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DOKTORA TEZi

BAZI ARI URUNLERININ (BAL, POLEN, PROPOLIS, ARI SUTU VE ARI
EKMEGI) LC-MS/MS iLE SEKONDER METABOLITLERININ VE BiYOLOJIiK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Ebubekir iZOL
Damisman: Prof. Dr. IThami GULCIN

Amag: Bu doktora tez ¢alismasinda Tiirkiye’nin yedi farkli bolgesinde bulunan Ankara,
Aydin, Artvin, Mersin, Yalova, Sanlwurfa, Erzurum ve Hakkari illerinden bal, polen,
propolis, ar1 siitii ve ar1 ekmegi temin edildi. Bu ar1 tirinlerinin sekonder metabolitleri ve
biyolojik aktiviteleri ile ballarin baz1 kimyasal ve kalite parametrelerinin belirlenmesi
amaclanmustir.

Yontem: Art iriinleri temin edildikten sonra uygun ekstraksiyon yontemleriyle
ekstraksiyonlar1 yapildi. Bu ekstraktlarin LC-MS/MS ile sekonder metabolit igerigi 53
farkli bilesen taranarak kantitatif olarak belirlendi. Antioksidan aktiviteleri belirlenirken
DPPH"*, ABTS"* ve DMPD"* radikali giderme, CUPRAC, FRAP, Fe®* indirgeme ve toplam
fenolik ve flavonoid miktar1 belirleme metotlar1 kullanildi. Enzim ¢alismalarinda karbonik
anhidraz 1 (hCA 1) ve karbonik anhidraz Il (hCA II) enzimleri insan eritrositlerinden
Sepharose-4-B-L-Tirozin Siilfanilamid afinite kromatografisi ile saflagtirildi. Arn
triinlerinin hCA I, hCA 1I, asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), a-
glikozidaz, a-amilaz enzimleri iizerinde inhibisyon etkisine bakildi. Ayrica bal 6rneklerinin
Tirk Gida Kodeksi Bal Tebliginde (TGKBT) yer alan naftalin, seker kompozisyonu
(glukoz, fruktoz, sakkaroz ve maltoz), hidroksimetilfurfural (HMF), prolin, diastaz, nem,
elektriksel iletkenlik, serbest asitlik ve pH analizleri yapildi.

Bulgular: Ar ornekleri arasinda propolis orneklerinin Kkantitatif olarak en yiiksek
konsantrasyonda fenolik bilesen igerdigi gozlendi. Ozellikle Sanlwurfa propolisinde
acacetin 74,577 (mg analit/g ekstre), Erzurum propolisinde ise chrysin 68,05 (mg analit/g
ekstre) en yiiksek olarak bulunmustur. 53 farkli sekonder metabolitten; toplamda
propolislerde 32, ar1 ekmeklerinde 26, polenlerde 25, ari siitlerinde 17 ve ballarda ise 41
bilesen tespit edilmistir. Antioksidan aktivitelerde propolislerin diger ar1 iirlinlerine gore
cok yiiksek aktivite gosterdigi, sadece DMPD®" yonteminde ari siitlerinin en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Genel olarak en diisiik antioksidan aktive gdsterenlerin
ise ballar oldugu goriildii. Toplam fenolik ve flavonoid miktar1 en yiiksek olan ar1 {iriini
ise Sanhwurfa propolisi (102,353 ug GAE/mg, 20,471 pg QE/mg) oldu. Enzim inhibisyon
sonuclarinda ise ar1 drlinlerinin enzimleri inhibe ettigi belirlendi. En fazla inhibisyon
potansiyeline sahip olan {rliniin ise ari siitleri oldugu belirlendi. Ballarda yapilan
analizlerde ise ballarin TGKBT ye uygun oldugu bulundu.

Sonu¢: An driinlerinin; skonder metabolit igeriginin zengin oldugu, biyolojik
aktivitelerinin, metabolik enzimleri inhibisyon ozelliklerinin ve toplam fenolik ve

flavonoid miktarlarmin yiiksek oldugu ortaya konuldu. Bal 6rneklerinin analiz limitlerine
uygun ve kalite parametrelerinin yiiksek oldugu gortildii.

Anahtar Kelimeler: Ar iirtinleri (bal, polen, propolis, ar siitii ve ar1 ekmegi), antioksidan,
enzim inhibisyonu, LC-MS/MS

Arahk 2023, 173 sayfa



ABSTRACT
DOCTORAL DISSERTATION

DETERMINATION OF SECONDARY METABOLITES BY LC-MS/MS AND
BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME BEE PRODUCTS (HONEY, POLLEN,
PROPOLIS, ROYAL JELLY AND BEE BREAD)

Ebubekir iZOL
Supervisor: Prof. Dr. ilhami GULCIN

Purpose: In this PhD dissertation study, honey, pollen, propolis, royal jelly, and bee bread
were obtained from Ankara, Aydin, Artvin, Mersin, Yalova, Sanlwrfa, Erzurum, and
Hakkari provinces in seven different regions of Tiirkiye. It was aimed at determining the
secondary metabolites and biological activities of these bee products and some chemical
and quality parameters of honey.

Method: After the bee products were obtained, appropriate extraction methods were used
to extract them. The secondary metabolite content of these extracts was quantitatively
determined by LC-MS/MS by screening 53 different components. On top of that, the total
quantities of phenolic and flavonoid compounds were clarified, and antioxidant activities
were assessed by DPPH*, ABTS™*, and DMPD** radical scavenging, CUPRAC, FRAP, and
Fe3* reducing methods. In enzyme studies, carbonic anhydrase | (hCA ) and carbonic
anhydrase Il (hCA I1) enzymes were purified from human erythrocytes by sepharose-4-B-
L-tyrosine sulfanilamide affinity chromatography. The inhibition effects of bee products
on hCA I, hCA I, acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BChE), a-
glycosidase, and a-amylase enzymes were investigated. Further analysis of the honey
samples was carried out in accordance with the Turkish Food Codex Honey Communiqué
(TFCHC) for naphthalene, sugar composition (glucose, fructose, sucrose, and maltose),
hydroxymethylfurfural (HMF), proline, diastase, moisture, electrical conductivity, free
acidity, and pH.

Findings: Quantitative analysis of the bee specimens revealed that propolis samples had
the highest quantity of phenolic compounds. In particular, acacetin 74,577 (mg analyte/g
extract) was found to be the highest in Sanlurfa propolis and chrysin 68,05 (mg analyte/g
extract) in Erzurum propolis. Out of 53 different secondary metabolites, 32 components
were detected in propolis, 26 in bee bread, 25 in pollen, 17 in royal jelly, and 41 in honey.
In antioxidant activities, it was determined that propolis showed very high activity
compared to other bee products, and royal jelly had the highest activity only in the
DMPD"* method. Overall, honey exhibited the lowest antioxidant activity. The bee product
with the highest total phenolic and flavonoid content was Sanlurfa propolis (102,353 ug
GAE/mg, 20,471 pg QE/mg). Enzyme inhibition results demonstrated that bee products
inhibited enzymes. The product with the highest inhibition potential was royal jelly. In the
analysis of honey, honey was found to be in compliance with TFCHC.

Results: The study revealed that bee products possess a high concentration of secondary
metabolites, exhibit significant biological activities, demonstrate inhibitory effects on
metabolic enzymes, and include substantial amounts of phenolic and flavonoid
compounds. Honeys were found to comply with the analysis limits and have high quality
parameters.

Keywords: Bee products (honey, pollen, propolis, royal jelly and bee bread), antioxidants,
enzyme inhibition, LC-MS/MS

December 2023, 173 page
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GIRIS

Ar trtinleri insanlik tarihi boyunca varligr bilinen ¢ok 6nemli dogal iiriinler olarak
bilinmektedir. Ar1 iriinleri arasinda en yaygin olan iirlin baldir. Bal bir¢ok kiiltiirde yer
edinmis ve insanligin 6nemli bir gidasi olmustur. Baldan sonra en ¢ok bilinen ar1 iiriinii
polendir. Polen arilarin tek protein kaynagi olarak bal iiretiminde en 6nemli besindir.
Gelisen teknolojik imkanlar ve yapilan bilimsel ¢alismalar sonucunda propolis, art siitii ve
ar1 ekmeginin (perga) bilinirligi daha fazla artmaktadir. Ozellikle hastaliklara karsi
gosterdikleri biyolojik aktiviteler ve kimyasal igerik, propolis ve ar1 siitiinii diger ar1
irtinlerinden daha kiymetli yapmaktadir. Erkek ar1 larvast ve ar1 zehri de ari iiriinleri
arasinda yer alirken besin olarak kullanilmamaktadir (1zol 2023a). Sekil 1°de bu ¢alismada

arastirilan ar1 tirtinleri verilmistir.

:, RA"'g‘

" Ekmegiy ™

"' (Pegga),
".' y

Sekil 1. Arastirmada kullanilan ari tiriinleri

Art {irtinlerinin gelisen bilimsel teknikler sonucunda bir¢ok farkli kimyasal bilesen
icerdigi ve biyoaktif bilesenleri ile ¢cok farkli biyolojik aktiviteler gosterdigi belirlenmistir.
Bu ozellikleri nedeniyle ar1 tiriinleri bilim insanlarinin ¢aligsmalarina ¢ok fazla konu
olmaktadir. Ancak bes farkli ar1 iiriiniiniin yedi farkli cografi bolgeden toplanarak kapsamli

bir sekilde sekonder metabolit icerigi ve biyolojik aktiviteleri bu c¢alismadaki kadar



arastirilmadign goriilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismanin bilim diinyasina ve literatiire ¢ok
fazla katki yapacagi diisiniilmektedir. Bu ¢alisma ile ar1 iirlinlerinin 6zellikle fenolik ve
flavonoid bilesen icerikleri, detayli antioksidan aktiviteleri, baz1 hastaliklarin tedavisinde
kullanilan metabolik enzimlerin inhibisyon Ozellikleri ve ballarin en o6nemli kalite

parametre analizleri karsilastirmali olarak belirlenmistir.

Sekonder metabolitler primer metabolitlere kiyasla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
tabiattaki dogal tiriinlerde ve 6zellikle bitki ve bitki kaynakl: iiriinlerde bulunmaktadir. Ar
iriinleri de sekonder metabolitleri ig¢inde bulunduran degerli dogal iiriinlerdir. An
iirlinlerinin ilag, gida ve kozmetik sanayinde kullanilmasinin en énemli nedenlerinden biri
icerdikleri sekonder metabolitlerdir. Bu metabolitler birgok biyolojik aktivitenin nedenleri
arasinda oldugundan genis bir alanda arastirilmakta ve bilimsel arastirmalardaki ilgisini
devam ettirmektedir. Sekonder metabolitler icinde en Onemli olan smf fenolik
bilesiklerdir. Ikincil metabolitlere ornek olarak fenolik bilesikler; fenolik asitler,
flavonoidler, kumarinler, terpenler, stilbenler, lignanlar, ksantonlar, lignin ve alkaloidler
verilebilir (Izol 2016). Ozellikle bircok fenolik ve flavonoid bilesiklerin antikanser,
antibakteriyel, antimikrobiyal ve antioksidan gibi 6nemli biyolojik aktiviteler gdsterdigi

belirlenmistir.

