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OZET

Yapilan ¢alismada, Zonguldak yoresinden toplanan kestane (Castania sativa Mill.)
bal ve propolis orneklerinin bazi kimyasal ve biyolojik analizleri gerceklestirildi. Bal ve
propolis ekstraktlarinin fenolik asit igerikleri yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC)
ile analiz edildi. Bal ve propolisin antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik madde, demir
(IIT) indirgenme giicii (FRAP), bakir (II) indirgeme kapasitesi (CUPRAC) ve DPPH
radikal temizleme kapasitesi testleri kullanilarak tayin edildi ve elde edilen degerler
standart antioksidanlarla karsilagtirildi. Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu
reaktifi ile gallik asit standardina gbre yapildi. Antioksidan aktiviteler katesin, BHT, ve
Troloks® gibi standart antioksidanlarla karsilagtinldi.  Etanolik propolis ekstraktmim
toplam fenolik madde igeriginin kestane balindan yaklagik 100 kat daha fazla oldugu ve
buna bagli olarak antioksidan aktivitenin de daha yiiksek oldugu bulundu. Kestane bal ve
propolis Orneklerinin fotodiyot array (DAD) dedektorii kullanilarak yapilan HPLC
analizlerinde ferulik, sinamik, klorojenik ve kumarik asitleri bakimindan zengin oldugu
bulundu.

Sonug olarak kestane bal1 ve propolis 6rneklerinin fenolik asit igeriklerince zengin ve
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu, propolis ekstraktlarinin ¢ok daha yiiksek
biyolojik etkinligi nedeniyle gida, tip, ilag, kozmetik gibi sanayiler de yararlanilabilecek,
yiiksek potansiyelli dogal bir iiriin oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bal, propolis, kestane, HPLC, antioksidan



SUMMARY

Determination of Antioxidant Properties and Phenolic Acid Constituents of

Chestnut (Castania Sativa Mill.) Honey and Propolis

The purpose of the present study was to investigate some chemical and biological
properties chestnut (Castania sativa Mill.) honeys and propolis from Zonguldak region in
Turkey. The phenolic constituents were determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC). Antioxidant activity were examined by four different methods,
namely, the contents of total phenolics, scavenging of free radical DPPH (2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl),  ferric = reducing/antioxidant  power  (FRAP), and  cupric
reducing/antioxidant power (CUPRAC). Total phenolic contents were determined by using
Folin-Ciocalteu reagent as gallic acid equivalent. The antioxidant activities were compared
with standard antioxidants catechin, BHT and Trolox®. The antioxidant activities were
found to be related to the sample concentrations and ethanolic propolis extracts showed
about 100 fold higher antioxidant activity than honeys. The major phenolic acids of the
chestnut honeys and propolis identified by HPLC with photodiode array detection were
coumaric acid, ferulic acid, cinnamic acid, caffeic acid, and chlorogenic acid.

The comparative findings from antioxidant activities and phenolic acid analyses of
honey and propolis samples of chestnut origin provide important criteria for considering
their nutritional and nutraceutical potentials. The presence of these bee products of
chestnut origin in the diet can be recommended for protection against several illnesses.
Comparison of the results with literature data also ranks the chestnut honey and propolis as

better sources of antioxidants among those from other floral origins.

Key Words: Honey, propolis, chestnut, HPLC, antioxidant
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Kromatografi, karisgimlardaki bilesenleri, yiik, biyiiklik, ¢oziiniirliikk, adsorbsiyon,

elektrostatik etkilesim gibi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri kullanilarak yapilan analitik ayirma
ve saflastirma yontemidir. Tiim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, siv1 ya da siiper
kritik akiskan olabilen hareketli bir fazda ¢oziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun bir sabit
faz boyunca gegirilir. Bu iki faz dyle se¢ilir ki numunenin bilesenleri hareketli faz ve sabit faz
arasinda kendiliklerinden farkli derecelerde dagilirlar. Sabit faz tarafindan giiclii bir sekilde
tutulan bilesikler hareketli fazin akisiyla sadece yavasca hareket ederler. Ote yandan sabit faz
tarafindan zayifca tutulan bilesikler ise hizlica hareket ederler. Hareketlilikteki bu
farkliliklarin bir sonucu olarak numunenin bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz
edilebilen ayr1 bantlar i¢inde ayrilirlar (Skoog vd., 1998).
Antioksidanlar, diisiikk konsantrasyonlarda c¢esitli organik bilesiklerin serbest radikal
mekanizmali oksidasyonunu engelleyen veya Onleyen bilesiklerdir. Son yillarda dogal
tirtinlere olan ilginin artmasiyla birlikte bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara olan ilgi bir
hayli artmistir. Bunun sebebi sentetik antioksidanlarin kanserojenik olarak diisiiniilmesidir.
Dogal antioksidanlar ise, insan organizmasi ic¢in genellikle zararsiz olup yan etkileri
bulunmamaktadir. Dogal antioksidanlar canli organizmalardaki savunma sisteminde oldugu
kadar gida sanayinde de Onemli derecede yararlidirlar. Bu amagla besinlerin bozulmasini
Oonlemek, raf dmriinii artirmak, lipidlerin ve vitaminlerin par¢calanmasini engellemek ve besin
rengini  korumak i¢in kullanilan antioksidanlar ©6nemli katki maddeleridir. Dogal
antioksidanlarin biiylik cogunlugu bitkisel kaynakli olup daha ¢ok polifenoller ve flavonoidler
halinde bulunurlar (Rice-Evans, 1997).

Tiirkiye, bal {iretimi i¢in uygun mevsim sartlari, topografik yapisi ve zengin bitki
florasina sahip nadir iilkelerden biri olup, bal iiretiminde diinyanin dordiincii biiyiik tilkesidir.
Diinyada balli bitki tiirlerinin dortte tigline sahip olmasina ragmen, bal iiretimi ve tiikketimi

bakimindan diinyada yerini tam olarak alamamustir.



Calismanin amaci, Tirkiye’ de tek florali olarak en cok iiretilen ve tiiketilen kestane bal
ve propolisinin kromatografik yontemler kullanilarak biyo-aktif bilesenleri olan fenolik asit
bilesimlerinin aydinlatilmasi ve bu dogal iiriinlerin hastaliklar1 6nleme ve korumadaki in vitro

biyolojik etkilerini incelemektir.

1.2. Aricilik

Aricilik milattan 6nce 3500 yillara kadar dayanmaktadir (Encye Americana,1993). Arilar
yaklasik olarak 20.000 tiirii olan bir familyaya sahiptir ve diger canlilardan ayiran en biiyilik
ozelligi sosyal yasamlaridir. Arilari inceleyen bilim adamlart arilarin yasam bigiminden balin
depolanmasina kadar bir¢ok konuda sasirmiglardir. Bal arilarinin diger an tiirlerinden daha
farkli 6zellikleri vardir. Bal arilar1 koloniler halinde yasarlar. Bir ar1 kolonisinde bir kralige,
birkag yiiz erkek ve 10—80 bin is¢i ar1 vardir. Bu arilar goriiniis olarak birbirinden farklidir,
krali¢e ar1 ve is¢i arilar disidir ve her kolonide yalniz bir kralige ar1 bulunur, kralige ar1 disi
arllardan daha biyiikcedir. Kraligenin esas gorevi yumurtlamaktir ama koloninin
biiytlikliigiinden ve kolondaki sisteminden de sorumludur. Kralice 5-7 yil arasinda degisen
yasam Omrii ile bireyler arasinda en uzun yasayan aridir. Kralice ar1 bir giinde normal
kosullarda kendi agirligina es agirlikta 20003000 adet ¢ok iyi kosullarda ise 6 bin adet
yumurta birakabilir. Erkek arilar disi arilardan iri olmasina ragmen tek gorevi disi ariy1
dollemektir, ¢iinkii kendileri icin besin toplayabilecek organlar1 ve igneleri yoktur. Isci arilar
petegin Oriilmesi, yiyecegin toplanmasi, ar1 siitliniin iiretilmesi, temizlik ve savunma gibi genel
anlamda her seyden sorumludur. Yapilan arastirmalara gore bilgisayarlarin saniyede 16
milyon aritmetik islem yaparken dogadaki rakiplerinin yani bal arilarinin daha az enerji ile 10
trilyonluk islem yapma kapasitesine sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Petek gozleri en az bal mumu harcayarak maksimum &l¢iide bal depolamak i¢in en
uygun sekil olan altigen prizmadir ve derinligi 12 mm, duvar kalinlig1 ise 1/500 ing tir. Arinin
yiyecek aramak i¢in yapmis oldugu gezinti yaklasik olarak 25 dakika siirer ve bu siire
icerisinde 5 ¢igek ziyaret eder. 450 gramlik saf bali elde edebilmek i¢in yaklasik olarak 17 bin
bal arisinin 10 milyon ¢igegi ziyaret etmesi gereklidir. Bu yiizden 450 gram saf bal edebilmek

icin arilarin bin is saati ¢aligmalar1 gereklidir (Brackenbury, 1995). Kovanda her zaman bir



diizen mevcuttur, hangi arinin ne yapacagi onceden belirlidir ve hicbir gérev aksatilmaz.
Arilar sirasiyla larva ve pupa evrelerini tamamlayarak erigkin hale gelirler. Larva donemi
kralice arinin yumurtalar1 birakmasiyla baglar ve bu donemde larvalarin birakildig1 petek
gbzlerine son derece 0zenli bakim baslar. Hiicrelerdeki ar1 yumurtalar: ii¢ giin i¢inde gelisir,
bu gelisme déneminde is¢i arilar tarafindan yaklasik olarak 10000 kere ziyaret edilir. Ug giin
sonra larvalar yumurtadan ¢ikar ve gelecek ii¢ giin boyunca sadece art siitii ile beslenirler. Ar1
larvalar1 diizenli beslenerek 6 giin sonra ilk agirliklarinin 1500 katina kadar ulasirlar.
Larvalarin yedinci gilinlinde larva yemek yemeyi keser ve is¢i arilar larvanin hiicre kapagini
mum ile kubbe seklinde bir kapak ile kapatir. Larva bu durum basladiktan sonra kendi iirettigi
bir madde ile bulundugu petegi tamamen koza ile orerek kendini hapseder. Bu zamandan
sonra pupa donemi baslar. Pupa doneminde bulundugu gézde 12 giin kalir ve ar1 yumurtasi
hiicreye birakildiktan ii¢ hafta sonra bal aris1 ugmaya hazir olarak ¢ikar ve 6 haftalik 6mriine
baslamis olur. Disi olan arilar hiicrenin ve kovanin igleri ile ilgilenirken diger arilar
hiicrelerinden ¢ikarak gérevlerine baslar.

Isci arilar pupa déneminden ¢ikar ¢ikmaz kovanin temizlik islerine baslarlar, 2 giin
boyunca Oncelikle kendi hiicresini daha sonra da diger pupa doneminden ¢ikan hiicreleri
temizler.

Larva bakiciligi ile ugrasacak olan is¢i arilar 2 giin boyunca pupa déneminden ¢ikan
hiicreleri temizledikten sonra yani li¢lincii glinden itibaren larvalarin beslenmesiyle ugrasmaya
baslar.

Isci arilar 10. giinden itibaren kovan disina ¢ikarak cevreyi tanirlar. Bu sirada iscilerin
karnindaki balmumu bezleri gelismeye baslar ve 12. giinlerinde olgunlasarak balmumu
iiretecek hale gelirler. 12.giinliik olan is¢iler, ar1 yavrularini beslemeyi keserler ve birbirine
esit altigenlerden olusan petegin insasina koyulurlar.