Antioksidanlar, molekiilleri oksidatif stresten kaynaklanan zararlar1 6nleyen veya
azaltan bilesiklerdir. Oksidatif stres, viicutta reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 artmasin
veya antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi sonucu hiicrelerde olusan bir
durumdur (Karagecili et al. 2023a). ROS'lar, hiicrelerde lipid peroksidasyonu, protein
hasar1 ve DNA mutasyonlar1 gibi zararli etkilere neden olabilmektedir. Antioksidanlar, bu
zararl etkileri notralize ederek veya azaltarak hiicreleri korumaktadir. Bu bilesikler,
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek veya ROS'larin olusumunu engelleyerek oksidatif
stresle miicadele etmektedir (izol 2016). Antioksidanlar dogal olarak genellikle vitaminler
(A, C ve E gibi), fenolik ve flavonoidler, karotenoidler ve diger birgok bilesik icermektedir
(Giilgin 2012). Ayrica besinlerin ve ilaglarin bozulmasinin nedenlerinden olan lipid
peroksidasyonunu geciktirmekte ve boylece raf omriinii uzatmaktadir (Giilgin 2010).
Antioksidanlarin oksidasyonlar1 giderme yollar1; sondiirme, zincir kirma, giderme ve
onarici etki gibi yontemlerdir. Ekzojen ve endojen tiirleri bulunmaktadir. Endojen
antioksidanlar amino asit, protein, enzim yapisinda olabildigi gibi baska molekiil sinifinda
da olabilirler. Endojenlere 6rnek ferritin, miyoglobin, bilirubin, hemoglobin, transferrin,
metiyonin, sistein, katalaz, albiimin, siiperoksit dismutaz, glutatyon, peroksidaz ve iirat

verilebilir (Panglossi 2006). Ekzojen antioksidanlar sentetik ve dogal olabilirler. Sentetik



olanlara 6rnek olarak OG, TBHQ, BHT, PG ve BHA verilebilirken dogal olanlara ise A, C,
E vitaminleri, tokoferoller, fenolik bilesikler, kumarinler, flavonoidler, karotenoidler 6rnek
olarak verilebilir (Giilgin 2020).

Antioksidan siniflar1 igcinde en o6nemli bilesik tiirii olan fenolik ve flavonoid
bilesikler dogal antioksidan potansiyeline sahiptirler. Sentetik antioksidanlar gida,
kozmetik ve ilag sanayinde kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin zararh
etkileri tespit edildiginden kullanilmalari sinirlandirilmis ve dogal antioksidanlara olan
arayls artmistir. Dolayisiyla son yillarda dogal ve giivenli antioksidan kaynaklarina
ozellikle de giinlik gida olarak tiiketilebilen bitki veya diger besin kaynakli ari iiriinleri
gibi dogal besinlere ilgi artmakta ve bilimsel ¢alismalar bu alanda yogunlasmaktadir
(Karagegili et al. 2023b; Giilgin 2007; Giilgin et al. 2009). Bu nedenle ari iriinlerinin

antioksidan odzelliklerinin belirlenmesi dogal antioksidanlara kaynak olacaktir.

Enzimler, biyolojik sistemlerde katalizér gorevi gorerek kimyasal reaksiyonlar
hizlandiran ve % 100 iriin verimi saglayarak yan {iriin olusturmayan ¢ogunlugu protein
yapili molekiilleridir. Bu reaksiyonlar, hiicresel metabolizma, enerji iiretimi, hiicre
bliylimesi, DNA replikasyonu ve diger bir¢ok temel biyolojik siire¢c i¢in gereklidir.
Enzimler, bir substrat molekiilleri ile etkilesime girmekte ve bu molekiilii daha hizli bir
sekilde baska molekiillere doniistiirmektedir. Hiicredeki kimyasal reaksiyonlar enzimler ile
gerceklestirilmekte ve enzimler hiicre i¢inde sentezlenerek kullanilmaktadir. Enzimsiz
reaksiyon neredeyse yok gibidir. Enzimler 6 temel grupta incelenmektedir. Bunlar:
Transferazlar, oksidorediiktazlar, liyazlar, ligazlar, izomerazlar ve hidrolazlardir. Enzimler
kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirdiklarindan ¢ok 6nemli olup laboratuvarda aylarca siirecek
bir reaksiyon enzimler vasitasiyla saniyeler iginde sonlanmaktadir. Bu nedenle enzimlerin
saflagtirilmalart ve tammlamalar1 yapilmaktadir. Giiniimiize kadar yaklasik 2000 kadar
enzim saflagtirilip tanimlanmis ve bir¢ok bilimsel ve ticari faaliyetlerde kullanilmaktadir

(Keha ve Kiifrevioglu 2014).

Enzim calismalarinda 6ne ¢ikan bir husus da hastaliklarin nedenleri ve ¢oziimleri
hakkinda enzimlerin aldiklari rol olmustur. Bunun sonucunda bir kisim hastaliklar enzim
inhibisyonu ile tedavi edilmis ve edilmektedir. Ornegin glokom hastalig1 i¢in hCA 1I,
epilepsi hastaligr icin hCA I (inci et al. 2023), Alzheimer hastaligi icin AChE ve BChE
(Izol 2021), diyabet hastaligy icin a-amilaz ve o-glikozidaz enzimlerinin etkili oldugu
belirlenmistir. Alzheimer hastaliginin tedavisinde, ABD Gida ve fla¢ Dairesi tarafinda
onaylanmis ii¢ asetilkolinesteraz inhibitdrii (AChEI) kullanilmaktadir (Yapict and izol
2023; Raina et al. 2008). Bir ¢alismada karbonik anhidraz inhibitérlerinin antitiimor, agri



kesici, antiiilser Ozellik gosterdigi ve emisyon tomografisinde, manyetik rezonans
belirlenmesinde, epilepside, norolojik hastaliklarda, ditiretik ilaglarin gelistirilmesinde

oncii antibiyotik olarak kullanildig: belirtilmektedir (Beydemir and Giilgin 2004).

Bal insanlik tarihi boyunca en 6nemli gidalar arasinda yer almistir. Halk arasinda
sifa kaynagi olarak bilinmekte ve bu amacla kullanilmaktadir. Apiterapide ve modern tibbi
uygulamalarda kullanilmaktadir. Fitokimyasal ve sekonder metabolit igerigi ile birgok
hastaliga iyi geldigi belirtilmistir (izol 2023b). Antioksidan, antibakteriyel, antiviral,
antiinflamatuar ve antikanser gibi farkli biyolojik aktivitesi belirlenmistir (izol et al.
2023a). Bu nedenler ile balin tagsis ve sahteciligini 6nlemek 6nem arz etmektedir. Bu
amagla devletler gida kodekslerinde bal tebligleri belirleyerek bu tebliglerde belirli
analizler ve analiz sonuglarina gére uygunluklar diizenlemektedir. Tiirk Gida Kodeksi Bal
Tebligi’nde yer alan naftalin, seker kompozisyonu (glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkaroz),
prolin, diastaz, HMF, serbest asitlik, pH, elektriksel iletkelik ve nem analizleri balin
kalitesini ortaya ¢ikarmada ve sahteciligin belirlenmesinde onemli parametreler olarak
goriilmektedir (Anonim 2023; Yapici et al. 2023a; Yapici et al. 2023b; Turhan and izol
2023c).

Bu ¢alismada dogal ar1 tiriinleri olan ar siitii, propolis, polen, bal ve ar1 ekmeginin:
LC-MS/MS ile sekonder metabolik icerigi kantitatif olarak belirlenmis, antioksidan
aktiviteleri detayli bir¢ok yontem ile ortaya c¢ikarilmig, giiniimiizde Onemli bazi
hastaliklarin  tedavisinde kullanmilan metabolik enzimleri inhibisyon potansiyelleri
belirlenmis ve ballar i¢in Onemli kalite parametreleri olan fizikokimyasal analizler
yapitlmistir. Bu ¢alisma, 6zellikle Tiirkiye’nin yedi farkli bolgesinden sekiz farkli ilden bes
farkli ar1 {riiniiniin karsilastirmali ve detayli olarak arastirilmasiyla bilim diinyasina,

literatiire ve bu alandaki ticari sektore onemli bir kaynak olacaktir.



KURAMSAL TEMELLER

Ar1 Uriinleri (Bal, Polen, Propolis, An Siitii ve Ar1 Ekmegi)

Ar1 urinleri 2 sinifta incelenmektedir. Bunlar:

1. Arumin dogrudan iirettikleri: Ar siitii,, erkek ari larvasi (apilarnil), ar1 zehri ve bal
mumu.

2. Arimin salgisi ile ve bitki kaynakl iirettikleri: Propolis, bal, polen ve ar1 ekmegi.

Bu siniflandirmada olmayan ar1 serumu ve kovan havasi (apiair)’de ari {irlinleri

olarak kabul edilmektedir (izol 2021).

Bal: Arilarin gigeklerden topladiklar1 nektarlar1 kendi enzimleri ile reaksiyonu
sonucunda olusturulan ve nemi azaltarak olgun hale gelmesi i¢gin petekte depolanan sari
renkli, tath ve viskoz bir dogal iiriin olarak tanimlanmaktadir (izol ve Izol 2022). Balin
kimyasal igeriginin (%60-80) biiyiik kismini karbohidratlar olusturur. Bunlarinda ¢ogunu
glukoz ve fruktoz olusturmaktadir. %13-20 nem ve diger kisimlarini ise protein, aminoasit,
vitamin, fenolik bilesikler ve mineraller olusturmaktadir. Balin yapilan birgok bilimsel
calismada icerigindeki biyoaktif bilesenler nedeni ile kansere neden olan serbest radikal
olusumunu ve oksidatif stresi engelledigi rapor edilmistir. Balin mide, kolon ve karaciger
kanserlerinin iyilestirilmesine etki ettigi belirlenmistir (1zol 2022; Abdel-Latif 2015; izol
ve Bengii 2022). Yine yapilan bir¢ok calismada balin antibakteriyel ve antioksidan 6zellik
gosterdigi belirtilmistir (Isidorov et al. 2015; Marshall et al. 2015).

Polen: Polen tohumlu bitkilerin ¢igek tekalarinda bulunan erkek {ireme
hiicrelerinde olusturulmaktadir. Arilarin bitkilerdeki ¢igek tozlarini viicutlarinda toplayarak
kendi viicut salgilar1 ile sikistirip olusturudugu ari iriiniidiir. Kovana yerlestirilen polene
ise ar1 poleni denilmekte ve gida olarak diinyanin en 1iyi {irlinlerinden oldugu
belirtilmektedir. Polen arilarin disaridan topladigi tek protein kaynagi oldugu igin ar1
beslemesinde, ar1 saghiginda ve gelisiminde 6nemi ¢ok biyiiktiir. Polen igeriginde
esansiyel amino asitler, yag asitleri, proteinler, karbohidratlar, makro ve mikro elementler,
vitaminler, polifenoller, fosfolipitler, peptitler ve organik asitler bulundurmaktadir (izol
2021; Sonmez et al. 2023) Antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antitiimoral, antianemi

ve antiosteoporos gibi biyolojik aktiviteler gostermektedir (Milek et al. 2023).

Propolis: Bal arilarmin, floradan topladiklar1 bitki nektarlar1 ile bal mumu ve
enzimleri etkilesime ugratarak meydana getirdikleri yapiskan maddeye denir. Yapiskan

oldugu icin ar1 tutkali da denilmektedir. Kelime kokeni olarak “pro” on, giris anlaminda



kullanilmakta ve “polis” kelimesi ise sehir anlamindan olup bu iki sézciigiin birlesmesi ile
arilarin kovan korumasi anlaminda kullanilmaktadir. Arilar propolisi, peteklerin tamiri ve
yapistirilmasi, kovani disaridan gelen tehlikelere karsi korumak, kovana giren farkl
canlilarin uzaklastirilmasi, kovan sicakliginin dengelenmesi igin kullanmaktadir (izol
2023c). Propolisin fizikokimyasal 6zelliklerine ve farkli cografi orjinlerine gore 12 tiirii
belirlenmistir (Zulhendri et al. 2021). Yapilan bilimsel ¢alismalarda propolisin bir¢ok
farkli bilesen igerdigi ve farkli biyolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle bilim
insanlarinin ¢alismalarin lizerine yogunlastiran propolis, bir ¢ok farkli bilim dalinda farkl
konularda arastirilmaktadir. Antikanser, antikolinerjik, antiglokom, antidiyabetik, antiviral,
antibakteriyel ve antioksidan 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Ozarowski and Karpinski

2023; Karagegili et al. 2023c; Rivera-Yaiiez et al. 2023).

Ar Siitii: Kralice ar1 ve ar larvalarin1 beslemek i¢in bes-onbes giinliik is¢i arilarin
bogaz ve lst ¢ene bezlerinde (hipofaringeal ve mandibular) salgi seklinde olusturulan ari
triiniidiir. An  siitiiniin ~ bilesimde ¢ogunlukla su, karbohidratlar ve proteinler
bulunmaktadir. pH’s1 3,6-4,2 arasinda olan asidik bir yapidadir (Izol and Caglayan 2023).
Valin, 16sin, treonin, izoldsin, fenilalanin, lisin, glisin, prolin, metionin, tirozin gibi
aminoasitleri, lipitleri, vitaminleri ve 6nemli mineralleri igermektedir. Igeriginde 10-
hidroksi-trans-2-dekenoikasit (10-HDA) gibi sadece ar1 sitiinde bulunan spesifik bir
biyoaktif bilesen bulundurmaktadir (izol et al. 2023b). Diinya genelinde saglik, kozmetik,
gida ve ila¢ sektoriinde kullanilmaktadir (Ramadan and Al-Ghamdi 2012). Ar siitiiniin
antibakteriyel, antioksidan, antiaging, immunmodiilatér, antiseptik, antiastim,

antiiilserastif, antialerjik gibi biyolojik aktiviteleri belirlenmistir (Guo et al. 2021).

Ar1 Ekmegi: Bal, polen ve ar1 salgilarindan olusan ve laktik asit fermantasyonuna
ugramis ar1 polenine denir. Ar1 ekmegi arilarin petek gozlerinde olusturup depoladigi bir
irlindiir. Polenden daha besleyici oldugu, kimyasal igerik olarak daha zengin ve daha iyi
sindirilebilir oldugu belirtilmistir. Fermantasyon siirecinde polen hiicre duvarlar1 kismen
yikildig1 i¢in polene gore sindirilebilirligi daha yiiksektir. Kimyasal igerigi polen ile
benzerlik gostermekte ancak polenden daha fazla karbohidrat, peptit, serbest aminoasit ve
enzim igermektedir. 300’den fazla bilesik igerdigi belirlenmistir. Kimyasal igeriginde
serbest aminoasitler, karbohidratlar, mineraller, polifenoller, organik asitler, enzimler ve
vitaminler bulundurmaktadir. Biyoaktif Ozellikleri arasinda antioksidan, antitiimoral,
hipotansif ve antimikrobiyal gibi etkiler yer almaktadir (Bakour et al. 2022; izol and
Yapic1 2023a).



Sekonder Metabolitler

Primer metabolitler biyolojik sistemler icin gerekli olan yapi taslarima denir ve
bunlar; proteinler, niikleik asitler, karbohidratlar ve yaglardir. Biyolojik islevlerle dogrudan
ilgili olmayan sekonder metabolizma ile iiretilen diger maddelere ise sekonder metabolitler
denir. Sekonder (ikincil) metabolitler biyolojik aktivitelerin nedenleri arasinda en basta
gelen bilesiklerdir. Ozellikle antioksidan aktivitelerin nedenleri arasinda sekonder
metabolitler gosterilmektedir. ilag, kozmetik ve gida sanayisinde kullanilmakta ve bircok
ilaca ham madde gorevi gorerek kaynak olmaktadir. Ikincil metabolitler antikanser dzellik
gostererek tiimorlii hiicrelerin gelisimini yavaslatmaktadir (Banerjee and Bonde 2011; Lee
et al. 2004). Sekonder metabolitler i¢inde en 6nemli bilesik siifinda fenolik bilesikler yer
almaktadir. Sekonder metabolitlerin igerdigi fenolik bilesik simiflar1  Sekil 2’de
belirtilmistir (Izol 2016).
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Sekil 2. Sekonder metabolitlerin igerdigi fenolik bilesik siniflart

Bazi 6nemli sekonder bilesikler arasinda aconitic asit, astragalin, quinic asit, gallic
asit, epicatechin, epigallocatechin, catechin, epicatechin gallat, epigallocatechin gallat,

acacetin, protocatechuic asit, fumaric asit, chlorogenic asit, protocatechuic aldehit, tannic



asit, gentisic asit, 4-OH benzoic asit, fisetin, caffeic asit, hesperidin, syringic asit, syringic
aldehit, sinarin, daidzin, piceid, ferulic asit, sinapinic asit, p-coumaric asit, hesperetin,
salicylic asit, mikuelianin, coumarin, rutin, o-coumaric asit, ellagic asit, cosmosiin,
quercetin, isoquercitrin, quercitrin, nikotiflorin, daidzein, naringenin, genistein, rosmarinic
asit, luteolin, kaempferol, apigenin, sinarosid, amentoflavon, vanilin, vanilik asit ve

chrysin sayilabilir.

Quinic asit, fenolik asitlerden olup antioksidan, antihepatit, antikanser,
antiinflamatuar, antiviral ve antidiabetik etkiler gosterdigi yapilan c¢aligmalarda
belirlenmistir (Inci et al. 2023). Flavon tiirevi bir molekiil olan ve kantitatif olarak
belirlenen acacetin (5,7-dihidroksi-40-metoksiflavon) ise gii¢lii antiinflamatuar ve
antikanser aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir (Singh 2020). Endojen doymamis bir
dikarboksilik asit olan fumaric asit, antipsoriasis, antiinflamatuar, noroprotektif ve
kemopreventif aktivite dahil olmak tizere dikkate deger etkileri oldugu ve ayrica gida
asitligini diizenlemede aktif rol aldigi bildirilmistir (Baati et al. 2011). Kaempferol
bileseninin 6nemli antioksidan, antikanser, antiinflamatuar, antidiyabetik, antialerjik ve
antimikrobiyal aktiviteler sergiledigi kaydedilmistir (Bangar et al. 2022). Chlorogenic
asidin ise antiinflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal ve hepatoprotektif etkileri oldugu
bildirilmistir (Maalik et al. 2016). p-Coumaric asidin antikanser, antioksidan, antiviris,
antimikrobiyal, antidiyabetik, antihiperlipemi ve antiinflamatuar gibi ¢esitli biyolojik
aktiviteleri gosterilmistir (Pei et al. 2016). Bir flavon tiirevi olan luteolin, giiglii
antioksidan, antiinflamatuar, ndroprotektif ve antikanser etkilere sahiptir. Ozellikle meme
kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gdstermistir (Goodarzi et al. 2020). Dogal
flavonoidlerden biri olan astragalin (kaempferol 3-glukozit) antioksidan, antikanser,
ndroprotektif, antiiilser, antidiyabetik, antiobezite ve antiinflamatuar 6zellikler gibi ¢esitli
farmakolojik etkilere sahiptir (Altay et al. 2022). Cosmosiin bileseni apigenin-7-O-4-D-
glukozit olarak adlandirilir ve 6nemli biyolojik aktiviteler gosterir. En 6nemli biyolojik
aktivitelerinin antidiyabetik ve sitotoksik aktiviteler oldugu belirtilmistir (Min et al. 2018).
Apigenin, insan sagligi tizerinde olumlu etkisi olan ve saglik alaminda tedavi edici
islevlerinin yani sira anti-Alzheimer potansiyeline sahip bir bilesendir (Salehi et al. 2019).
4-OH Benzoic asidin antioksidan, antimikrobiyal aktivite, fenoloksidaz ve insan karbonik
anhidraz inhibitorleri gibi g¢esitli biyolojik 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Rotondi
et al. 2019). Caffeic asidin antitiimor, antioksidan, antifibrozis, antihipertansiyon ve
antiviriis etkilerini ortaya koydugu bildirilmistir (Jiang et al. 2005). Vanilin (4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehit) onemli bir tat ve aroma molekiiliidiir. Bir¢ok dogal iiriinde

bulunmasinin yani sira antioksidan 6zellik gosterir (Castan et al. 2013). Bitkilerde, balda



ve propoliste dogal olarak bulunan bir flavon olan chrysin (5,7-dihidroksiflavon) genellikle
antioksidan, antiinflamatuar, antikanser ve antiviral aktiviteler gostermektedir. Ayrica,
chrysinin biyoyararlanimi hakkinda birgok ¢alisma rapor edilmistir (Mani and Natesan
2018). Naringenin molekiiliiniin biyolojik potansiyelinin gii¢lii antioksidan, antibakteriyel,
antikanser, antiviral ve antifungal aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir. Biyolojik olarak
aktif bir bioflavonoid olan amentoflavon'un sitotoksik, antimikrobiyal, antioksidan,
karsinojenik ve mutajenik etkileri oldugu bildirilmistir (Xiong et al. 2021). Fenolik
bilesiklerin ortak yonii fenol halkasi igermeleridir (Sekil 3) Fenolik bilesikler aromatik
halkali yapilarindan kaynaklanan Sekil 4’te gosterilen rezonans kararliligi ve elektron
delokalizasyonu nedeniyle radikalik forma ge¢cmezler ve bundan dolay1 antioksidan 6zellik

gostermektedir (Giilgin 2020).
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Sekil 4. Fenol halkasindaki rezonans kararlilig1
Antioksidanlar
Antioksidanlar, hiicrelerde olusan serbest radikalleri gideren ve oksidatif stresi

azaltan molekiillerdir. Oksidatif stres: Oksidasyona neden olan reaktiflerin hiicre iginde

konsantrasyonunun artmasi ve antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasiyla olusan



durumdur. Antioksidanlar1 anlamamiz i¢in Oncelikle serbest radikallerin bilinmesi
gerekmektedir. Serbest radikaller, tizerinde ortaklanmamus elektron bulunduran aktif ve
kararsiz atom, iyon veya molekiillerdir. Molekiil veya elementin sag iist kdsesine nokta
isareti eklenerek gosterilmektedir. Kararsiz yapilarin1 gidermek igin elektron alma egilimi
gosterirler. Kisa omiirlii ve kararsiz olmalarina ragmen oldukga reaktif yapilari, radikal
olmayan atom ve molekiillere saldirarak onlar1 da serbest radikal haline ¢evirmektedir. Bu
nedenle hiicre ve dokulardan elektronlar1 kopararak bir¢ok hastaligin olugsmasina neden
olmaktadir. Serbest radikaller “oksidan molekiiller” olarak da isimlendirilmektedir (Giilgin
2020).