Arilar bal mumu iireterek petek insa ettikleri sirada igne bezleri gelisir ve zehir liretmeye
baslar. iste bu donemdeki arilar kovan kapisinda ndbet tutarak davetsiz misafirlerin igeri
girmesini engellerler. Gelen her canli (arilar bile) kapidaki ndbet¢inin kontroliinden gecerek
iceri girebilir. Nobet¢i arinin yerinden ayrilmasi durumunda ise hemen baska bir is¢i ar1 nobeti

devralir (Encye Americana, 1993).



1.3. Bal

Bal, bal arilan tarafindan c¢igeklerden ve meyve tomurcuklarindan alinarak yutulan
nektarin, arilarin bal midesi denilen organlarinda invertaz enzimi sayesinde kimyasal degisime
ugramastyla olusan ve kovandaki petek hiicrelerine yerlestirilen, ¢ok faydali bir besindir.
Nektar bala cevrilirken arilar sagladiklar1 invertaz enzimi sayesinde sakkarozu inversiyona
ugratarak fruktoz ve glukoz seklinde basit sekerlere doniistiiriir ve fermantasyonun meydana
gelmesini Onleyecek miktarda suyunu ugururlar. Kovandaki hiicrelere yerlestirilen ve {izeri
mumdan bir kapakla ortiilen iiriin, arilar tarafindan saglanan 6zel havalandirma sistemi
sayesinde bildigimiz tat ve kivama gelir (Anonim, 1990).

Balin 6zellikleri ve tiretimiyle ilgili bilinen ilk kitap, Sir John Hill tarafindan yazilmig
1759°da Londra’da basilmistir. Ar1 ve balin tarihgesi incelendiginde, nektar ve polen iireten
cicekli bitkiler ile bunlardan faydalanan boceklerin 100-150 milyon yil dnce, ilk memelilerin
de mevcut oldugu Jurassic/Cretaceous devresinde ortaya ¢iktig1 one siiriilmektedir. Bal iireten
artlar 1020 milyon yil once goriilmiistiir. Bal ile ilgili ilk resmi dokiimanlar Anadolu’da
Catalhdyiik’te bulunmustur. M.O. 5000 yillarinda Siimerlerin yazili belgelerinde bal {izerine
bilgiler mevcuttur. Benzeri bilgiler Anadolu’daki baska bir uygarlik olan Hititlerin
yazitlarinda da bulunmustur. M.O. 3200°de Asagi Misir Krali I. Dynasty, krallik sembolii
olarak ar1y1 se¢gmis ve kralliginda bununla ilgili figiirlere yer vermistir. Musevi topluluklarinda
ise Tevrat ve Talmut’ta yazildigi gibi Kur’an-1 Kerimde de balin yararlarindan soz
edilmektedir. Roma imparatorluguna ait bazi yazitlarda da bal ve aricilik {izerine cesitli
bilgiler bulunmaktadir (Lusby, 2002).

Bal, bal arilar1 Apis mellifera tarafindan tiretilen dogal bir iiriin olup, insanlar tarafindan
tatlandiric1 ve besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ballarin bilesimi arinin nektar topladig:
bitkilerin tiiriine, ¢cevresel kosullara gore degisim gdstermektedir (Anklam, 1998). Bilesiminde
yaklagik 200 bilesik bulunan balin gifa kaynagi olmasi agisindan 6nemi ve kullanimi son
yillarda artmustir. Balin bilesimi c¢esitlilik gdstermekle birlikte tipik bir bal ortalama % 20
nem, % 76 seker, % 0.18 kiil, % 1 toplam polifenol, protein gibi bilesenlerin yani sira
koruyucu olarak a-tokoferol, askorbik asit, flavonoidler ve diger fenolikler, glukoz oksidaz,
katalaz ve peroksidaz gibi enzimleri igerir (White, 1979). TSE ye gore balin kalitesi i¢erdigi
nem, toplam seker, invert seker, Hidroksimetil furfural (HMF), diastaz sayis1 (DA), kiil gibi



parametreler ile ticari seker miktarlar1 tayin edilmektedir. Bu parametreler balin gergek
kalitesinden daha ¢ok tazeligi, kristallenme yapip yapmadigi, arilara ticari seker yedirilip
yedirilmedigi gibi islemleri gostermektedir. Oysa balin esas kalitesini belirleyen faktor balin
biyolojik degeri olup bundan sorumlu bilesikler ise balda ancak % 1-2 oraninda bulunabilen,
ikincil metabolit {iriinler olarak adlandirilan gesitli ugucu bilesenler ile fenolik maddelerdir.
Eski caglardan beri bal besin degerinin yani sira yanik, gastrointestinal bozukluk, astim,
enfeksiyonlu yaralar ve deri {ilserlerinin tedavisinde kullanilmistir (Anklam, 1998; Al-
Mamary, 2002; Orhan, 2003).

Kestane (Castania sativa Mill.) pek ¢ok amag i¢in kullanilan bir bitki tiirii olup Avrupa
da yetisen bir tiirdiir. Kestane agacinin ¢iceklerinden bal, yaprak ve kabuklarindan propolis,
meyvesinden nisastali bir yemis olan kestane, odunundan marangoz ve mobilyacilikta
ormanindan ise ekosistem olusumunda yararlanilan ¢ok degerli bir orman {irliniidiir. Tiirkiye
de 2006 y1l1 verilerine gore toplam bal iiretimi olan 70.000 ton balin yaklasik 600 tonu kestane
bal1 oldugu bildirilmektedir (Robin, 2006; Vogt, 2006). Hafif acimtirak tada sahip ve koyu
kehribar renkli kestane bali dnceleri fazla tercih edilmemesine ragmen son yillarda iiretimi

talebi karsilayamamaktadir.

1.4. Propolis

Propolis (bazen “art zamki” olarak da bilinir) bal arlarinin bitki tomurcuk ve
filizlerinden topladigi regcinemsi maddenin genel ismidir. Propolis ismi yunanca savunma
anlamma gelmekte olup arilarin ve kovanin korunmasindan gorevlidir. Kovan girisinde
bulunan propolis arilarin ayaklarinin temizlenmesinde bir ¢esit dezenfektan olarak, kovan
tahtalarinin aralarinda bulunan propolis ise kovanin 1sisinin korunmasinda rol oynar. Ham
propolisin tam bilesimi kaynaga gore degisir (Chemid, 1996). Propolis iliretimi bakimindan
kestane ve Okaliptus agaclar1 6nemli yer tutar. Genelde, %50 regine ve sebze plesenki, %30
balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 organik kalintilar1 da igeren
cesitli diger bilesiklerden olusmustur (Cisarino, 1987). Propolis tarafindan iyilestirilebilen
hastaliklar arasinda nefes darligi, egzema, goz enfeksiyonlari, bogaz enfeksiyonlar, iilser ve

bobrek enfeksiyonlar1 yer alir (Hill, 1977). Propolisin antibiyotik, antifungal, antiviral



Ozelliklerinin oldugu ve bol miktarda flavanoid igerdigi i¢in antioksidan etkisinin baldan ve
BHT den 2 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Russo, 2004). Biyolojik etkinliginin yiiksek
olmasi1 nedeniyle, propolisli iirlinlerin iiretiminde bir hayli artis vardir. Propolisli pastiller, dis

macunlari, glines koruyuculari, ¢iklet ve ¢ikolatalar bunlardan bazilaridir.

1.5. Tiirkiye’nin Bal Uretimindeki Durumu

Tiirkiye Diinya bal iiretiminde dordiincii sirada yer almaktadir. 2001 yili lgiimlerine
gbre Diinyada 1.264.758 ton bal iiretilmistir. En biiyiik bal iireticisi lilke Cin olup onu ABD,
Arjantin ve Tirkiye izlemektedir. Tiirkiye de aricilik bir sosyo-ekonomik faaliyet olup 4
milyon civarinda kovan ve 70 bin ton dolayinda bal {iretimi yapilmaktadir. Ancak Tiirkiye de
kovan basina diisen bal liretimi ve bal ihracatindan aldig1 pazar payr ¢ok diisiik ve Diinya
ortalamasimin altindadir. Bal ihracatindaki temel sorun sahte bal {iretimi ile kotii niyetli
kimselerin arilara ¢esitli kimyasal katki madde vermeleridir. Ar1 gérmemis veya az miktar bal

ile karigtirilmis glikoz suruplari siirekli piyasaya siiriilmektedir.

1.6. Tiirkiye de Uretilen Diger Bal Cesitleri

Diinyada bal iireten bitki tiirleri bakimindan 6n siralarda yer alan tilkemizde ¢esitli kir ve
yayla ¢igekleri, sanayi iiriinleri ve orman iiriinlerinden bal iiretimi yapilmaktadir. Ulkemizin
hemen her bolgesinde bal iiretimi yapilmasina ragmen Karadeniz, Ege ve Akdeniz
bolgesindeki iiretim payr daha fazladir. Tiirkiye de iretilen ballari iki sinifta toplamak
miimkiin. Tek tip bitki florasindan toplanan monoflorali ve karisik yayla ¢igeklerinden olusan
heteroflorali ballar. Genelde monoflorali ballar daha ¢ok sanayi fiiriinleri ve orman

iriinlerinden elde edilen ballardir. Tiirkiye de iiretilen bal tiirlerini sdyle siralamak miimkiin;

Yayla ballari: I¢ Anadolu, Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgesi ile Dogu Karadeniz
bolgesinin yiiksek yaylalarinda karisik yayla ciceklerinden elde edilen ballardir acik sar1 ve

kehribar renkte olup en lezzetli ballardir.



Anzer Bali: Dogu Karadeniz bolgesi Rize Ikizdere ilgesine bagli Anzer yaylasinda
(2850 m) tiretilen bal iilkemizde ve Diinyada oldukga {inlii olup, pek ¢ok derde deva olduguna
inanilmaktadir. Balin sifa kaynagi olduguna inanilmasi ve iiretiminin sinirli olmasi ve ayrica,
diger ballardan farkli bir tada (lezzet) sahip olmasi balin olduk¢a yiiksek fiyatla satilmasina
neden olmaktadir (yaklasik 400500 TL). Seksen kadar endemik bitki tiirline sahip Anzer

yaylasindan iiretilen bal agik sar1 renkte ve ¢cok hos bir aromaya sahiptir.

Erzincan ve Bayburt Yayla Ballari: Erzincan ve Bayburt yaylalarindan toplanan
heteroflorali ve karisik yayla ¢iceklerinden olusmus ballardir. Gezginci aricilarin ugrak yeri
olan Erzincan ovasi bal iiretimi bakimindan ¢ok zengindir. Ayrica Tema vakfi tarafindan
baslatilan bir proje ile Dogu Karadeniz bdolgesinde Artvin-Borgka-Ayder ve Macelan

yoresinde organik bal iiretimi yapilmakta ve iiretimi tesvik edilmektedir.

Kestane Bali: Koyu kahve renkte, buruk aci tadi ve kendine 6zgii bir aromaya sahip balin
solunum yolu hastaliklarina iyi geldigine inanilmaktadir. Dogu ve bati1 Karadeniz bdlgesinde
en fazla iiretimi yapilan (600.000 ton) bal tiirii olup kristallesmeyen baldir. Antiseptik ve

antibakteriyal 6zelligi ile 6zellikte mide hastaliklarinda tedavi edici oldugu bildirilmektedir.

Cam Bali: Cam agaglarinda bulunan bazi canlilarin, basra, salgiladiklar1 bal serbetinin
(basura) bal arilar1 tarafindan toplanarak degisiklige ugratilarak elde edilir. Kristallesmeden
kalabilen tek bal olup koyu renge sahiptir. Ege ve Akdeniz yoresinin temel bali olup diinya
¢am lretiminin % 90 bu bolgeden yapilmaktadir. Solunum ve sindirim yolu hastaliklarina iyi

geldigine inanilmaktadir.

Korunga Bali: Bir endiistri ve yem bitkisi olan korunga (Onobrychis sativa) toprak
verimliligini, artirmak ve 1iyi bal 0zli olmast nedeniyle tarimi destek alan tarim
tiriinlerindendir. En iyi iliman iklimlerde yetismekle birlikte kuraga ve soguga dayanikli,
toprak istekleri bakimindan olduk¢a kanaatkar, fakir, kuru ve kalkerli topraklarda
yetisebilmektedir. En iyi ekim zamani erken ilkbahar olup, 1liman bolgelerde ekim sonbaharda

da yapilabilir. Erzurum ve yoresinde bolca korunga bali iiretilmektedir.

Kekik Bali: Kirsal bolgelerde ve 6zellikle Ankara, Afyon, Cankiri, Kastamonu, bolu,
Trabzon daglarinda yetisen kekik tlirlerinden olusur. Kekik bilesiminde timol ugucu bileseni
iceren ve antiseptik 6zelligi yiliksek bir bitkidir. Kekik balinin soguk alginligi ve yaralarin

lyilesmesine iyi geldigine inanilir.



Orman Giilii Bali: Dogu Karadeniz bolgesinde Trabzon, Rize ve Artvin g¢evresinde
tiretilen orman giilii bali (Rhododendron luteum) iiretilmektedir. Deli bal olarak ta diinya
literatiiriine giren bu balin fazla tiikketilmesiyle ani tansiyon diisiikliigii ve kalp carpintis1 gibi

hastaliklara neden olmaktadir.

Narenciye Bali: Akdeniz bolgesine 6zgii bal olup narenciye ¢igeklerinden (portakal,
mandalina, limon) iiretilmektedir. Kalsiyum fosfat ve demir fosfatca zengin oldugu sdylenen

bu balin yliksek C-vitamini i¢erigine sahip oldugu bildirilmektedir.

Diger Sanayi liriinleri ballari: Pamuk bali, Ege ve Akdeniz bolgesinde genis pamuk

tarlalarindan, Aygicegi bali Trakya yoresinde aygicegi tarlalarindan iiretilen ballardandir.

1.7. Biyolojik Aktivite Nedir?

Kimyasal ve biyolojik ac¢idan herhangi bir zararl reaksiyon ya da organizma iizerinde
kontrol edici etki gosteren, onu zararsizlagtiran veya yok eden etkilerin hepsine biyolojik
etkinlik adi verilir. Bu etki in vivo ve in vitro olarak test edilebilir. Fakat in vivo ¢alismalar
olduk¢a sorumluluk gerektiren, etik kurul karari, ¢alismalar oldugundan ¢aligmalar once in
vitro olarak yiiriitiliir ve biyolojik etki potansiyeli olgiiliir. Daha sonra in vivo ¢aligsmalara
gecilir. Biyolojik etki gosteren maddelere biyolojik aktif maddeler adi1 verilir. Bitkiler diger
organizmalardan farkli olarak sinirsiz sayida biyolojik aktif madde liretebilme yetenegine
sahip canlilardir. Biyokimyasal arastirmalarda daha ¢ok incelenen biyolojik etkinlik testleri;
antioksidan aktivite (anti-aging), serbest radikal giderici aktivite, antitlimoral, antikanserojen,
antifungal, antibakteriyal, antiviral, antiinflematuar, antiherbisit ve anti-insektisit etkiler

gibidir (Russell, 2007; Bakkali, 2008).



1.8. Serbest Radikal Olusumu ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron igeren atom veya
molekiiller olarak tanimlanirlar. Serbest radikallerin normal metabolizmaya ait bir iiriin oldugu
sonradan anlasilmistir. Bugiin radikallerin pek c¢ok hiicrede molekiiler degisimlere ve gen
mutasyonlarma yol ag¢tif1 artik iyi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve doku
yikiminda rol aldig1 kabul edilmektedir (Storz ve Imlay, 1999). Serbest radikallerin baslica
olusma nedenleri sigara, alkol ve lipid metabolizmasi iirlinleri, viriisler, giines 1sinlari, X
1sinlar1 ve kozmik 1sinlar, ozon, sanayi atiklari, otomobil egzoz gazlari, ozon, agir metaller,

kirli su ve havadan da olusabildigi bilinmektedir.

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler, oksijenin kendisi,
stiper oksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerin iyonlar: ve hidroksil radikalidir. Oksijen atomu
toplam sekiz elektron icerir. Bu elektronlardan dis yoriingede bulunan iki tanesi eslesmemistir.
Molekiiler oksijen (02), iki tane eslesmemis elektronu bulundugundan kendisi de bir
radikaldir. Her iki atom denge halinde oldugundan bu oksijen molekiiliiniin reaktif bir 6zelligi
yoktur. Bu ozelliginden dolay1 oksijen, diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer.
Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son suya indirgenir.
Mitokondriyal elektron transport zinciri tarafindan gerceklestirilen bu siiregte, %1-2 oraninda
molekiiler oksijen kacagi meydana gelir. Bu oksijenin rediiksiyonu ile siiperoksit anyonu
(0.2-), hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif iiriinler aciga ¢ikar. Bu radikaller
oksijenin toksik etkisinin gercek nedenini olustururlar (Mccord, 1985; Bast vd., 1991;
Cheeseman ve Slater, 1993).
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Tablo 1. En sik karsilagilan serbest radikaller ve serbest radikal iireten tiirlerin bazi 6zellikleri

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin

Adi Simgesi Kimligi

Hidrojen radikali H* Bilinen en basit radikal

Stiperoksit radikali 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara Uiriinii

Hidroksil radikali OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali

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

Singlet oksijen 0O, Yarilanma omrii kisa, gii¢lii oksidatif form

Perhidroksi radikali HO,' L1p1d1§rde hizli ¢oziinerek lipid
peroksidasyonunu artirir

Peroksil radikali ROO™ Perh1droksﬂe oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olur

Triklorometil CClLe CCls metabolizmasi iiriinii, karacigerde iiretilen

radikali 3 bir radikal

Tiyil radikali RS® Siilfiirli ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerin
genel adi

Alkoksil radikali RO* Organﬂ.( peroksnlerm yikimi ile {iretilen oksijen
metaboliti

Azot monoksit NO L — argininden in vivo iretilir

Azot dioksit NO, NO'in oksijen ile reaksiyonundan iretilir

Radikal metabolitler aslinda aerobik organizmalarin kag¢inilmaz bilesikleri olup

hiicrelerde kontrollii kullanimlar1 ile bir dizi enzimin sentezi ve bir¢cok organizmanin

antibakteriyal savunmasinda gereklidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

1.9. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmalari

Oksidatif hasar ve serbest radikal mekanizmali reaksiyonlar yaslanma, kanser,

ateroskleroz ve diyabete neden olmaktadir. Serbest radikaller bir veya daha fazla

ortaklanmamus elektron igeren atom veya molekiiller olarak tanimlanirlar. Bugiin radikallerin
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pek cok hiicrede molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina yol actig1 iyi bilinmekte olup
yaslanma, hiicresel hasar ve doku yikiminda rol aldigi kabul edilmektedir. Oksidatif hasari
azaltict veya geciktirici olarak bilinen antioksidanlar iki kisimda incelenmektedirler. Endojen
ve eksojen antioksidanlar. Sentezlendigi organizmada etki gdsteren antioksidanlara endojen
antioksidanlar adi verilir ve bunlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarakda
iki kisimda incelenirler. Enzimatik antioksidanlar, hiicrenin ¢esitli organellerinde etki
gosteren siliperoksitdismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz dibi enzimlerden olusurlar. Cesitli metal iyonlarini baglama, serbest
radikalleri yakalama ve hapsetme ve siiplirme gibi etkilere sahip glutatyon, bilirubin, ferritin,
seruloplazmin, iirik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da mevcuttur. Eksojen
antioksidan ise daha cok bitkiler tarafindan sentezlenen cesitli vitamin ve fenolik maddeler
olup disaridan organizmaya alinip etkinlik gostermektedirler (Kolayli, 2003, Kolayli 1999).

Antioksidan savunma mekanizmalar1 olduk¢a cesitli olup bunlardan bazilarini soyle

ozetlemek miimkiindiir:
1. Radikal metabolit liretiminin dnlenmesi,
2. Uretilmis radikallerin temizlenmesi (detoksifikasyon)
3. Hiicre deformasyonunun onarilmasi
4. Sekonder radikal tireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi
5. Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi.

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal iiriinii olan serbest radikalleri, organizma dogustan
kazandig1 ¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge olarak tanimlayabilecek bir
cizgide tutmaya calisir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu dengenin 0Ozellikle
oksidanlar lehine bozulmast membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi hiicrenin 6nemli
yasamsal yapilarinda biitiinliigiin bozulmasina ve canlida patolojik olaylarin gelismesine yol
acar.

Serbest radikaller, hiicre membran yapisinda bulunan doymamis yag asitlerine saldirarak
lipid peroksidasyona neden olurlar. Bu degisim bitkisel yaglarin acilagsmasina sebep olan
kiiciik bir degisikliktir. Yaglar viicutta degisime ugradiginda; hiicre zarimin yapist ve
fonksiyonlar1 zarara ugrar, hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun uzun siireli olarak
transferini yapamaz, harcanan iiriinlerin atilmasini diizenleyemez. Serbest radikal saldirisinin

devami; hiicre zarinin yapisinda bulunan yaglarin parcalanmasina, bitki zarinin yirtilmasina ve
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hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep olur. Hiicre i¢i bilesenlerin hiicre dismma akmasi
etraftaki dokulara da zarar verir. Serbest radikal saldiris1 ve hiicre zarin tahribat1 "Yaglarin
Oksidasyonu" veya "Oksidatif Zarar" olarak adlandirilir.

Serbest radikaller pek cok hastalifin olusmasina zemin hazirlayan ajanlar olarak
diisiiniilmetedirler. Ornegin, aterosklerozde oldugu gibi serbest oksijen radikallerinin
damarlarin oksidatif hasarina yol agmasi sonucu kolesteroliin hasarli bolgelere takilmasina yol
acmaktadir. Ayrica kotii huylu kolestrol olarak bilinen LDL nin oksitlenmesi sonucu
makrofajlarin daha fazla ilgisine maruz kalmaktadir. Dolayisiyla tiim bu etkiler damar
tikanikligina neden olmaktadir. Serbest radikaller sadece membran yapisinin bozunmasinda
degil niikleik asitlerin (DNA ve RNA), proteinlerin, karbohidrat birimlerinin oksidasyonuna
da neden olmaktadirlar. Genetik kodun degisimine ve ¢esitli 1 mutasyonlara ve dolayisiyla
kanser olusumuna yol agabilir (Halliwel vd., 1997; Huang vd., 2005).