Serbest radikaller birgok yolla olusmaktadir. Bu yollar temel olarak 3 maddede
ozetlenebilir (Wu and Cederbaum 2003):

1. Sicaklik artisi ile yiiksek enerjiye sahip olan elektromanyetik dalgalar neticesinde
kovalent baglar homolitik kopabilmektedir. Bag kopunca bagdaki elektronlar iki atom
tarafindan paylasilacaktir. Bu nedenle ortaklanmamus elektronlar olusur ve kararsiz halde

olan bu yapilar serbest radikalleri olusturmaktadir.
XeeXY — Xe + oY

2. Molekiillerde heterolitik bir acilma ger¢ekmesi ile olusabilir. Sonug¢ olarak

bagdaki iki elektron ayni atomda kalarak ve zit yiiklii iyonlarin olugsmasina neden olur.
Xe oY > X +Y*

3. Radikal ozellikte olmayan molekiile redoks reaksiyonlarinda bir elektron
transferi yapilarak indirgenme gerceklesir ise molekiilde ortaklanmamis elektron olusarak

serbest radikal meydana gelmektedir (Apak et al. 2016)
X+ e — X

Kaynak yoniinden serbest radikallerin olusumu dis kaynakli veya i¢ kaynakli olarak
aciklanabilir (Karabulut ve Giinay 2016). Dis kaynaklar: Pisirme islemlerinde organik
bilesiklerin yanmasi, su Kirleticileri, Kirletici gazlar (toluen, ozon, formaldehit,
karbonmonoksit vb.), alkol, sigara, egzoz, orman yanginlari, X-ray 1sinlari, mikrodalga ve
UV 1sinlar, volkanik olaylar, organik ¢oziiciiler ve zararh kimyasallardir. i¢ kaynaklar ise,
yorgunluk, stres, hiicre i¢indeki elektron tasima sistemi ile tasinan oksijenler, enzimler
(NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, stokrom oksidaz), lipid peroksidasyonu, redoks
reaksiyonlari, arasidonik asit metabolizmasi, radikal zincir reaksiyonlari, patojenlere karst

immun sistem, hormonlar (kortizol ve katesolamin) olarak belirtilmektedir.
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Serbest radikaller ve oksidanlar oksijen, azot ve kiikiirtten tiiretilerek olugmaktadir.
Azot kaynakli olanlar ise “reaktif azot tiirleri (RNS)” olarak, oksijen kaynakli olanlar
“reaktif oksijen tirleri (ROS)” olarak isimlendirilmektedir. Molekiiler oksijen radikal
olmayanlarla yavas olarak, serbest radikallerle ise kolaylikla reaksiyona girerek ROS’leri
meydana getirmektedir. Omiirleri kisa olup, yar1 dmiirleri saatlerden nanosaniyelere kadar
farklilik gostermektedir (Giilgin et al. 2019). Reaktif oksijen, reaktif nitrojen ve oksidan
olmayan tiirler Tablo 1°de verilmistir (Giilgin 2020, izol 2016).

Tablo 1. Reaktif Oksijen, Reaktif Nitrojen ve Oksidan Olmayan Tiirler

Reaktif Oksijen ve Nitrojen Oksidan olmayanlar
Hidroksil radikali OH* Hidrojen peroksit H20:
Azot Oksit radikali NO* Singlet oksijen 'Ag 10,
Siiperoksit radikali (07 Ozon O3
Lipid alkoksil radikali LO® Nitroz asit HNO>
Lipid radikali L Nitroz oksit N2O
Nitrik oksit radikali NO* Lipid hidroperoksit LOOH
Protein radikali pe Hipobromoz Asit HBroO
Alkoksil radikali RO* Hipoklorit HOCI
Azot dioksit radikali NOy* Nitroksil anyon NO-
Tiyil radikali RS* Diazot trioksit N203
Hidroperoksil radikali HOO* Nitrosil katyon NO*
Peroksil radikali ROO* Nitril Klorit NO.CI
Lipid peroksil radikali LOO* Hipokloroz Asit HCIO
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitréz asit ONOOH

Siiperoksit radikali (O2") radikaller i¢inde en kolay ve en fazla olusan radikaldir.

Oksijen molekiiliiniin (O2) bir elektron alarak indirgenmesiyle ¢ok kararsiz ve radikal olan
stiperoksit olugsmaktadir. Genellikle molekiiler oksijene elektron verenler glukoz, demir,
flavin niikleotidleri, adrenalin, tiyol bilesikleri ve bakirdir. Radikal miktarinin artmasi ile

radikal zincir reaksiyonlari ile diger radikaller meydana gelir. Stiperoksit radikallerinin asil
zararlar1 H2O2’nin olusumuna sebep olmalar1 ve metal iyonlarini indirgemeleridir. O;",
siiperoksit dismutaz enzimi ile H2O7’ye doniistiiriildiigiinden oksidatif zarara ¢ok neden
olmamaktadir (Naidu 2003). H202’nin olusumu Sekil 5’te gosterilmistir.

OH’, suyun X 1ginlarma maruz kalmasiyla ve H>O2’nin UV 1sinlarina maruziyetiyle
ve H202’nin dimetilsiilfoksit ile etkilesimi sonucunda olusabilmektedir (Goger 2014).

X isilart

H,0 —5 OH + H

11



H,0 !
N
GSSG NADPH
GPx GR
i sop U |
+ O, ﬁ 0,7 —— H,0;, > OH DNA hasari
| @ s ; Lipid oksidasyonu
Fe** Fe’* CAT Fe* Fe3t Protein oksidasyonu.

__________________________________________________________________________________________

Sekil 5. H2O, olusumu, giderilmesi ve fenton reaksiyonu yoluyla OH" iiretimi

NO" (nitrik oksit radikali) oldukg¢a reaktif olup mangan, bakir, kobalt, demir gibi
metallerle ve oksijen ile reaksiyona girer. Yine reaktif olan NO molekiiliiniin
konsantrasyonu arttiginda hiicrelerde hasar olusturmakta, oksidanlardan stiperoksit ve
hidrojen peroksit ile reaksiyona girip NO2/NOs (nitrit/nitrat), ONOO- (peroksi nitrit)
molekiillerini meydana getirmektedir (Giilgin 2020).

HOO" (hidroperoksil radikali), siiperoksite pH 4,8’de bir H atomunun
baglanmasiyla meydana gelmekte ve kuvvetli radikal 6zellik gostermektedir (Sharp et al.
2008).

LO" (lipid alkoksil radikali), lipid hidroperoksitlerin Fe?* gibi gecis metallerine
elektron gondermesi ile meydana gelmektedir. LOO" (lipid peroksil radikali), alkoksil
molekiiliiniin peroksil radikaline doniisimii ile olusabildigi gibi Fe?* ile lipid
hidroperoksitin indirgenmesi sonucunda olusabilmektedir (Coffey et al. 1995). Lipid

peroksil oksidanlarini E vitamini gidermektedir.

H20- (hidrojen peroksit), serbest radikal olmamasina ragmen oksijen radikallerinin
meydana gelmesine neden oldugundan radikal olarak degerlendirilmektedir. Hidrojen
peroksit, oksijen molekiiline iki elektron katilmasiyla veya siiperoksite bir elektron
katilmasiyla olusabilmektedir. Peroksizomlarda yer alan oksidazlar H,O; iiretilmesini
saglamaktadir (Goger 2014).
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+ ._ SOD
2H + 202 — H202 + 02

Serbest radikaller en fazla hiicre zarlarina zarar vermektedir. Hiicre zarlarindan
elektron kopararak kendilerini kararli yapip hiicre zarlarim kararsiz hale getirmekte ve
hiicre yapisina zarar vermektedir. Biyolojik sistemlerde oksidanlar ve antioksidanlar denge
halindedir ve denge bozulursa serbest radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller
ise canlilardaki primer metabolit olan protein, lipid, niikleik asit, karbohidrat gibi
biyomolekiillerde hasar olusturmakta ve bunun sonucunda basta felg, kanser,
hipertansiyon, diyabet, bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve sitma gibi 100’den fazla
hastaligin olusabilecegi yapilan bilimsel ¢alismalarla belirlenmistir (Chaudhary et al. 2023;
Giilgin 2012).

Oksidanlar proteinleri dogrudan etkilemektedir. Etkilenme diizeyini proteinin
amino asit muhtevasi ortaya ¢ikarmaktadir. Oksidanlar yapisinda siilfiir ve doymamis bag
bulunduran molekiillerle yiiksek oranda reaksiyona girme egilimindedirler. Bu nedenle
fenilalanin, sistein, tirozin, triptofan ve metiyonin gibi amino asitleri bulunduran proteinler
radikallerle kolay bir sekilde reaksiyona girmektedir. Oksidasyona ugrayan proteinler, son
derece reaktif hidroperoksitleri olusturmaktadir. Bu nedenle oksidasyon gegirmis proteinler
farkli hastaliklara neden olmaktadir (Giilgin and Alwasel 2023; Sarma et al. 2010;
Devasagayam et al. 2004).

Zararlar1 belirtilen ROS’lar, normal aerobik canlilar ile organizmaya faydali olmak
icin bagisiklik, solunum, redoksa bagl sinyal diizenlemeleri i¢in sinirl sayida ve diizenli
olarak iretilmektedir (Giilgin et al. 2006a; Shivakumar and Kumar 2018). Hiicredeki
ROS’larin % 90’mmdan fazlast mitokondri i¢ membranindaki oksijenli solunum
reaksiyonlari ile iiretilmektedir (Wei and Pang 2005). ROS’larin faydali islevlerinden
bazilar1 sunlardir: Kanserli ve hasar gérmiis hiicrelerin oliimlerine neden olmakta, viral
veya bakteriyel enfeksiyonlara karst koruma saglamakta, mikroorganizmalardaki zararli
etmenlerin ortadan kaldirilmasina, hiicre i¢i depolardan kalsiyum gonderilmesine, inaktif
olan biiytime sinyallerinin aktivasyonuna, molekiillerin biyolojik olarak sentezlenmesine
neden olmaktadir (Karabulut ve Gilinay 2016).