Son yillarda gida kimyast ve koruyucu tibbin bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara
ilgisi artmistir. Dogal antioksidanlar canli organizmalardaki savunma sisteminde oldugu kadar
gida sanayinde de 6nemli derecede yararlidirlar. Bu amagla besinlerin bozulmasini 6nlemek,
raf Omriinii artirmak, lipitlerin ve vitaminlerin pargalanmasin1 engellemek ve besin rengini
korumak icin kullanilan antioksidanlar Onemli katki maddeleridir. Dogal kaynakli
antioksidanlarin ¢ogu bitkisel kaynakli olup daha cok bitkilerde vitaminler (A, C, E vit.) ve
polifenoller veya flavonoidler halinde bulunurlar. Bitkilerde bulunabilen biyoaktif bilesiklerin
miktar1 ve tiirli bitkinin florasina bagli olarak degisim gostermektedir. Bunlarin ayrica serbest
radikallerden koruma aktiviteleri, k&tu huylu kolesterol (LDL)’un oksidasyonu ve DNA
hasarin1 onlemede rolleri ve apoptozisi indiiklemedeki rolleri bulunmaktadir. Beslenmenin
kanser riski acisindan 6nemli bir etken oldugu fikri uzun zamandir bilinmektedir. Yapilan
epidemiyolojik caligmalar meyve sebze tiiketimi ve dogal iiriinlerle beslenmenin ile kanser
olusumu arasinda negatif bir iligski oldugunu goéstermistir. Bir dogal iiriin olan bal ve propolisin
da cesitli biyolojik aktif bilesenler igerdigi siiphesizdir. Bu biyolojik aktif maddeler A, B, C ve
E vitaminleri ile ¢esitli aromatik yapiya sahip fenolik ajanlar olup 6zellikle de meyvelerde
daha c¢ok bulunurlar. Fenolik maddeler; bitkiler aleminde o kadar yaygindirlar ki hemen
hemen her meyve ve sebzede mutlaka az veya ¢ok miktarda bulunmaktadirlar. Meyve ve

sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddeler; hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik
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asitler ve flavonoid grubu maddelerdir ( Halliwell, ve Gutteridge, 1992; Storz ve Imlay, 1999;
Rice-Evans vd., 1997; Cemeroglu ve Acar, 1986; Larson, 1997).

Serbest radikaller, hiicre membran yapisinda bulunan doymamais yag asitlerine saldirarak
lipid peroksidasyona neden olurlar. Bu degisim bitkisel yaglarin acilagsmasina sebep olan
kiigiik bir degisikliktir. Yaglar viicutta degisime ugradiginda; hiicre zarinin yapisi ve
fonksiyonlar1 zarara ugrar, hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun uzun siireli olarak
transferini yapamaz, harcanan lriinlerin atilmasini diizenleyemez. Serbest radikal saldirisinin
devami; hiicre zarinin yapisinda bulunan yaglarin par¢alanmasina, bitki zarinin yirtilmasina ve
hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep olur. Hiicre i¢i bilesenlerin hiicre disina akmasi
etraftaki dokulara da zarar verir. Serbest radikal saldiris1 ve hiicre zarin tahribat1 "Yaglarin
Oksidasyonu" veya "Oksidatif Zarar" olarak adlandirilir.

Serbest radikaller pek cok hastalifin olusmasina zemin hazirlayan ajanlar olarak
diisiiniilmetedirler. Ornegin, aterosklerozde oldugu gibi serbest oksijen radikallerinin
damarlarin oksidatif hasarina yol agmasi sonucu kolesteroliin hasarli bolgelere takilmasina yol
acmaktadir. Ayrica kotii huylu kolestrol olarak bilinen LDL nin oksitlenmesi sonucu
makrofajlarin daha fazla ilgisine maruz kalmaktadir. Dolayisiyla tiim bu etkiler damar

tikanikligina neden olmaktadir (Huang, 2005).

1.9.1. Baz1 Antioksidan Maddeler

Alfa tokoferol (E Vitamini): E vitamini i¢inde alfa, beta, gama ve delta tokoferolleri
bulunur. Bunlarm i¢inden 6zellikle Alfa tokoferol dnemli bir antioksidandir. Ozellikle bugday,
musir, dari, piring gibi tahillarda ¢ok bulunur. Bunun disinda ayg¢igek yagi, misirdzi yagi,
pamukyagi gibi yaglarda, ceviz, badem ve yerfistig1 gibi kuru yemiglerde ve yesil sebzelerde
bulunur. E vitamini ayni zamanda pisirmeye ve sicaga dayamiklidir, bdylece pisirilme
esnasinda tahrip olmazlar. E vitamini disinda farkli maddelerde bulunan tokoferoller ise
rahatca tahrip olabilir. Fakat yagda kizartma ve tahillarin 6giitiilmesi esnasinda E vitaminleri
de tahrip olur ve ¢ogu bozunur. Bu yiizden E vitamini ihtiva eden iiriinleri yagda kizartmadan
pisirmek ve Ozellikle beyazlatilmadan ge¢memis tahil iirlinlerini (kepekli iirtinler gibi)

titketmek daha akillica ve saglikli olur (Shahidi, 1997).


http://tr.wikipedia.org/wiki/E_Vitamini
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tokoferol&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alfa_tokoferol&action=edit
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Askorbik Asit (C Vitamini): Turunggiller, domates, yesil yaprakli sebzeler (brokoli,
1spanak vb.) ve patates gibi sebze ve meyvelerde bulunuyor. Fakat C vitamini ¢ok cabuk
okside oldugu i¢in pisirirken ve hazirlarken bulunan C vitamininin ¢ogu ise yaramaz hale
geliyor. Bu yiizden C vitamini ihtiva eden besinlerin hafif pisirilmesi, yenilebiliyorsa ¢ig
yenmesi ve hazirlarken de kesildikten kisa bir siire sonra tliketilmesi onerilir (Shahidi, 1997).

Beta-caroten (A Vitamini): Viicutta depolanarak A vitaminine de doniistiiriilen bu
kirmizimsi-turuncu pigment ¢ok giiclii bir antioksidandir. Gii¢lii bir antioksidandir ve bir¢ok
kanser tiirtine yakalanma riskini azaltmasiyla {inliidiir. Havug, 1spanak ve brokoli gibi yesil
yaprakli sebzeler ile kayis1 ve seftali gibi meyvelerde fazlasiyla bulunur (Shahidi, 1997).

Fenolik maddeler: Fenoller, oksijenli aromatik bilesiklerden olup, bir veya daha fazla
hidroksil (OH) grubu tasiyan en az bir aromatik halkaya sahip organik ve kristal yapida ki
maddelerdir. Renksizdir ancak hava ile temas ettiklerinde kirmizi renk gdsterirler. Suda orta
derecede, organik coziiciilerde (alkol, eter vb.) iyi ¢Oziiniir. Polifenoller, flavonoidlein ¢ikig
maddesidir. Bitkilerde organik asit esterleri, veya glikozitleri halinde bulunan baslica fenolik
asitler; gallik asit, p-hidroksisinnamik asit, trans-sinnamik asid 3,4-dehidroksibenzoik asit,
vanillik asit, syringic acid, p-kumarik asit, o- kumarik asit, kaffeik asit, ferulik asit, klorogenik
asit, rosmarinik asit, absisik acid. Pozisyon ve hidroksilasyon dereceleri antioksidatif
aktiviteyi belirlemde oldukca 6nem tagimaktadirlar (Awad ve Jager, 2003). Bitkilerdeki tiim
biyolojik aktiviteden; antioksidan, antiviral, antibakteriyal, antifungal, antitumoral,
antiinflematuar gibi maddeler sorumludur. Fenolik asitlerin kronik hastaliklar1 (kardiovaskular
hastaliklar ve bazi kanser ¢esitleri) 6nledigi bilinmektedir. Bunlarin ayrica kotii huylu LDL
kolesterolun oksidasyonunu 6nledigi de bildirilmektedir. Bazi fenolik asitler, drnegin cholorgenic
asit, antimutagenic ve antiglycemic etkilere sahiptirler. Fenolik asitlerin serbest radikal sonucu olusan
hastaliklardan, 6rnegin kanser ve diger bazi hastaliklardan, damar tikaniklig1 ve yaslanmaya karsi
Onleyici etkilerinin oldugu ¢ok iyi bilinmektedir (Halliwell, ve Gutteridge; 1992; Storz G., Imlay J.,
1999; Rice-Evans vd., 1997)

Koenzim Q: Ozellikle kanser ve belli nérolojik hastaliklara olan pozitif etkileriyle uzun
stiredir giindemde olan koenzim q 6nemli bir antioksidandir. Viicut tarafindan iiretilir, diyet
yoluyla da almabilir. Her ne kadar ciger, kalp ve bobrek gibi et iirlinlerinde ve balikta yiliksek
oranda bulunsa da, diyete takviye amacli alinan koenzim q haplar ile viicuda alinmasi daha

etkilidir (Shahidi, 1997).


http://tr.wikipedia.org/wiki/C_Vitamini
http://tr.wikipedia.org/wiki/Domates
http://tr.wikipedia.org/wiki/Brokoli
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ispanak
http://tr.wikipedia.org/wiki/Patates
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Beta-caroten&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavonoid&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Koenzim_q&action=edit
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Likopen: Beta-caroten ve liitein ile ayni ailenin iiyesi olan likopen bir¢ok meyveye
kirmizi1 rengi veren maddedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karsi etkileri ile
bagisiklik sistemine olan pozitif etkileri yiliziinden uzun siiredir giindemde olan bir maddedir.
Antioksidan  6zelligi  kanitlanmistir.  Ozellikle domateste ¢ok biiyiik miktarlarda
bulunmaktadir. Prostat ve kalin bagirsak kanserlerinin risklerini biiylik oranda diislirdiigi

laboratuar ¢alismalariyla kanitlanmistir (Shahidi, 1997).

1.9.2. Antioksidanlar Nasil ve Ne Kadar Alinmahidir?

Antioksidan maddeler vitaminler gibi daha ¢ok suda ¢6ziinen bilesikler olduklart i¢in
viicutta depo edilmezler. Bu nedenle antioksidanlar, vitaminler gibi diizenli olarak alinmalidir.
Yapilan arastirmalar gostermektedir ki, vitamince zengin sebze ve meyvelerden giinde en az
bes 0giin yemek gerekmektedir. Bu nedenle vitaminler hap olarak da alinabilmektedir. Ayrica
diizenli beslenilse bile, bazi hatali aliskanliklar, viicudumuzdaki vitaminleri hizla
tiilketmektedir. Sigara, asir1 alkol, stres bu etkilerin basinda gelmektedir. Ingiltere’de yapilan
bir arastirmaya gore, en az iki yil siireyle 200 {inite E vitamini alan kisilerin kalp ve damar
hastaliklarina yakalanma risklerinin bu vitaminleri almayanlara oranla ylizde 41 daha az
oldugu goriilmiistiir. Bu konuda kesin bir rakam vermek giigtiir. Caligmalar, alinan miktar
arttik¢a koruyucu etkinin de daha fazlalastigini ortaya koymaktadir. En son caligsmalarin
15181nda, giinliik C vitamini ihtiyacinin 250 ile 1000 mg, arasinda oldugu sdylenebilir. Bu doz,
E vitamini i¢in 100 ile 400 {inite, beta karoten i¢in 6 ile 30 mg, arasinda oldugu sdylenebilir.
Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda bir antioksidan madde olan askorbik asidin fazla
tiikketilmesi halinde oksidan etkiye yol agtig1 da bildirilmektedir. Bu nedenle vitaminler gibi

antioksidanlar1 da dengeli olarak tiiketmeliyiz (Larson,1997).