Canli organizmada ortaya ¢ikan oksidanlara karsi viicutta dogal olarak savunma
yapan maddeler seklinde savunma mekanizmasinin i¢inde olan bilesiklere “antioksidanlar”
denir. Antioksidanlar, serbest radikallerin hem olusumlarini hem protein, lipid, niikleik asit
gibi biyomolekiillere verebilecekleri zararlar1 engelemektedir. Viicutta koruycu bir duvar
gibi hareket eden antioksidanlar, kendi elektronlarini verip radikalleri ndtr hale ¢evirirken

kendileri serbest radikal haline gelmemektedirler. Bu nedenle antioksidanlar ¢ok
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onemlidir. Antioksidanlar, biyolojik sistemdeki organ ve dokular1 serbest radikallerin
oksidatif hasarina karsi korumakta, oksidatif stresi azaltmakta, hastaliklara kars1 tedavi
etkisi gostermektedir. Ayrica, besin ve ilaglarin bozulmasina neden olan lipid
peroksidasyonunu geciktirmekte ve bdylece koruyuculuklarini arttirarak raf omiirlerini
uzatmaktadir (Giil¢in 2010; Rahaman et al. 2023).

Metabolizma sorunsuz ¢alistiginda mitokondrideki sitokrom sistemi, organelleri
serbest radikallerin zararlarindan korumaktadir. Sitokrom sistemi tam olarak islev gérmez
ve yetersiz kalirsa metabolizmadaki enzimler devreye girmektedir. Enzimler de yetersiz
gortldigiinde serbest radikaller hiicre zarindan elektron koparmak igin saldirmaya
baglamakta ve membranin biiylik ¢ogunlugunu olusturan lipidlere saldirarak lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu, hiicre zarindaki doymamis yag
asitlerinin oksidanlar tarafindan alkoller, peroksitler ve aldehitler gibi molekiillere
parcalanmasi olayma denilmektedir. Olusan molekiiller i¢inde en fazla ortaya c¢ikan
aldehitler, oldukga reaktif 6zellik gostermektedir. Olusan aldehitler bulunduklar1 konumda
diflizyona ugrayarak hiicrenin farkli kisimlarinda hasar olusturmaktadir. Bu nedenle hasarli
olan hiicrelerdeki lipidlerin fonksiyonlarinda farklilik olusmakta ve goriiniimleri, besin
degerleri ve Kaliteleri azalmaktadir. Bu durum ise hastaliklarin olusmasina neden
olmaktadir. Hastalikarin olusmasini dnlemek i¢in yeterli diizeyde C vitamini, E vitamini
gibi antioksidan 6zellik gosteren vitaminler metabolizmada bulunursa lipid peroksidasyonu
engellenebilmektedir. Antioksidanlar, lipidlerin bozunmasini engelleyerek gidalarin zararlh
hale ge¢mesini engellemekte ve raf omriinii de uzatmaktadir. Bundan dolay1 gidalarin
bozulmasini geciktirmek amaciyla katki maddesi olarak gida sanayisinde ¢ok fazla
kullanilmaktadir. Katki maddesi olarak kullanilan antioksidanlar dogal ve sentetik olarak
siniflandirilmaktadir. Bilimsel ¢alismalar sonucunda sentetik olanlarin yan etkileri
belirlendiginden dogal antioksidanlara olan ilgi artmaktadir. Gida olarak tiiketilen dogal
iriinlerden antioksidan 6zelligi yiiksek olanlarin belirlenmesi ve bu iirtinlerin farkli sanayi
kollarinda kullanilmasi igin yapilan ¢alismalar siirekli artmaktadir. Ari iriinleri, bitkiler,
meyveler, sebzeler, tahillar ve baharatlar dogal antioksidan kaynagi olabilmektedir.
Propolis, an siitli, ar1 ekmegi, erkek ar1 larvasi, bal, polen, sarimsak, sogan, iiziim, nar,
karabiber, zencefil, zeytinyagi, kivi, kiraz, visne ve portakal gibi dogal {irtinlerin
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (izol et al. 2021; Bursal and Giilgin 2011;
Halliwell 1991; Prior and Cao 2000; Giilgin et al. 2005a; Giilgin 2005b).

Antioksidanlarin serbest radikalleri giderme mekanizmalar1 farkli etkilerle

yapilmakta ve bu etkiler sunlardir (Giilgin and Alwasel 2023, Giilgin 2020):
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o Giderme etkisi (stipiiriicii etki): Serbest radikalleri baska molekiillere
doniistiirerek etkisi zayiflatip gidermektedir. Buna o6rnek olarak antioksidan
enzimler ve mikromolekiiller verilmektedir.

e Onarici etki: Elektron kaybederek hasar goren biyolojik molekiilleri onararak
hasar1 giderip yenilenmesini saglayan etkidir.

e Baskilayici (sondiiriicii) etki: Serbest radikallerdeki elektron boslugunu H atomu
ile gidererek aktifliklerini azaltmakta veya durdurmakta olan etkidir. Bu etki
sinifina drnek olarak mannitol, flavonoidler ve vitaminler verilmektedir.

e Enzim etkisi: Antioksidan o&zellik gosteren enzimlerle antioksidanlarin
baglanma oranini yiikselten etkidir. Ornek olarak siiperoksit dismutaz enzimi
verilebilir.

e Kinaz eksikliklerini onleme etkisi: Oksidasyon reaksiyonalarina dogrudan dahil
olup durduran etkidir.

e Zincir kirici etki: Serbest radikalleri kendilerine baglayip aktivitesini gidererek
zincir kiricr etki gostermektedir. Bu etki sinifina seruloplazmin, hemoglobin ve

mineraller 6rnek verilmektedir.

Laboratuvar ortaminda tretilen saf maddelerin, gida veya bitki gibi triinlerin
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in laboratuvar ortaminda in vitro
yapilan antioksidan kapasite belirleme metotlar1 uygulanmaktadir (Giilgin 2020). Bu
yontemlerde onceden antioksidan aktivitesi yiiksek oldugu belirlenen a-tokoferol, BHA,
troloks, BHT, askorbik asit gibi bilesikler standart olarak kullanilmakta ve numunelerin
antioksidan kapasitesi ile kiyaslanip antioksidan aktiviteleri belirlenmektedir. Antioksidan
aktivite metotlarinda reaksiyon mekanizmasi baslica iki grupta siniflandirilmaktadir (Prior

et al. 2005; Huang et al. 2005):

e Hidrojen atomu transferi yapilan reaksiyonlar (HAT)

e Sadece tek elektron transferi yapilan reaksiyonlar (SET)
Antioksidan potansiyeli belirlemek i¢in kullanilan baz1 deneyler sunlardir:

e DPPH-" giderim aktivitesi deneyi (Blois 1958).

e ABTS " giderim aktivitesi deneyi (Re et al. 1999).

e DMPD** giderim aktivitesi deneyi (Fogliano et al. 1999)

e Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi deneyi (Liu et al. 2021).

e CUPRAC (Cu*? indirgeme antioksidan kapasitesi) deneyi (Apak et al. 2006).
e FRAP (Fe*3iyonu indirgeme giicii) deneyi (Benzie and Strain 1996).
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ORAC (oksijen radikal absorbans kapasitesi) deneyi (Prior and Cao 2000).
DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) deneyi (Valkonen and Kuusi 1997).
TOSC (toplam oksiradikal siipiirme kapasitesi) deneyi (Winston et al. 1998).
Fikoeritrin (PE) esasli yontemler (Ghiselli et al. 1995).

Folin Ciocalteu deneyi (Singleton et al. 1999).

Siklik voltametri deneyi (Kohen et al. 1999).

Luminol deneyi (Whitehead et al. 1992).

Metal baglama deneyi (Dinis et al. 1994).

Krosin deneyi (Tubaro et al. 1998).

S-Karoten renk acgilim deneyi (Miller 1971).

TRAP (toplam radikal tutma parametresi) deneyi (Wayner et al. 1985)

Antioksidanlar Sekil 6’da verildigi gibi dogal ve sentetik olarak iki gruba

ayrilmaktadir.

Antioksidanlar

Dogal Antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar

Enzim Olanlar Enzim Olmayanlar
Fenolikler
Birincil Enzimler Vitaminler
ikincil Enzimler Mineraller

Kofaktorler

Sekil 6. Antioksidan tiirleri
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Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, tabiatta var edilen ar1 driinlerinde, bir c¢ok gidalarda,
bitkilerde, meyve ve sebzelerde bulunmaktadir. Dogal antioksidanlarin temel kaynagi
tabiatta var edilen dogal iiriinlerdeki fenolik bilesiklerdir. Insan diyetinde de antioksidan
ozellik gosteren ¢ok fazla dogal besin bulunmakta ve bunlar yapisal 6zelliklerine gore
ROS’lerin zararlarin1 gidermektedir. Diyet antioksidanlarinin en Oonemli temsilcileri
tokoferoller, C vitamini ve fenoliklerdir. Ar siitii, bal, polen, propolis ve ar1 ekmeginin,
meyve ve sebzelerin antioksidan Ozellik gostererek Alzheimer, Kkatarakt, kalp-damar
hastaliklari, diyabet, bazi kanser tiirleri, akciger enfeksiyonu, cilt rahatsizliklart gibi
hastaliklara yakalanma oranini azalttig1 ve iyilestirici etki gosterdigi bilimsel ¢aligsmalar ile
belirlenmistir (izol 2023a; Giilgin 2007a; Giilgin 2012; Giilgin 2020). Bazi1 énemli dogal
antioksidanlar sunlardir: A, C (askorbik asit) ve E (tokoferoller) vitaminleri, N-asetil
sistein, Urik asit, B-karoten, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz,
glutatyon peroksidaz (GPx), miyoglobin, sitokrom-C-oksidaz, hidroperoksidaz, ferritin,

metiyonin, seruloplazmin, glutatyon ve transferrin (Panglossi 2006).

E vitamini (tokoferol), esensiyal vitaminlerden olup insan viicudunda sentezlenmez
ve bu nedenle disaridan diyet ile alinmalidir. Yagda ve organik ¢oziiciilerde ¢6ziiniirken
suda ¢oziinmemektedir. Tokoferollerin sekiz izomeri bulunmakta ve bunlardan a-tokoferol
izomeri en gilicli antioksidan aktivite gdstermektedir. Antioksidanlarin  etki
mekanizmalarindan giderme, onarma ve baskilama etkilerini yapmaktadir. Tokoferollerin,
singlet oksijeni siiplirme kapasiteleri yliksek olup kiiciikten biiylige dogru siralamasi
soyledir: 8-Tokoferol< y-tokoferol< B-tokoferol< a-tokoferol. Tokoferollerin kimyasal
yapisi Sekil 7°de verilmistir (Chan et al. 1994; Van Der Meulen et al. 1997).

HsC

R1=R,=R3;=CHjs : a-Tokoferol

R1=R3=CHjs, R;=H : B-Tokoferol

R1=R,= CHjs, Rs= H : y-Tokoferol

R;= CHs, R;=R3s=H : 3-Tokoferol
Sekil 7. Tokoferollerin molekiil yapilart

E vitamininin antioksidan 6zellik bakimindan en Onemli roli, lipid

peroksidasyonunu azaltmasidir. Bunu lipid peroksil radikallerine (LOO’) hidroksil
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gruplarinin H atomunu vererek yapmaktadir. Olusan tokoferol radikali, radikalik 6zelligini
aromatik halka tizerinde tek elektronunun delokalizasyonu (Sekil 8) ile kaybettirmektedir
(Giilgin 2020). Bu sekilde oksidan olarak etki etmemektedir. EK olarak, o-tokoferoliin
radikalik Ozelligini kaybetmesi C vitamini ile reaksiyonu ile de gergeklesebilmektedir.

Bunlarin sonucunda hiicre zar1 ve lipidler korunmaktadir (Packer 1991; Diplock 1998).

CH
o 3 LOO" LOOH o CH3 CH3
o)
oy CHy ~—= CHs
HsC 0" R HsC 0 R H5C 0" R
CHs CHs CHs
CHs CHs CH,
o) e o Loo- O
CHy <= CHy _/ CH,
HsC od R HsC 0" R HsC 0~ "R
CHs CHs “oL CHs

Sekil 8. a-Tokoferol’iin radikal giderme mekanizmasi

Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri, aromatik halkaya bagli hidroksil
gruplarmin yeri ve sayisi ile iliskili olarak degismektedir. Dogal antioksidanlarin,
antioksidan 6zelliklerinin fenolik bilesikler ile olusturuldugu belirtilmistir. Fenolik bilesik
sinifinda yer alan flavonoidlerin metal selatlama ile antioksidan mekanizmasi Sekil 9’da

verilmistir (Goger 2014; Shen et al. 2022).

Sekil 9. Flavonoidlerin metal selatlama mekanizmasi

Karotenoidler i¢in en onemli bilesik, B-Karoten’dir. Molekiil yapist Sekil 10°da
verilen B-karoten havug ve yesil yaprakli bitkilerde bulunan dogal antioksidanlardandir.
Vitamin A’nin 6n maddesi olup barsaktaki epitel hiicrelerde A vitaminini olusturmaktadir.
Antioksidan aktivitesi yiiksek olup singlet oksijeni bastirmakta, peroksil radikalleriyle

dogrudan reaksiyona girmekte, Siiperoksit radikalini gidermektedir. Gida ve ila¢ endiistrisi
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icin 6nemli bir antioksidan olup margarinlere ve peynir lriinlerine katilmaktadir (Bursal et

al. 2021, Giilgin 2012).

Sekil 10. B-Karotenin molekiil yapisi

Dogal antioksidan sinifinda yer alabilen bazi dnemli bilesikler arasinda L-adrenalin
(Giilgin 2009), quercetin (Song et al. 2020), rezveratrol (Giil¢in 2010), rozmanirik asit
(Nar 2011), L-karnitin (Giilgin 2006b), melatonin (Giil¢in et al. 2008), morfin (Giilgin et
al. 2004), serotonin (Giilgin 2008), L-tirozin, L-dopa (Gtil¢in 2007), propofol (Giilgin et al.
2005a), olivetol (Taslimi 2017), tangeretin (Ashrafizadeh et al. 2020), genistein,
formononetin, scopoletin (Durmaz 2015), kurkumin (Ak and Giilgin 2008), sinefrin,
fenilefrin (Goger 2014), oktopamin (Caglayan 2013), apomorfin, timol, humik asit
(Sehitoglu 2012), quinic asit, malic asit, luteolin, gallic asit, p-coumaric asit, chlorogenic

asit, ferulic asit, caffeic asit (izol et al. 2021) sayilabilir.
Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar laboratuvar ortaminda inorganik maddelerden iiretilen
bilesiklerdir. Dogal antioksidanlarla karsilastirmak icin standart bir antioksidan aktivite
Ol¢lim sistemine sahip olmak ve gidalara dahil edilmek iizere gelistirilmistir. Gidalara,
cesitli islemlere ve kosullara dayanabilmeleri ve raf dmriinii uzatmalari igin eklenmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda aksi ifade edilse de, neredeyse islenmis gidalarin tiimiinde giivenli
olarak bilinen sentetik antioksidanlar bulunmaktadir. Sentetik antioksidanlar sivi ve kati
yaglarin ve lipid bulunduran diger gidalarda lipid oksidasyonunu geciktirmek veya
baslamasini onlemek amaciyla gidalara bilingli sekilde eklenmekte ve 70 yili askin bir
siredir gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Antioksidanlara yonelik yiyecek ve igecek
pazarinin 500 milyar dolarlik bir sektér oldugu ve yilda 9%5-7 oraninda biiytidiigi
bildirilmekte ve ilag, kozmetik ve gida sanayinde kullanilmaktadir. Balik, et, patates gibi
tiriinlerde antioksidanlar koruyucu olarak ve renk stabilizesinin saglanmasi amaciyla
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilanlar, fenolik bilesik sinifinda olan Oktil Gallat (OG),
Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT), Propil Gallat (PG), Biitillenmis Hidroksi Anisol
(BHA), Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ) dir (Sekil 11). Dogal olmayan antioksidanlar,
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standart antioksidanlar olarak dogal iiriinlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde
de kullanilmaktadir (Giilgin 2012, Giilgin 2020).

O(CHj),CHs O(CHj)7CHs
0 0
CHs
HaC
OH
HsC
HO HO OH HO OH
OH OH
TBHQ PG 0G
_CH _CH
CHy 07 ° o 7 e CHs OH  CHj,
HsC s CH3
H3C H3C CH,
HsC
HaC
OH *~ CH; OH CHs
BHT

BHA izomerleri

Sekil 11. Sentetik antioksidanlarin kimyasal yapisi

BHT ve BHA, gida, farmakolojik uygulamalar ve antioksidan ile ilgili bilimsel
calismalarda ¢oklukla kullanilmaktadir (Bursal et al. 2021). BHA, o6zellikle kisa zincirli
yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol etmekte etkilidir (Jittrepotch et al. 2006; Lee et al.
2005). BHT, hem antioksidan hemde antikanserojen potansiyele sahiptir. BHT ve
BHA’nin karaciger hasarina neden oldugu ve yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiklarinda
kanser etkisi gosterdiginden siiphelenilmektedir. Bu nedenle dogal olmayan antioksanlara
giiven problemi ortaya cikmistir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA), sentetik
antioksidanlarin potansiyel zararlarina karsi gidalardaki kullaniminmi siki bir sekilde
denetlemekte ve yasal olarak sinirlandirmaktadir. Sentetik antioksidanlarin zararlarina
karsin dogal antioksidanlarin tercih edilmesi ile bu problemin Oniine gegilmesi igin
caligsmalar yapilmaktadir. Yaklasik olarak son kirk yildir dogal antioksidanlar sentetiklere
alternatif olacak sekilde caligilmaktadir. Dogal antioksidanlarin sentetik olanlara karsi
tercih edilmesi tiiketiciler ve bilim insanlar1 tarafindan artan bir ilgi ile devam etmektedir.
Sentetik antioksidan ve dogal antioksidanlarin avantaj ve dezavantajlari Sekil 12°de

sunulmustur (Giil¢in 2012; Giilgin 2020).
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Sekil 12. Dogal ve sentetik antioksidanlarin avantaj ve dezavantajlari

Enzimler

Enzimler, 6zel bir substrat molekiiliine baglanarak ve onunla etkilesime girerek
kimyasal reaksiyon hizini artiran, higbir yan iirin olusturmayan biyolojik katalizor olan
proteinlerdir. Biiyiik boliimii protein yapisinda oldugundan proteinler olarak belirtilmekte
ancak ¢ok az bir kismi ribozim yapisindadir. Enzim substrat etkilesimi, substratin enzimin
aktif bolgesine baglanmasiyla gerceklesir. Enzimler, cogu zaman belirli bir substrat tiirline
spesifik olarak ¢aligmaktadir. Reaksiyon hizini yaklagik 108-10%° kat arttirmaktadir. Ayrica
DNA sifrelerinin transer edilmesi gorevini de yapmaktadir. Canli sistemlerdeki tiim

kimyasal tepkimeler enzimler ile gerceklestirilmektedir (Yapict and Izol 2023).
E + S o ES -»> E + P
Enzimlerin 6nemi su sekilde dzetlenebilir:

e Hizlandwicilar: Enzimler, biyolojik reaksiyon hizini artirarak hiicresel siiregleri

daha etkili hale getirmektedir.

e Spesifiklik: Her enzim, belirli bir substrat veya substrat grubu ile spesifik bir

etkilesime girer, bu da biyolojik siireglerin diizenlenmesine katk1 saglamaktadir.

e Regiilasyon: Enzimler, hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Ihtiyag duyulan anlarda aktive olmakta ve gereksiz durumlarda inhibe

olabilmektedir.
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e Enerji Uretimi: Enzimler, hiicrelerde enerji iiretiminde (6rnegin, glikoliz, Krebs

dongiisii) kritik bir rol oynamaktadir.

e DNA Replikasyonu ve Protein Sentezi: Enzimler, DNA replikasyonu,
transkripsiyon ve translasyon gibi genetik materyal iizerindeki siirecleri

diizenlemektedir.

e Bagisiklik Sistemi: Bagisiklik sistemine dahil olan enzimler, mikroorganizmalarla

savasarak viicudu koruma gorevini yerine getirmektedir.

Bu nedenlerden dolayr enzimler, yasamin temel siire¢lerini diizenlemede kritik bir

rol oynamakta ve biyolojik sistemlerin isleyisini miimkiin kilmaktadir (Keha ve
Kiifrevioglu 2014).

Uluslararast enzim komisyonu (E.C.) enzimleri Kkatalizledikleri tepkime

mekanizmalari ve tiirlerine gore 6 sinifa ayirmustir. Bunlar sunlardir (Taslimi et al. 2017;
Keha ve Kiifrevioglu 2014):

1.

Oksidorediiktazlar: Redoks (indirgenme-yiikseltgenme) reaksiyonlarina katilir.
Elektron  transferini  katalizleyerek  bir  molekiili  indirgeyip  digerini
oksitleyebilmektedir.  Ornegin, alkol dehidrogenaz alkoliin  oksidasyonunu
katalizlemektedir.

Transferazlar: Bu enzimler, bir molekiilden digerine belirli bir grup transferini katalize
eder. iki substratlar arasinda hidrojen disindaki gruplarm transferini katalizleyen
enzimlerdir. Ornegin, DNA polimeraz, niikleotid gruplarmi bir DNA zincirine
ekleyerek niikleik asit sentezini katalize etmektedir.

Hidrolazlar: Hidrolazlar, hidroliz reaksiyonlarim katalizleyen enzimlerdir. Glikozid,
peptid, anhidrit ve ester gibi baglarin bir su molekiiliiniin katilarak hidroliz edilmesini
katalizlemektedir. Su molekiiliinii bir substratin kimyasal baglarim kirip ekleyerek
pargalamaktadir. Lipazlar, amilazlar ve peptidazlar bu gruba drnektir.

Liyazlar: Hidroliz mekanizmasi kullanilmadan substratlardan gruplarin ayrilmasi ve
cift baglarin olusmasi reaksiyonlarini katalizlemektedir.

Izomerazlar: Bir molekiiliin izomerlerine doniisiimii katalize eder. Bu, molekiiliin
atomlarinin diizenindeki degisiklikleri igermektedir. Yapisal, geometrik ve optik
izomerlerin birbirlerine doniistiiriillmesi reaksiyonlarini katalizlemektedir. Triozfosfat
izomeraz, gliserinaldehitin izomerizasyonunu katalize eder.