1.10. Bitkilerde Bulunan Biyolojik Aktif Bilesikler

Dogal bilesiklere verilen 6nem her gegen giin artmaktadir. Bu bilesiklerin bir kismi ise

bitkiler tarafindan ikincil metabolizma iirlinleri olarak sentezlenen molekiiller olup, sinyal


http://tr.wikipedia.org/wiki/Likopen
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Beta-caroten&action=edit
http://tr.wikipedia.org/wiki/L%C3%BCtein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kardiyovask%C3%BCler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kanser
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(mesajc1) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisitlere ve serbest radikallere karsi
koruyucu rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve yaglarin sentezinden sonra)
bunlar "ikincil bitki {riinleri" veya "fitokimyasallar" diye adlandirilirlar. Bitkiler sinirsiz
aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik
bilesikler veya bunlarin oksijen ile substitue olmus halleridir. Bitkilerde bulunan baglica
polifenolik bilesikler basit fenoller, benzokinonlar, fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetil
asitler, hidrosinnamik asitler, fenilpropenler, kumarinler, naftakinonlar, kromoneneler,
ksantonlar, stilbenler, antrakionlar, flavonoidler ve ligninlerdir. Fenolik bilesikler veya
polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup bitki aleminde 6000'den daha fazla
fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir (Bravo, 1998). Polifenoller, bir grup bilesik sinifi
olup cesitli meyveler, sebzeler, kuruyemisler, tohumlar, ¢igekler, kok ve govde kisimlari dogal
olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast, 2000).

Bu bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi olup bitkiye koku ve tat verirken, bazilari
kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek ¢ok bilesik, bitkinin tadindan

sorumlu olup bunlardan bazilar1 gida ve bazilari ise tibbi amagclar i¢in kullanilmaktadir.

(a) (b)

Sekil 1. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi substituenleri (b)

Temel polifenol siniflarindan biri olan flavonoidler; en 6nemli antioksidan 6zellige sahip
grup olup kendi icinde 13 alt sinifa ayrilir. Bunlar; kalkonlar, dihidrokalkonlar, auronlar,
flavonlar, flavonollar, dihidroflavonollar, flavanonlar, flavanollar, flavandiollar,
antosiyaninler, izoflavonoidler, proantosiyadinler (taninler) ve biflavonoidlerdir (Bravo,

1998). Baz1 flavonoidlerin genel iskelet yapisini ve tasidiklari substituentleri Tablo 2 de
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gosterilmistir. 1990 yilma kadar 5000 tane flavonoid yapisi bildirilmistir. Flavonoidlerin

karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon

atomu iceren, A, B, C halkasindan ibaret difenilpropan (C6-C3-C6) yapisi olusturur (Sekil 1).

Tablo 2. Flavonoidlerin genel karbon iskeletleri ve tagidiklari substituentler

Flavonoid R R, R; Ry
Luteonil H H OH OH
Luteonil-7-O-glukozit H gle OH OH
Kamferol-3-O-soforozit O-soph H H OH
Kiiersetin-3-O-galokozit O-gal H OH OH
Galaegin OH H H H
Kiiersetin-4'-O-glukozit OH H OH O-glc
Kamferol OH H H OH
Kiiersetin OH H OH OH

Basit fenoller ve fenolik bilesikler, tek bir fenolik halka igeren biyoaktif bilesikler olup

sinnamik ve kafeik asitler bu gruptandir. Katekol ve piragallol ise hidroksillenmis fenollerdir.

Tablo 3’de bu calismada analiz edilen fenolik asitlerin formiilleri verilmektedir.
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Tablo 3. HPLC analizlerinde kullanilan fenolik asitler ve formulleri

Fenolik Asidin ismi  Formiilii Fenolik Asidin ismi Formiilii
HO___O
O~__OH
=
Gallik asit p-Kumarik asit
HO OH
OH
OH
O~__OH
Os__OH
=
Protokatesik asit Ferulik asit
OH
OH OMe
OH
O.__OH HO. O
p-Hidroksibenzoik o =
) 0-Kumarik asit
asit OH
OH
Os__OH O~__OH
_
Vanillik asit trans-Sinnamik asit
OMe
OH
Q O~__OH
VY CH
. O OL/I:[
=
Klorojenik asit M| Kafeik asit
oH H
H OH
OH
@) O]
(@) OH \/\CH3
Siringik Asit Propil Paraben
MeO OMe
OH
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1.11. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografik yontemler, sabit faz ve hareketli faz arasinda olan kiitle aktarimin1 igeren
ayirma teknikleri olarak tanimlanabilir. Bu yontemlerden biri olan sivi kromatografisi, 1900’1lu
yillarin baglarinda bulunmus ve 1960’11 yillardan itibaren sivi kromatografisinin gelistirilmesi
icin genis capta arastirmalar yapilmaktadir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) siv1 fazda ¢ozilinebilen bir kimyasalin kolay ve
hizli bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi oldukc¢a duyarli bir yontemdir. Uygun ¢d6ziicii
kullanilarak ¢oziilen 6rnek karigimi (analitler), yiiksek basing altinda kromatografik kolondan
gecirilir ve burada bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin birbirinden ayrilmasi ve bunun derecesi
(resolution parameter), analitler ile sabit faz arasindaki etkilesime baglidir ve 6nemlidir. Sabit
faz, kolon igerisindeki hareketsiz dolgu materyali olarak tanimlanir. Analitler ile sabit ve
hareketli fazlar arasinda istenilen etkilesim hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiciilerin ve sabit

fazin degistirilmesi ile elde edilebilir (Tomruk, 2005),

1.11.1. HPLC Sistemleri

HPLC sistemi, Sekil 2’de de goriildiigii gibi pompa, enjektor, kolon, dedektor ve bilgisayar
birimlerinden olugmaktadir. Kromatografik analiz siireci, ¢oziiclide ¢6ziinmiis 6rnegin sisteme
enjekte edilmesi ile baslar. Bu sistemin kalbi, ayirmanin gerceklestigi kolondur. Hareketli faz
ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon iginde bilesenlerine ayrilmaya baslar. Her
bilesenin génderdigi sinyaller dedektor tarafindan kaydedilir. Dedektor tarafindan kaydedilen

ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamami kromatogram olarak adlandirilir.
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Mobl Faz Mobi faz
A B

Sekil 2. Bir HPLC cihazinin sematik gosterimi

1.11.2. Hareketli Faz

HPLC uygulamalarinda hareketli faz (eluent) tiirii ve bilesimi kromatografik performansi
etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde bir¢ok hareketli faz kullanilmasina ragmen,
bunlarin bazi ortak 6zellikleri sunlardir:

e Yiiksek derecede saflik

e Dedektor ile uyumluluk

e Diisiik viskozite

e Ornegi ¢ozebilme

e Kimyasal acidan inert olmasi

e Uygun fiyat

Her bir HPLC tiiriinde kullanilan hareketli fazlar birbirinden farklidir. Normal-faz sivi
kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karigimi gibi polar
coziiciller hareketli faz olarak kullanilir. Biiyiiklikge ayirma kromatografisinde (Size-
exclusion Chromatography, SEC) ise kullanilan ¢6ziicii polimer 6rnegini ¢ozebilmeli ama

dolgu materyali ile kimyasal etkilesime girmemelidir. Dogru molekiil agirlig: tayininde bu ¢ok

onemlidir (Tomruk, 2005).
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1.11.3. Sabit Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, yiizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir ve
adsorbent ¢esidine ve Ozelliklerine baglidir. Modern HPLC adsorbentleri genis ylizey alanina
sahip, kiiclik, rijit yapidaki partikiillerdir. Temel adsorbent ozellikleri sunlardir 3—10 pm
partikiil boyutu

% Olabildigince esboyutlu, ortalamanin + % 10’una denk gelecek partikiil boy dagilimi
% 70-300 A gozenek boyutu
% 50-250 m%/g yiizey alam

Yiizeye tutturulan ligand tiirline baglh olarak, adsorbent normal faz (-OH, -NH;) veya
ters faz (C8, C18, fenil) hatta anyon (NH4) ya da katyon (-COO-) degistirici yapida olabilir
(Tomruk, 2005).

1.11.4. Pompa

Kolon dolgu materyali olarak iiretilen partikiillerin kolon igerisine doldurulmasi islemi
ve uygun coziiciide ¢oziinen ornegin bu sabit faz ve hareketli faz yatagiyla etkilesmesi i¢in
yiiksek basingli pompalara ihtiyag vardir. Kullanilan partikiillerin boyutu kiigiildiikce
uygulanan basincin da arttirilmasi gerekmektedir. Ancak kiigiik partikiiller yiliksek ¢oziiniirliik,
hizli analiz ve yiiksek drnek yiikleme kapasitesi gibi bir takim avantajlara da sahiptir. Kararl
akis hiz1 pompalarda aranan bir 6zelliktir. Modern pompalar asagidaki 6zelliklere sahiptir:

e (0.01-10 ml/dk arasinda akis hizi
e 9% 1°den fazla sapmayan akis hiz1 kararliligi. Bu akis hiz1 kararlilig1 biiytiklikce
ayirma kromatografisinde % 0,2’den az olmalidir.

e 5000 psi’ya kadar ¢ikabilen maksimum basing degeri
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1.11.5. Kolon

Tipik HPLC kolonlar1 10, 15, 25 ¢m uzunlugunda, kii¢iik boyutlu partikiil igeren (3, 5
veya 10 um) ve i¢ ¢ap1 4, 4.6 ya da 7.8 mm olan yiiksek basinca dayanikli ¢elik kolonlardir.
Bu boyutlar 6rnek kapasitesi, hareketli faz tiiketimi, hiz ve ayiricilik acisindan yiiksek
performans saglayan degerlerdir. Kolonun kiiciik ¢aptaki partikiillerle doldurulmasi ve verimli
bir sekilde ¢alistirilmasi deneyim, beceri ve 6zel cihazlar gerektiren bir ¢alismadir. Bu yiizden

¢ogu HPLC kullanicisina hazir doldurulmus kolonlar1 kullanmalari 6nerilir (Tomruk, 2005).

1.11.6. Dedektor

Giliniimiizde kromatografik sistemlerde yaygin olarak kullanilan dedektdr tipi optik
dedektorlerdir. Ornek bilesenleri dedektorden gegerken, UV absorpsiyonundan, floresans
emisyonundan ya da kirilma indisindeki degisimden dolay1 151k siddetindeki degisim belirlenir
ve kaydedilir. Belirlenen bu degisimler (kromatogramlar) {lizerinden alikonma sureleri, pik
alanlar1 gibi degerler tayin edilerek, kolon performans parametreleri hesaplanir.

S1v1 kromatografisinde en ¢ok kullanilan dedektor tipi UV absorpsiyon dedektdrleridir.
Bu dedektorler ile 190 nm’den 460—600 nm’ye kadar olan dalga boylarinda 6rnegin analizinin
yapilmasi miimkiin olmaktadir. Kullanilan diger dedektor tiirleri iginde kirilma indisi
(refractive index, RI), floresans (FL), elektrokimyasal (EC) ve kiitle spektrometrik (mass-
spectrometric, MS) dedektorler bulunmaktadir. RI dedektorleri yaygin olarak kullanilan ancak
az hassasiyete sahip dedektorlerdir. FL ve EC, RI’ ya gore daha hassas, ancak daha secici
dedektorlerdir. MS dedektorleri ise ¢ok hassas, giiclii ancak pahali ve karmagik sistemlerdir.

Ideal bir dedektdr su dzelliklere sahip olmalidir:

e Yiiksek duyarlilik

e Hizli tepki

e Diisiik sinyal giiriiltiisii

¢ Minimum pik yayilmasi

e Ayrilan bantlarin tekrar karigmasini engelleyen hiicre yapisi

e Calisma kolaylig1 ve genisligi
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1.11.7. Sinyal Giiriiltiisii ve Sapma

Sinyal giirtiltiisii, elektrik sinyalindeki diizensizlik, dedektor lambasindaki kararsizlik ve
sicakliktaki degisimlerden dolayi, izlenen kromatogramin temel ¢izgisinde kisa zamanl kiiciik
piklerin olusmasidir. Bu pikler 6zellikle eser miktar analizi yapiliyorsa drnegin verdigi pikler
ile karigtirllmamalidir. Dedektor sinyalindeki diizensizlik de ayni zamanda temel c¢izgide
sapmaya neden olur. Bu nedenle hareketli faz, dedektdr yukaridaki etkilerden kaynaklanan
sinyalleri vermeyene kadar kolondan gecirilmeye devam edilir. Diger bir degisle analizde
kullanilacak hareketli faz, kolondan gegirilerek temel ¢izginin oturtulmasi saglanir. Bylece

analiz sirasinda yalnizca 6rnekten kaynaklanan sinyaller bilgisayara iletilir (Tomruk, 2005).

1.11.8. HPLC Tiirleri

Sivi kromatografisini siniflandirmanin bir¢ok yolu vardir. Eger bu siiflandirma sabit

fazin yapisina ve ayirma prosesine gore yapilirsa, HPLC dort farkl: tiirde incelenebilir.
e Normal Faz Kromatografisi (Normal Phase Chromatography, NPC):

Bu tiirde sabit faz oldukga polar yapida (6rnegin silika jel), hareketli faz ise n-hekzan ya
da tetrahidrofuran gibi apolar yapidadir. Burada polar olan kolon dolgu materyali ile etkilesen
polar orneklerin alikonma siireleri daha az polar olan O6rneklere oranla daha fazladir. Bu
nedenle 6rnek bilesenlerinden daha polar olanlar, kolondan daha ge¢ ¢ikarlar ve ayirma
gergeklesir.

e Ters Faz Kromatografisi (Reversed Phase Chromatography, RPC):

Normal faz kromatografisinin tam tersidir. Sabit faz apolar (hidrofobik), hareketli faz ise
su ve asetonitril karistmi gibi polar yapidadir. Burada apolar yapidaki ornek bilesenleri
kolonda daha uzun kalirlar.

e Biiyiikliikce Ayirma Kromatografisi (Size Exclusion Chromatography, SEC):

Kolon, gozenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen partikiiller ile doldurulur. Kolona

enjekte edilen Ornek igerisindeki bilesenler molekiil biiyiikliiklerine gore kolondan filtre

edilirler. Biiyiik molekiiller hizli bir sekilde kolondan ayrilirken, daha kii¢iik molekiiller
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partikiillerin gozeneklerine dogru difiizlenerek kolondan daha ge¢ ¢ikarlar. Bu yonteme jel
gecirgenlik Kromatografisi (Gel Permeation Chromatography, GPC) de denir.
e lIyon Degisim kromatografisi (Ion Exchange Chromatography, IEC):

Sabit faz, 6rnek bilesenleri iizerinde yer alan iyonik yapinin tersi seklinde yiiklenmistir.
Bu sayede iyonik yapida olan veya iyonlasabilen oOrneklerin analizi ve ayrilmasi
yapilmaktadir. Sabit faz ile daha giiclii etkilesime giren bilesen kolondan daha geg¢ ¢ikar.
Etkilesim diistiikce alikonma siiresi azalir. Mobil faz sulu tampon ¢ozeltileridir. pH ve iyonik
siddet alikonma siirelerinin kontroliinde kullanilir. HPLC’de kullanilan hareketli fazin
polaritesi ayirma isleminde 6nemli rol oynar.

Iki farkli elusyon tipi vardir:

o [zokratik Elusyon: Kolona sabit bilesimdeki hareketli faz pompalanir. Hareketli
fazin polaritesi sabit oldugu i¢in kolona ¢ok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan atmak
zorlasir ve elusyon siiresi uzar. Maddelerin molekiil biiyiikliigiine gore tayini de bu elusyon
tiirdi ile gerceklesir.

. Gradient Elusyonu: Hareketli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degisir.
Analiz orneginin kolon dolgu materyali yiizeyine afinitesi dnemlidir. Ortamdaki eluentin
polaritesi zamanla degistirilerek orneklerin partikiil yiizeyine afinitesi degistirilir ve ayirma

saglanir (Tomruk, 2005).

1.11.9. HPLC Kullanim Alanlari

Giliniimiizde yiiksek performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Baglica kullanim
amaglar1 kimyasal ayirma, saflagtirma, tanimlama ve derisim tayinidir.

Kimyasal Ayirma: HPLC’de kimyasal ayirma islemi, her maddenin belli bir sabit faz ve
mobil faz bilesiminde farkli ¢ikis siiresinin olmasindan yararlanilarak yapilmaktadir. Yapilan
kimyasal ayirmanin derecesi cogunlukla sabit faz ve mobil faz se¢imine baglhdir.

Saflagtirma: Saflastirma hedeflenen bir maddenin diger maddelerden ya da atiklardan
ayrilmasi islemidir. Her maddenin belli kromatografik kosullar altinda karakteristik bir piki

bulunur. Ayrilmasi istenen maddeye gore ve diger maddelerle olan iliskisine gore kosullar
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belirlenir. Kromatografik saflastirma isleminde, istenilen madde kolon ¢ikisinda toplanarak
diger fraksiyonlardan izole edilir, bu ise ancak dogru bir mobil faz se¢imiyle miimkiindiir.
Istenilen maddenin kolondan ¢ikis siiresi herhangi bir safsizlik veya istenmeyen bir maddenin
karigmasin1 engelleyecek kadar kisa olmasi gereklidir.

Tanimlama: Bir maddenin HPLC ile tanimlanmasi HPLC analizlerinin 6nemli bir
parcasini olusturur. HPLC’de madde tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik alikonma siiresinin
standarda ait alikonma siiresiyle ¢akistirilmasi ile yapilabilir. Herhangi bir maddenin HPLC ile
tanimlanabilmesi i¢in Oncelikle dedektoriin dogru secilmesi gerekir. Dedektor secildikten ve
optimum kosullarda ayarlandiktan sonra bir ayirma analizi yapilmalidir. Tanimlanmaya
calisilan maddenin se¢ilen dedektor ve analiz kosullarinda kabul edilebilir bir ¢ikis siiresi ve
belirgin bir piki olmalidir. Cikis siiresini kisaltmak i¢in baz1 ayarlamalar yapilabilir.

Bunlardan ilki kolon se¢imi, digeri mobil faz se¢imi ve son olarak da akis hiz1 se¢imidir.
Kesin bir tanimlama i¢in bilinen bir 6rnegin kullanilmasi gerekir. Giivenilir bir tanimlama igin
birden ¢cok metot kullanilmalidir.

Derigsim Tayini: HPLC’de tanimli bir maddenin, bir sivi ¢dzeltisinde derisimi tayin
edilebilir. Bu islem istenilen maddenin degisik konsantrasyonlarda HPLC’ye enjekte edilmesi
islemini igerir. Bilinen konsantrasyonlar bir seri pik verir. Bu piklerin altinda kalan alanlar
hesaplanarak derisime kars1 grafige gecirilir ve kalibrasyon grafigi cizilir. Bilinmeyen

derisime ait pik alan1 saptanarak kalibrasyon egrisi araciligtyla bilinmeyen derisim bulunur.

1.11.10. Alilkonma Parametreleri

Kromatografik alikonmay1 6grenmenin en kolay yolu, 6rnegin kolona enjekte edildigi
noktadan kolon boyunca ilerleyen bilesigin dedektérde verdigi maksimum cevap arasindaki
zamani 6lgmektir. Bu zamana alikonma zamani (retention time, tR) denir. Alikonma zamani
hareketli faz akis hizi ile ters orantilidir. Diger bir parametre alikonma hacmidir (VR).
Alikonma hacmi, bir bilesenin kolondan ¢ikmasi i¢in gerekli olan eluent miktaridir. Alikonma
siiresi ve hareketli faz akis hizinin ¢arpimina esittir. Akiskanin hizina bagh degildir, ancak

partikiillerin geometrik sekli yani gozenek biiyiikliigiine baglidir (Tomruk, 2005).
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1.11.11. Bant Genisligi

Bir kromatografik analiz sirasinda O6rnegin sisteme enjekte edilmesinden sonra kolon
icindeki akigkanin hareketi sirasinda kromatografik piklerin araligi genisler. Daha biiyiik
kolon bant genisligi, belli bir zaman araliginda daha az miktarda bilesenin ayrigmasi anlamina
gelir. Bagka bir deyisle piklerin keskinligi kolon veriminin ne kadar iyi oldugunu gosterir.
Kolonda bant genislemesi ii¢ ana sebepten kaynaklanir.

1. Kolon iginde ilerleyen bir bilesene ait molekiil veya iyonlarin farkli yollar izlemesi: Bu
parametre hareketli fazin akis hizindan bagimsizdir. Kolon dolgu maddesinin ¢ok kiigiik
tanecikli olarak alinmasi bu parametrenin etkisini azaltabilir.

2. Fazlar arasindaki kiitle transferi etkisi: Bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz arasinda
dagilma dengesine ulagmasi icin belirli bir siireye ihtiya¢ vardir. Eger akis hiz1 yiiksekse ve
ornegin kolona gii¢lii bir afinitesi varsa, hareketli fazdaki 6rnek sabit fazdaki 6rnegin Oniine
gececektir. Bu da dengenin tam olarak kurulamamasina yani bant genislemesine neden
olacaktir. Hareketli faz viskozitesi diisiirmek ve kolon sicakligini arttirmak bu terimin etkisini
azaltabilir.

3. Kolonda bilesenlerin yiiksek derisimli bolgelerden diisiik derisimli bolgelere dogru
difiizyonla dagilmasi: Ornek konsantrasyonu kolon kenarlarinda kolon merkezinde
oldugundan daha diisiiktiir. Ornek kolon merkezinden disariya dogru difiizlenir. Bu etki diisiik
akis hizlarinda daha da 6nem kazanir. Ayrica bu parametre bilesenlerin hareketli faz icindeki
difiizyon katsayilarinin degerleri ile dogru orantili olarak artar. Hareketli fazin akis hizini
diistirmek ornegin kolonda daha az zaman harcamasina neden olur bu da diflizyonunun

artmas1 demektir. Ayrica sicakligin diistiriilmesi de bu etkiyi azaltic1 yonde etki yapar.



2. MATERYAL VE METODLAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup, gallik asit (GA), protokatesinik asit
(protoCA), p-hidroksi benzoik asit (p-hydBA), vanillik asit (VA), kaffeik asit (CA),
klorogenik asit (ChA), siringik asit (SA), p-kumarik asit (p-COU), ferulik asit (FA), 0-kumarik
asit(0-COU), trans-sinnamik asit (trans-CIN), propylparaben i¢ standart (IS), metanol, asetik
asit, formik asit, hegzan, neokuproine Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Germany) ve Merck
(Darmstadt, Germany) firmalarindan temin edilmistir. Butillenmis hidroksi toluen (BHT) ve
Trolox® (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik asit) Applichem (Darmstadt,
Germany) firmasindan, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Folin-Ciocalteu’s phenol
reaktifi ve 2,4,6-tri (2-pridil)-S-triazin (TPTZ) Fluka Chemie GmbH (Switzerland) dan
Sodium asetate, ferrik kloriir, glasial asetik asit Merck (Darmstadt, Germany). Amberlite
XAD-2 recine (Bellefonte, PA, USA)’dan satin alinmistir.

HPLC analizlerinde 600 E HPLC pompasi, 717 plus otosampler ve 996 photodiode array
dedektorle (PAD) iceren bir HPLC sistemi ile Millennium 32 veri islemcisi (Waters Corp.
Massachusetts, USA) kullanildi. HPLC analizleri Eskisehir Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesinde yapilmustir.