Ligazlar: Bu enzimler, iki molekiilii birlestiren reaksiyonlar1 katalizlemektedir. Bu

genellikle ATP (adenozin trifosfat)'in enerji sagladigi reaksiyonlari igcermekte ve
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yiiksek enerjili olan ve yapilarinda fosfat grubu bulunan ATP, GTP (guanozin trifosfat)
gibi bilesiklerden fosfat bagi acilmasi sonucunda meydana gelen enerji ile iki
molekiiliin bir birine baglanmasi reaksiyonlarmi katalizlemektedir. DNA ligaz, iki

DNA molekiiliinii birlestirme siirecinde rol oynar.

Enzimlerin baz1 bilesikler ile aktivitelerinde degisiklik yapilmaktadir. Enzim
aktivitelerinin sonlandirilmasi ya da disiiriilmesine inhibisyon denir. Enzim inhibisyonuna
neden olan bilesiklere ise “inhibitor” denir. Enzim inhibisyonu biyolojik sistemlerde
kontrol mekanizmas1 gorevi gormektedir. Bir¢ok hastalifin tedavisinde de enzim
inhibisyonlarindan faydalanilmaktadir. Ayrica ¢ogu ilag, enzim inhibisyonu yolu ile etki
gostermektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2014).

Enzim inhibisyonunun farkli tiirleri bulunmaktadir. Bu tiirler Sekil 13°te verilmistir.

Yanismali
(Kompetitif)

Yarismasiz

(Nonkompetitif)

Enzim

Inhibisyonu

YELRELREL
(Unkompetitif)

3

Sekil 13. Enzim inhibisyon tiirleri

Doniisiimsiiz  inhibisyon tiirlinde enzim ve substrat birbirine ¢ok siki
baglandigindan geri doniisiimii olmamaktadir. Bu baglanma inhibitoriin enzime kovalent
baglanmasi ile veya ¢ok zor ayrisabilen bir kompleks olusturmasiyla gerceklesmekte ve
enzimi bu baglanma ile inhibe etmektedir. Doniisiimlii inhibisyon tiirleri olan yarigmali,

yarigmasiz ve yari yarigmali inhibisyonlarin sematize edilmis hali Sekil 14’°te verilmistir.
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Yarismali Yarigmasiz Yan Yansmal

o (00 e
nhibitsr Q/h'

Sekil 14. Doniisiimlii inhibisyon tiirleri sematize hali

Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (AChE; E.C.3.1.1.7), enzimi glikoprotein yapisindadir. Beyin,
sinir hiicreleri, kas ve eritrositlerde bulunmaktadir. Insan viicudunda en fazla buludugu
organ beyindir. Sekil 15°te gosterildigi gibi sinaptik bosluklardaki asetilkolini, kolin ve
asetata ayirmakta ve sinir uclarinda biriken kimyasal bilesikleri pargalamaktadir (Giilgin et
al. 2019; Yilmaz et al. 2023). Ilk olarak saflastirilmasi, 1938 yilinda elektrik baliginin
(Torpedo marmoreta) elektrik tireten dokusundan gergeklestirilmistir (Philips 1996).
Yapisinda B ve a-heliks tabakalar1 olup aktif merkezinde katalitik grup olarak ise histidin,
serin ve glutamat amino asitleri bulunmakta ve aktif merkezin ¢evresini ise 14 aromatik
rezidii sarmaktadir. Molekiiliin yiizeyinde ii¢ substrati baglama alam vardir. U¢ boyutlu
yapisini ise Oakeshott ve arkadaslari ortaya ¢ikarmuslardir (Oakeshott et al. 1999; Yapici
and Izol 2023).

0 \ AChE Q
C\ AN 3 C\ - + - \/\
H3C/ O/\/ H3C/ O / OH
Asetilkolin Asetat Kolin

Sekil 15. Asetilkolinesteraz enzimi ile asetilkolin’in asetat ve kolin’e hidrolizi

Asetilkolin, bir sinir impulsu (uyar1) iletilirken sinir hiicrelerinden salinan bir
ndrotransmitterdir. Bu noérotransmitter, sinir uyarisint bir ndéronun (sinir hiicresi) ug¢
kismindan digerine ileten sinaps adi verilen baglantilarda gorev yapar. Asetilkolin ayrica
kas kasilmasini da diizenlemektedir. Motor noronlar, asetilkolin salarak kas liflerine uyar1
ileterek kaslarin kasilmasini gergeklestirmekte ve bu olay kaslarin istemli hareketlerde rol
almasim saglamaktadir. Asetilkolin ve diger norotransmitterlerin diizenli ¢alismasi, sinir
sisteminin saglikli bir sekilde isleyebilmesi ve kas sistemi igin Onemlidir. AChE,

asetilkolini inaktive ederek sinir uyarisimin devam etmesini dnlemektedir. Bu iglemi sinir
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uclarindan uzaklasip sinapsda ndral impulsun iletim gorevini yapan asetilkolinin
hidrolizini katalizleyerek ger¢eklestirmektedir. Hidroliz reaksiyonu iki basamakta
gerceklesmekte ve enzim ilk basamakta elektron vererek niikleofil islevi yapmakta ve
sonrasinda ise serin rezidiisiiniin OH grubu ile asetilkolini asetat ve koline par¢alamaktadir
(Demir and Turkoglu 2005). Bu islem sonucunda sinir iletileri sonlanmaktadir. Sinir
hiicrelerindeki asetilkolinin aktivitesi ¢ok azalirsa sinir iletimi bloke olur ve bu sinir
iletiminin olusmamas1 insanlarda nérolojik bir hastalik olan Alzheimer’in ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu hastalik durumunda beyindeki asetilkolin miktarinin azalmasi
sonucu beyin dokular1 zarar gérmektedir. Beyin dokular1 zarar goren insanlarda hafiza
problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Kolinesteraz enzimlerinin hiicre yenilenmesinde ve stresi
azaltmada da rol oynadiklar1 belirtilmistir (Yapici and Izol 2023; Giilgin et al. 2019; Pope
etal. 2005; Goger 2014; Koganci and Aslim 2016).

Biitirilkolinesteraz

Biitirilkolinesteraz (BChE; E.C.3.1.1.8), tetramerik glikoprotein yapisinda olan bir
enzimdir. Sekil 16’da gosterildigi gibi bitirilkolini  (BCh), biitirat ve koline
hidrolizleyerek parcalamaktadir (izol 2016). Viicuttaki sentez organi karaciger olup
buradan kana karigsmakta ve akciger, kalp, beyin, ince barsak gibi organlarda, kas ve yag
dokusu gibi dokularda da bulunmaktadir (Dave et al. 2000). Toksik bilesikleri
asetilkolinesteraza ulagsmadan detoksifiye etme 6zelligi vardir. Biitirilkolinesterazin temel
gorevi, asetilkolin ve diger kolinester tiirevlerini par¢alamaktir. Bu par¢alama islemi, sinir
impulsunun iletiminin sona ermesini saglar. Biitirilkolinesteraz, asetilkolini parcalayarak
sinir uyarisini sonlandirir ve sinir hiicreleri arasinda iletisimi diizenlemektedir. Bazi ilaglar,
sinir uyarilarint etkileyerek belirli etkileri gergeklestirmektedir. Bu ilaglarin etkilerini
sonlandirmak igin biitirilkolinesteraz &nemlidir. Ornegin, kolinesteraz inhibitérleri,
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilir. Bu ilaglar, biitirilkolinesteraz'in aktivitesini
engeller ve asetilkolin seviyelerini artirarak sinir iletimini iyilestirmektedir (Massoulie et
al. 1993). BChE ve AChE enzimler ¢ok benzer yapidadir ve bu da enzimlere kars1 spesifik
inhibitor gelistirmeyi zorlastirmaktadir (Giilgin et al. 2020).
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Sekil 16. Biitirilkolinesterazin biitirilkolin’i biitirat ve koline hidrolizi
a-Amilaz

a-Amilaz (E.C.3.2.1.1), ozellikle karbohidratlar1 parcalamakla gorevli olan bir
sindirim enzimidir. Bu enzim, amilaz ailesine aittir ve genellikle tiikiiriik ve pankreas

stvilarinda bulunur. Canli olan organizmalarda bulunmaktadir (Izol and Yapici 2023b).
a-Amilaz'in 6zellikleri ve gorevleri:

1. Karbohidrat Parcalanmasi: o-Amilaz, kompleks karbohidratlar1 daha basit sekerlere
parcalayarak sindirim siirecine yardimei olur. Ozellikle nisasta ve glikojen gibi
polisakkaritleri, a-1,4-glikozid baglarim hidroliz ile keserek daha kiigiik

oligosakkaritlere doniistiirmektedir.

2. Mide ve Pankreas Salgilari: o-Amilaz, basta tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanan
tikiirtik amilaz1 olmak tizere, pankreastan salgilanan pankreatik amilaz seklinde iki
ana tliirde bulunabilir. Bu enzimler, agizda ve ince barsakta karbohidrat sindirimine

katkida bulunmaktadir.

3. Optimal pH ve Sicaklik: o-Amilazin optimal pH araligi genellikle hafif asidik
kosullarda, yaklasik 6,7 ila 7,0 arasinda bulunur. Sicaklik etkinligi degistirebilir, ancak
genellikle viicut sicakligina (37°C) yakin sicakliklarda etkinlik gostermektedir

4. Klinik ve Tamisal Kullamim: Bazi durumlarda, o-amilaz diizeyleri klinik olarak
Olciilerek pankreas veya tlikiiriik bezleri ile ilgili sorunlar1 belirlemek amaciyla
kullanmilabilmektedir. Pankreatit gibi durumlar, normalden yiiksek a-amilaz

diizeylerine neden olabilir.

a-Amilaz, karbonhidratlarin sindirimine 6nemli bir katkida bulunan bir enzim olup,
sindirim sistemi sagliginin degerlendirilmesinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica 2-3 giin kadar
ekmegin raf Oomriini uzattigi igin gidalarda ¢ok fazla kullamilmaktadir. Ticari olarak

kullanilan ilk enzimin a-amilaz oldugu belirtilmistir (Taslimi 2017).
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a-Glikozidaz

a-Glikozidaz  (E.C.3.2.1.20)  enziminin  sistematik ad1i  a-D-glikozit
glikohidrolaz’dir. a-Glikozidaz, karbohidratlarin sindiriminde rol oynamakta ve a-glikozid
baglarin1 hidroliz etmektedir. Bu enzim, glikozid baglar1 igeren substratlari parcalayarak
serbest glukoz ve diger bilesenleri olusturur. Ozellikle bitkilerde ve bazi bakterilerde
bulunan bu enzim, bitkisel hiicre duvarlarinda bulunan polisakkaritleri parcalayarak glukoz
ve diger karbohidratlar1 serbest birakmaktadir. Spesifik olarak substratin indirgeyici
olmayan u¢ bélgesinden bir D-glukoz molekiiliinii hidroliz ederek glukozu serbest hale
cevirmektedir. Glikozid baglarim1 pargalayarak glukozun serbest birakilmasi, hiicresel
glukoz regiilasyonunda 6nemli bir rol oynamakta ve bu, enerji iiretimi ve hiicresel
metabolizma i¢in olduk¢a énem arz etmektedir (Izol and Yapict 2023; Taslimi and Giilgin
2017). o-Glikozidaz, barsak hiicrelerinin firgamsi kenar yilizey zarlarinda bulunmaktadir.
Buradaki a-glikozidaz, kompleks yapidaki karbohidratlarin pargalanmasini gerceklestirir.
Ayrica barsak mukoid hiicrelerinden de salgilanir. Buradaki a-glikozidaz ise polisakkarit
ve oligosakkaritleri, glukoz ve fruktoz birimlerine pargalar. Bu monosakKkaritler barsak
duvarindan kolay bir sekilde emilerek kana gegmektedir (Giilgin et al. 2018). a-Glikozidaz
enzimleri laktaz, maltaz, sukraz, glukoamilaz ve izomaltaz gibi enzimlerin 6rnek olarak

verilebilecegi bir grup enzimler smifin1 olusturmaktadir.