2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kestane bal ve propolis 6rnekleri Mayis 2007 de Zonguldak bolgesi bal tireticisinden
temin edilmistir. Numune toplamak i¢in daha once isbirligi i¢inde oldugumuz ve Zonguldak
[li An Yetistiricileri Birligi bagkani Saym Selahattin GUNEY tarafindan temin edilmistir.
Propolis ornekleri kovanlarin iki ayri1 yerinden toplandi. Birinci propolis numunesi 3—4
kovandan ve kovanin girig kismina ait olup digeri ise kovanlarin i¢ kisimlarindan kazinarak

elde edildi. Kovan girisine ait olan propolis (Prl) ve kovan i¢inden kazinarak elde edilen
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propolis ise (Pr2) olarak adlandirildi. Bal 6rnekleri ise {i¢ ayr1 kovandan elde edildi ve H1, H2

ve H3 olarak kodlandilar. Numuneler analiz edilene kadar buzdolabinda muhafaza edildi.

2.3. HPLC Analizleri

2.3.1. HPLC Analizleri i¢cin Orneklerin Hazirlanmasi

Bal orneklerinden flavonoid ekstraksiyonu daha onceden uygulanmis metotlara gore
yapildi (Martos ve ark, 1997; Martos ve ark, 2000). Bal 6rnekleri (her birinden 100 g) 5
kerede pH 2.0 olan 500 ml su ile tamamen ¢6ziinene kadar karistirildi. Kat1 partikiillerin
uzaklastirilmasi i¢in siiziildii. Siizlintiiye 150 g Amberlit XAD-2 recinesi eklendi ve 10 dakika
karistirildi. Bu esnada fenolik bilesiklerin % 80 ‘i Amberlit tarafindan emildi. Amberlit cam
kolona yerlestirildi (42x3.2 cm) ve once 100 ml su (pH 2.0) ile yikandi ve 400 ml su ile
durulandi. Boylece biitlin sekerler ve polar bilesenler uzaklastirildi. Kolonda tutulan Fenolik
bilesikler 400 ml metanolle yikanarak kolondan alindi. Metanol evaporatérde 40°C’de
kuruluga kadar uguruldu. Kalint1 5 ml distile su ile ¢ozildii ve 3 defa 5 ml dietileterle
ekstraksiyon yapildi. Birlestirilen dietileter ¢ozeltileri azot atmosferinde kuruluga kadar
ucuruldu. Kalint1 0.5 ml HPLC grade metonelde ¢oziildii ve 0.45 pm’lik filtreden siiziilerek
HPLC’de analiz edildi.

Propolis numuneleri ise etanolik ve metanolik olmak iizere iki ayr1 ¢oziicii ile ektrakte
edildi ve rotary evaparatorii ile ¢oziicii ugurularak elde edilen ekstraktlar HPLC ile fenolik

asit analizi i¢in sakland.

2.3.2. HPLC ile Fenolik Asitlerin Analizi

HPLC analizlerinde Oztiirk vd., (2007)’nin metodu modifiye edilerek kullanildi.
Hareketli faz olarak su: formik asit: metanol karistmi kullanildi ve analizler ikili ¢oziict
sistemiyle gradient program uygulanarak gerceklestirildi. Kullanilan hareketli faz igerikleri

sOyledir: A; metanol: su: formik asit (10:88:2 v/v), B; metanol: su: formik asit (90:8:2 v/v).
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Ayirmalar bir ters faz kolonu olan C18 (LiChoCART RP-18, 10 cm x 4.6 mm ig¢ ¢ap, 3
pum partikiil biiyiikliigii) kolonu ile yapildi. Akis hizt 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 10 pL
olarak kullanildi. Standart fenolik asitler metanol: su (50: 50 v/v) ¢oziicii karisiminda
hazirlandi. Analizlerde tekrar edilebilirligi artirmak amaciyla i¢ standart (IS) teknigi kullanildi

ve kullanilan i¢ standart propil Paraben kullanildi. Sinyaller 280 nm’de izlendi.

2.4. Antioksidan Testler

2.4.1. Toplam Polifenol Tayini

Toplam fenolik madde tayini suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢ozlinmiis olan fenolik
bilesiklerin folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Olusan kompleks 760 nm absorbans verir. Standart garfigin hazirlnamasinda bir fenolik
madde olan gallik asit standardi kullanildi (Slinkard vd., 1977). Gallik asitin farkli
konsantrasyonlart (0.0195-0.625 mg/mL) hazirlandi. 760 nm'deki absorbans degerleri y-
ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde gdsterilerek bir standart calisma grafigi
hazirlandi. Elde edilen standart calisma grafiginde absorbans (Sekil 3) konsantrasyonla dogru
orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = 0.3902x - 0.0036 olarak tespit edildi Standart
grafige gore bal ve propolis ekstraktlarindaki toplam fenolik madde mg polifenol/g bal
(propolis) olarak hesaplandi.

Hazirlanan metanolik ve sulu bal ve etanolik propolis ekstraktlarinda gerekli olan
seyreltme islemleri yapildiktan sonra hazirlanan standart ¢alisma grafigi kullanilarak 1 g bal
veya propolisin i¢erdigi mg cinsinden polifenol miktari, 760 nm'de dlglilen absorbans degerleri

kullanilarak belirlendi.

(Cozlinmiis olan fenolik bilesikler folin reaktifi ile alkali ortamda mor menekse kompleks

olusturur ve bu renkli kompleks 760 nm absorbans verir. Standart fenolik bilesik olarak gallik
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asit kullanildi. Standart grafige gore bal ve propolis ekstraktlarindaki toplam fenolik madde
mg polifenol/g bal (propolis) olarak hesaplandi (Slinkard, 1977).

1,2 -
1,

0,8 -

0,6 y=10,3902x - 0,0036

0,4

Absorbans (760 nm)

0,2

0
0 0,5 1 1.5 2 2,5 3

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3. Toplam fenolik madde tayini igin gallik asit standard1 kullanilarak hazirlanan
Standart ¢alisma grafigi

2.4.2 DPPH Tayini

DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik olarak iiretilen ticari bir radikaldir.
Deneylerde (Yu vd., 2002) tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanildi. 750 pL
degisen konsantrasyonlardaki ekstraktlar ve 750 uL 50 uM etanolik DPPH ¢ozeltisine eklendi
ve 517 nm’de absorbans Ol¢iildii. Sonuglar karsilastirmak amaciyla sentetik antioksidanlar
olarak BHT ve Troloks® dogal antioksidan olarak ise katesin ve kuersetin kullanildi. 517
nm’deki absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gegirilir ve % 50 DPPH miktarin1 scavenge
(temizleyen) eden madde miktar1 (SC50) belirlendi. SC50 degeri ne kadar diisiik ise DPPH

temizleme degeri o kadar yiiksektir.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4HR72NX-5&_user=736460&_coverDate=12%2F31%2F2007&_alid=484628493&_rdoc=2&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5037&_sort=d&_st=4&_docanchor=&_acct=C000040818&_version=1&_urlVersion=0&_userid=736460&md5=768d805a9b4618d7a5b9aad7da3fdcbf#bib38#bib38
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2.4.3. Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Tayini

Metodun prensibi  ferrik  2,4,6-tripyridyl-s-triazin  kompleksinin  (Fe™-TPTZ)
antioksidanlarin varliginda renkli (mavi) ferrous formuna (Fe-TPTZ) indirgenmesi (Sekil 4)
esasina dayanir (Benzie ve Strain, 1999). Bu renkli kompleks 593 mn’de maksimum

absorbans verir.
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Fe''-TPTZ + indirgen antioksidan ——— Fe''-TPTZ

Sekil 4. Demir (II)’iin indirgenme reaksiyonu

Kalibrasyon igin Troloks®’un degisen konsantrasyonlar1 (100—1000 pM) kullanilir. Bu
amagla 3 mL FRAP reaktifi [300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCls
(10: 1: 1)] ile 100 pL. numune karistirilir ve 4 dakika sonra 593 nm’de absorbans okundu.

Sonuglar (numunelerin FRAP degerleri) ayni sartlarda test edilmis standart Troloks®’la
karsilastirmali olarak bulunur. Sonuglar 1000 uM Troloks® esdegeri antioksidan gii¢ olarak
ifade edildi (TEAP).

FRAP degeri : AA593 nm test numunesi/A593 nm standart x Standardin FRAP degeri (1000
nM)
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2.4.4. Bakir(II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Metod; bakir(IT)-neokuproin kompleksinin ortama antioksidan c¢ozeltisi ilave edilmesi
sonucunda bakir(I)-neokuproin’e indirgenmesi esasina dayanir ve sonuglar i¢inde antioksidan
bulunmayan referansa kars1 450 nm’de absorbans degerlerinin 6l¢iilmesiyle elde edilir (Apak
vd., 2004). Elde edilen test sonuclart Troloks® esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)

cinsinden verilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. HPLC ile Fenolik Asit Analizleri

HPLC analizinde ayirmalar bir ters faz kolonu olan LiChoCART RP-18 ile yapildi.
Sekil 5 de fenolik asit standartlarinin HPLC ile optimizasyonu gosterilmektedir. HPLC’ ye
enjekte edilen 6rnek ekstraktlar1 icin 280 nm kromatogramlar incelendi. Cogu fenolik asitler
bu dalga boyunda maksimum UV absorbans yaparlar (Oztiirk, 2007). Fenolik asitlerin
taninmasi1 ve miktarinin belirlenmesi i¢in UV spektrumlar1 ve alikonma zamanlari standartlarla
karsilastirildi. HPLC de i¢ standart olarak propilparaben eklenerek yapilan ¢aligmada 11 adet
fenolik asit standardi kullanildi. Kestane bal ve propolisinde fenolik asit dagilim1 Tablo 4’de
verilmektedir. Kovanlarin iki farkli boliimiinden alinan propolis 6rneklerinden metanolik ve
etanolik olmak iizere iki ayr ekstrakt hazirlanarak HPLC ile fenolik asit bilesimine bakildi.
Fenolik asit dagilimlar1 her iki ekstraktta da gallik asit, protokatesik asit, p-hidroksibenzoik
asit, klorojenik asit ve vanillik asit yoniinden fakir fakat kafeik, siringik, ferulik, o-kumarik, p-
kumarik ve trans-sinnamik asit yoOniinden zengin oldugu bulundu. Etanolik propolis
numunelerinin fenolik asit igeriklerinin metanolik ekstraktlara gore daha yiiksek oldugu
bulundu. Ayni1 ydreye ait li¢ ayri kestane bal numunelerin sulu ekstraklarinin fenolik asit
iceriklerinin hemen hemen ayni tiirden oldugu fakat bilesimleri arasindaki dagilimin farkli

oldugu bulundu.
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Sekil 5. Bazi fenolik asitlerin optimum HPLC sartlarinin belirlenmesi. 1: Gallik asit 2:
protokatekuik asit, 3: p-hidroksi benzoik asit, 4: klorojenik asit, 5: vanillik asit, 6:
kafeik asit, 7: siringik asit, 8:ferulik asit, 9: o-kumaric asit, 10: p-kumarik asit,
11: trans-sinnamic asit, 11: 12: propilparaben (i¢ standart)

Ikincil metabolit iiriin olarak bilinen fenolik asitler bitkilerin savunmasinda énemli role
sahip olup bitkilerin renk, koku ve tadindan sorumlu molekiillerdir. Yapilan g¢alismalarda
fenolik asit igerigi yiiksek olan ekstraktlarin yiiksek antioksidan, antibakteriyal, anti-
inflematuar, antitumoral, antiviral 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir (Chitindingu, 2006;
Kumazawa, 2004; Ahn, 2007; Marguele, 2006). Yapilan calisma sonucu kestane bal ve
propolis ekstraktlarinin fenolik asit bilesimi bakimindan zengin oldugu bulundu fakat etanolik
propolis ekstraktlar1 ile kovan girislerinde toplanan propolislerin fenolik asit bakimindan daha

zengin oldugu tespit edildi.
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Tablo 4. Kestane bal ve propolislerindeki fenolik asit dagilimlar

Fenolik asit H1 H2 H3 PriM Pr2M Prl1E Pr2E
pg/gbal  pg/gbal pg/gbal  (Kovan (Kovan (Kovan (Kovan
onii) i¢i) onii) i¢i)
ng/'g ng/'g ng/'g ng/'g
propolis  propolis  propolis  propolis
GA 124.74 932.88 129.78 - - - -
protoCA - - - - - - -
p-hydBA 1514.73 - 212743 - - - -
VA 2429.04 - 27375.60 - - - -
CA 11092.05 250.70 509.73 1828.70  413.84 423538  4564.27
ChA - 16424.28 23100.60 967.78 - 1601.19  1234.93
SA 758.5 285.13 409.10 - - - -
p-COU 1519.15 1021.68  3653.02  340.60 476.72 6381.46  4089.87
FA 222.58 - 924.72 15276.39 280.19 7025.50  1558.88
0-COU 261.28 747.28 113.41 2159.07  310.72 2957.60  2041.17
Tr-CIN - - 548.43 1234.73  362.18 2456.86 154295

3.2. Antioksidan Aktivite Tayinleri

Kestane bal ve propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu

reaktifi ve gallik asit standardina gore verdikleri reaksiyona gore tayin edildi. Elde edilen

sonuclar Tablo 5 de verilmektedir. Ballarin Fenolik asit miktar1 (2,57-2,79 mg/g numune)

arasinda ve propolis Orneklerinin ( 313—476 mg/g numune) olarak degisim gostermektedir.

Buna gore propolis orneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 yaklagik 100 kat yiiksek

oldugu bulundu. Ahh vd., (2007) ve Kumazawa vd., (2004) de yaptiklar1 ¢alismada etanolik

Avrupa ve Cin de iiretilen propolis ekstraklarinin yaklagik 200-300 mg/g numune olarak

belirlemisler. Bu deger bizim buldugumuz degerden daha diisiiktiir. Dolayisiyla kestane bal ve

propolisnin polifenol yoniinden diger bal ve propolislere gore ¢ok daha zengin oldugu

goriilmektedir. Nitekim kestane balinda yapilan bilimsel arastirmalarda polifenolik bilesiklerin
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diger ballardan daha yiiksek konsantrasyonda oldugu bildirilmektedir (Al-Mamary vd., 2002;
Aljadi vd., 2004; Kiigiik vd., 2007).

Bitkiler sinirsiz sayida bilesik sentezleme yetenegine sahiplerdir. Bu bilesiklerin bir
kismi, ozellikle fenolik bilesikler, bitkinin savunmasindan sorumlu olup, reaktif oksijen
tiirlerini (SOR) temizleme yetenegine sahiplerdir (Havsteen, 2002; Peterson ve Dwyer, 1998).
Dogal triinlerin toplam fenolik igerigi, 6rnegin bitkiler ve bal, polen, propolis, bir anlamda
bitkinin toplam antioksidan kapasitesini gostermektedir. Ciinkii bu molekiillerin, SOR scaveng
etme (sliplirme) yetenekleri yaninda, pek ¢ok antioksidan mekanizmay1 saglama (quenching,
chain-braking) yetenekleri oldugu artik aydinlatilmistir (Huang, 2002; Rice-Evans, 1997). Bal
ve propolisin antioksidan kapasitesinden sorumlu bilesiklerin basinda fenolik maddeler
gelmektedir. Dolayisiyla fenolik madde igerigi yiiksek dogal iirlinlerin antioksidan kapasiteleri
de yliksek oldugu yine yapilan pek ¢ok bilimsel ¢aligmada bildirilmektedir (Al-Mamary vd.,
2002; Kiiciik vd., 2007; Kolayli vd., 2008)

Tablo 5 de kestane bal ve propolis numunelerinin dort ayr1 yonteme gore c¢alisiimis
antioksidan kapasitelerini gosteren test sonuglari verilmektedir. Sulu bal ekstraktlarinda
toplam fenolik madde miktarlar1 yaklagik 2,27-2,81 mg/ g bal arasinda degisim gosterdigi ve
bu degerin metanolik bal ekstraktlar1 hemen hemen ayni degerlere sahip oldugu bulundu.
Etanolik propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde igeriklerinin ballara gére 100 kat fazla
bulundu. Ayrica fenolik madde miktarlar1 kovan girislerinden toplanan propolis
numunelerinde kovan i¢lerinden toplananlarda ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Toplam antioksidan kapasiteyi gosteren pek ¢ok metot bulunmaktadir. Demir indirgeme
antioksidan giicii (FRAP) cok calisilan ve kabul géren bir metot olarak bilinir (Huang, 2005)
ve Bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) son yillarda kullanilmaya
baslanilan Apak vd., (2004) tarafindan gelistirilen bir metodudur. Yapilan ¢aligmada toplam
antioksidan kapasiteyi belirlemek icin her iki metodu da kullanmamizin sebebi hem

birbirlerini desteklemeleri ve ¢alismalarin dogrulugundan emin olmaktir.
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Tablo 5. Kestane bal ve propolislerinin antioksidan aktiviteleri

FRAP Toplam Polifenol
Standart CUPRAC
1000uMTrolo m
Numune ads X eki,v\l/alent/ ot (1000 WM | mg oglifenol
&1 SCso mg/ml | Tyo]0x polifenol/g b
numune . /g
ekivalent /mg | bal )
propolis
numune
H1 (sulu) 94.27+£0.91 5.7+ 0,4 7.7+0,4 2.79+0.09 -
H2 (sulu) 104.42 £ 1,0 9.05+ 0,7 6.5+04 2.57+0.087 -
H3 (sulu) 63.81+0,6 9.97+0,7 12.3+0.11 2.27+0.07 -
H1(MeOH) 85.57+0,8 8.99+ 0,5 12.7£ 1,3 2.81+0.039 -
H2(MeOH) 79.77 £ 0,8 10.15+1,0 10.3+1,3 2.56+0.08 -
H3(MeOH) 75,41 0,73 10,6 0,0129 £0,001 | 2,4+0,13 -
PRI(EtOH) | 32776+3,2 | 0.035£0.002 | 692 = 108 - 31349,5
(Kovan i¢i)
PR2(EtOH) | 659.88+6,4 | 0.015£0.001 | 1410+ 120 - 476+4,8
(Kovan girisi)
0.0026+0.00
Katesin - | 1998 =110 - -
0.0015+0.00
BHT - . 1476 + 95 - -

H1: Kestane ball, H2: kestane bal2, H3: Kestane bal3, Pr1:Kestane propolisl, PR2: Kestane
propolis2 MeOH: Metanolik ekstrakt, TEOH: etanolik ekstrakt

Her iki yontemde de yiiksek FRAP veya CUPRAC degerleri (1000 mM Troloks esdegeri
olarak) yiiksek antioksidan kapasiteyi goOstermektedir. Her iki metoda gore calisilan
numunelerde elde edilen sonuglar arasinda paralellik bulundu (Tablo 5). CUPRAC metoduna
gore c¢aligilan testlerde propolis numunelerinin ballardan yaklasik yiiz kat yiliksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu gozlendi. Ayrica kovan girisinden toplanma propolis numunelerinin
kovan i¢indeki numunelere gore yaklasik iki kat yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulundu.

DPPH radikali temizleme testi, cesitli dogal fiiriinlerin serbest radikal temizleme

yeteneginin Olgiilmesinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir metottur (Ahn vd., 2007).
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DPPH stabil ve ticari olarak satin alinan bir radikal olup bir elektron veya hidrojen aldiginda
(DPPH*) 517 nm de absorbans verir (Huang vd., 2005). DPPH* radikalinin % 50 sini
olusumunu engelleyen madde miktar1 SCsy olarak tanimlanir ve dogal {iriiniin (bal, propolis)
SCsp miktar1 arasinda ters iliski vardir. Metanolik ve sulu bal numuneleri arasinda DPPH
radikal temizleme yoniinden anlamli bir faklilik bulunmamigken, propolis numunelerin radikal
temizleme yetenegi 100—1000 kat yiiksek bulundu. Ayrica kovan girisinden alinan propolisin
DPPH temizleme yoniinden diger propolisten daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu da bulundu.
Bunun sebebi de yine kovan girisinde ki propolis drneginin yiiksek fenolik madde igerigine
sahip olmasindan ileri gelmektedir. Aricilik yoniinden bakildigin da ise kovan giriginde
bulunan propolisin kovanin sterilizasyonu vs gibi kovanin savunmasindan sorumlu olugu i¢in
bunun da yiiksek fenolik madde konsantrasyonuna sahip olarak gerceklestirdigidir. Kovan
aralarindan kazinan propolis ise daha ¢ok kovanin sicakligim1 ayarlamada etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Propolis orneklerinin DPPH radikal temizleme aktivitesinin ¢ok yiiksek
olmasmin sebebi, propolis Orneklerindeki toplam fenolik madde miktarinin ¢ok yiiksek
olmasindan ileri gelmektedir. Nitekim yapilan pek ¢ok calismada DPPH temizleme yetenegi
ile fenolik madde miktar1 arasinda pozitif iliski oldugu bildirilmektedir (Huang vd, 2005;
Giilgin vd., 2003; Chen vd.. 2000; Frankel vd. 1998).



4. SONUC

Kestane bal propolisinin toplam fenolik madde yoniinden zengin oldugu fakat etanolik
propolis ekstraktlarinin baldan yaklasik 100 kat yiiksek fenolik madde i¢erdigi bulundu.

Kestane bal ve propolisinin ferulik, klorojenik ve kumarik asitlerce zengin oldugu, fakat
kestane balinin gallik, protokatesinik asit, p-hidroksibenzoik ve vanilik asit bakimindan daha
zengin oldugu belirlendi.

Kovanlarin iki farkli yerinden toplanan propolis orneklerinin toplam fenolik madde
yoniinden aralarinda yaklasik iki kat fark oldugu ve kovan girisinden toplanan propolisin
toplam fenolik madde yoniinden daha zengin oldugu tespit edildi.

Kestane bal ve propolisinin toplam antioksidan kapasiteleri ve serbest radikal temizleme
aktivitelerinin toplam fenolik madde miktarlarina paralel olarak degisim gosterdigi, propolis
ekstraktlarmin bal ekstraktlarindan yaklasik 100 kat daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
bulundu.

Toplam antioksidan kapasitenin ol¢lilmesinde kullanilan iki ayri demir (II) ve bakir(I)
indirgenme testlerinin birbirleriyle paralel oldugu ve kestane bal ve propolis numunelerinin
indirgen yapiya sahip oldugu, oksidan veya pro-oksidan etkiye sahip olmadig tespit edildi.

Etanolik propolis ekstraktlarinin, metanolik ekstraktlardan daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bulundu.

Kestane balinin ugucu yag bilesenlerinin asit hidrolizli ortamda elde edilen piklerinin ve
bilesik sayisinin daha fazla oldugu bulundu.

Sonug olarak, kestane bal ve propolisi biyoaktif bilesiklerce zengin birer dogal iirlin
olup, icerdikleri fitokimyasal bilesiklerin oksidatif strese yol agan radikallik ajanlarin
temizlenmesinde etkili oldugu ve bulunduklart gida maddesine indirgen Ozellik
kazandirdiklar ortaya ¢ikartildi. Bu nedenle de yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal etkiye
sahip, kanser, kardiovaskular bozukluklar gibi hastaliklardan korunmada etkili dogal {iriinler

oldugu bulundu.
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