Diyabet hastaligi, kandaki glukoz konsantrasyonunun ¢ok fazla artmasiyla olusan
metabolik bir hastalik olup ve giiniimiiz insanliginda en fazla goériilen hastaliklardan biridir.
Hiperglisemi kan sekerinin yiiksek oldugu duruma denilmekte ve hiperglisemi durumunda
tekrar glukoz yiiklenmesi sonucu mitokondride ROS iiretimi tetiklenmektedir. Bunun
sonucunda mitokondrideki islevlerde sorunlar baglamaktadir. Oksidanlar ve oksidatif stres,
diyabet hastaligt nedenleri arasinda yer almaktadir. Kandaki karbohidrat
konsantrasyonunun artmamasi i¢in a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerinin isglevlerinin
azalmas1 gerekmekte ve bu nedenle diyabet hastaliginda bu enzimlerin inhibisyonu tedavi
yontemleri olarak uygulanmaktadir. Bu yontemle diyabet ve hipergliseminin kontrol altina

almmasi oldukc¢a énemlidir (1zol and Yapici; Giilgin et al. 2019).

Karbonik anhidraz

Karbonik anhidraz enzimleri (CA: E.C.4.2.1.1), karbon dioksitin su ile
reaksiyonunu Kkatalizleyen enzimler olarak tamimlanmaktadir. CA, doku kilcal
damarlarinda karbon dioksitin bikarbonata doniisiimiinii hizlandirmakta, akciger pulmoner
kapilerde ise bikarbonatin karbondioksite doniisimiinii katalizlemekte ve Onemli

biyokimyasal siire¢lerde rol oynamaktadir. Sistematik adi karbonat hidroliyazdir. Solunum
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olayinda yer almakta ve igeriginde Zn?* bulunduran metaloenzim smifinda yer almaktadr.
Cinko, aktiviteyi artirict olarak etki etmektedir. CA’nin kesfi 1932 yilinda yapilmis ve
saflastirilma islemi ilk kez sigir eritrositlerinden yapilmistir. Enzimin aktiflesmesi icin
katalitik bolgesinde yer alan Zn?* iyonuna OH grubunun baglanmasi gerekmektedir, aksi
durumda inaktiftir. CA’nin, kardiyovaskiiler diizenlemeler, asit-baz dengesini
gerceklestirme, CO2’nin suda ¢dziliniip taginmasi ve viicuttan atilmasi, iyon degisimleri gibi

fonksiyonlarida gergektirdigi belirlenmistir (Goger ve Giilgin 2011).

CA enziminin onaltt izoenzimi bulunmakta ve CA | ve CA Il en onemli
izomerlerden olarak kabul edilmektedir. CA | ¢esitli dokularda bulunmakta, Ozellikle
kirmizi kan hiicrelerinde, bobreklerde ve pankreasta bulunmaktadir. Kirmizi kan
hiicrelerinde, oksijen ve karbon dioksit tasinimina yardimci olur. CA I, dokulara oksijen
tasindiginda karbon dioksitin kirmuzi kan hiicrelerine geri tasinmasini hizlandirir.
Bobreklerde, asit-baz dengesini ve elektrolit dengesini diizenlemede rol oynar. CA Il
ozellikle bobrek, barsaklar ve mide mukozasinda bulunur. Ayrica gézde de bulunabilir.
Bobreklerde, bikarbonat ve protonlarin geri emilimini diizenleyerek idrarin pH'sin1 kontrol
eder. Mide mukozasinda, mide asidinin {liretimini diizenleyerek mide pH'sin1 kontrol
etmektedir. Gozde, gozyasi olusumuna katkida bulunur. CA VIII, CA X ve CA Xl
izoenzimlerinin katalitik etki gostermedikleri belirlenmistir (Beydemir and Giilgin 2004,
Supuran 2008). CA II’nin saflagtirilmasi daha kolaydir. Bundan dolayr hem ucuzdur hem
de ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Goger 2014). Karbonik anhidrazlarin

katalizledileri reaksiyonlar Tablo 2’de verilmistir (Supuran and Scozzafava 2001).

Tablo 2. Karbonik Anhidraz Enziminin Gorev Aldig1 Reaksiyonlar

CO2 + H:0 «— HCOs + H'

NH=C=NH +H:0 < H:NCONH:
NH=C=0 + H:-O0 < H:NCOOH

RCHO + H:0 <« RCH(OH):
RCOOAr + H:0 < RCOOH + ArOH

RSOsAr + H.O <« RSOsH + ArOH
RSOCI + HO0 <« RSOsH + HCI

N o kWM E

Karbonik anhidraz enzim inhibisyonu birgok hastalik tedavisinde kullanilmaktadir.
Epilepsi ve glokom bu hastaliklara 6rnek olarak verilmektdir (inci et al. 2023; Akincioglu

vd 2013). CA’nin inhibisyonu veya aktivasyonu kanser, kalp ve damar hastaliklari, diyabet

28



ve Alzheimer gibi hastaliklarin tedavi uygulamalarinda 6nem arz etmektedir (Aslan et al.
2019).

Balda Onemli Fizikokimyasal Analizler ve Kalite Parametreleri

Bal diinya genelinde tiiketimi olan ve bu nedenle saglikli bir sekilde bulunmasi ¢ok
Oonem arz eden en cok tiiketilen ar1 iirliniidiir. Balin kalite kontrolii, tliketicilerin sagligim
olumsuz etkilememek, islenmeye uygunlugunu belirlemek ve pazarin talebini karsilamak
icin 6nemlidir. Balin yabanci bir tada sahip olmamasi, mayalanmaya baglamamasi, dogal
enzimlerini azaltacak kadar 1sitilmamasi veya insan sagligini tehlikeye atacak bir madde
icermemesi gerekir (Official Journal of the European Communities 2002). Balin fiziksel ve
kimyasal bilesimi, ar1 tiiriine, ¢icek kaynagina, iklim kosullarina, toprak tiirlerine ve
uygulanan igsleme bagl olarak degismektedir (Mulugeta and Belay, 2022; Margaoan et al.
2021; Lewoyehu and Amare, 2019). Bal kalitesi, balin fizikokimyasal analizi yoluyla
degerlendirilebilmektedir. Giiniimiizde balda tagsis ve sahtecilik ¢ok fazla goriilmektedir.
Bu tiir faaliyetlerin anlasilmasi igin devletler bal tebligleri yaymlamakta ve uluslararasi
kuruluslarda bu amaca hizmet etmek i¢in analiz yontemleri gelistirmektedir. Balda kalite
parametresi olarak bilinen 6énemli fizikokimyasal analizlerden bazilar1 sunlardir: Seker
kompozisyonu, naftalin, HMF, prolin, diastaz, nem, elektriksel iletkenlik, serbest asitlik ve
pH (Sekil 17). Bu analiz parametrelerine gelisen teknoloji ve analiz yontemleri ile zamanla
yenileri eklenmektedir. Ozellikle ballarda mineral icerigi, antibiyotik ilag ve pestisit kalinti
icerikleri ve konsantrasyonlar1 onem arz etmektedir. Toksik ozellikli bilesen ve agir
metallerin balda bulunmasi tiiketicilerin sagligina dogrudan etki yapmakta ve bu nedenle

analizler ile belirlenmesi gerekmekte ve gerekli durumlarda bu tiir ballar tiiketilmemelidir.
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Sekil 17. Balda 6nemli fizikokimyasal analizler
Seker Kompozisyonu (Glukoz, Fruktoz, Sakkaroz ve Maltoz)

Bal iceriginin % 60-80’i karbohidratlardan olusmaktadir. Ozellikle % 60’dan
fazlasinin monosakkarit olan glukoz ve fruktozdan meydana gelmektedir. Bu iki seker bal
arillarmin  nektardaki sakkarozu invertaz enzimi ile sulu ortamda pargalamalariyla
olusmaktadir (Karahan et al. 2023). Balda birgok farkli seker tiirleri de belirlenmistir.
Balin seker muhtevasi, iklime, cografyaya, floraya, ar1 sagligina, depolama ve isleme
sartlarina gore degismektedir. Balin fruktoz/glukoz orani kristallesme ile ilgili 6nemli bir
degerdir. Fruktoz/glukoz orani 1-1,2 arasinda oldugunda kristalizasyon hizli olmakta,
1,3’den biiyiik oldugunda ise kristalizasyon yavas olugsmaktadir. Kristalizasyon olay1 balin
kimyasal yapisini degistirmemektedir. Kristalizasyon olay1 40°C’nin iizerinde gitmekte, 25
°C’nin iizerinde dengeli, 10°C’nin altinda yavas gerceklesmekte, optimum sicaklik
araliginin ise 10-15°C oldugu belirtilmektedir (Seraglio 2019). Halk arasinda balin
kristalizasyonu donma olarak bilinmekte ve bu olay balin sekerlendigi anlaminda
yorumlanmaktadir. Ancak en kaliteli ballarin kristalizasyona ugradigi hatta uzun siirede ve
diistik sicaklikta kristalize olmayan ballarin 1s11 iglem gdren bal olabilecegi
belirtilmektedir. Bu nedenle balin kristallenmesi onun seker katildigi anlamina

gelmemektedir.
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Balda sakkaroz yiizdesinin fazla olmasi erken hasat edildigini ortaya ¢ikarmakta ve
sekerle beslemenin fazla oldugu anlamina gelerek balda tagsis yapildiga

yorumlanmaktadir (Seraglio 2019).

Ulkemizde Tarim ve Orman Bakanlhig tarafindan 2023 yilinda yayinlanan Tiirk
Gida Kodeksi Bal Tebligi (TGKBT) raporunda ¢igek ballarinda; maltoz en fazla % 4,
sakkaroz en fazla % 5, Fruktoz+glukoz degeri en az 100 g’da 60 g, Fruktoz/Glukoz

oraninin ise 0,9-1,4 arasinda olabilecegi belirtilmistir (Anonim 2023).

Naftalin

Naftalin polisiklik aromatik bir hidrokarbon olup (Sekil 18) giive kovucularda,
lavabo koku disklerinde, boya, yaglayict ve toprak fumigantlarimin Ttretiminde ve
naftilaminler, antranilik ve ftalik asitler ve sentetik reginelerin imalatinda ticari olarak

yaygin sekilde kullanilmaktadir.

C1oHs

Sekil 18. Naftalinin aromatik yapist

Bal, orman yanginlari, anmiz yakilmasi ve ar1 kovanlarinin yakinindaki sanayi
tesisleri gibi ¢esitli kaynaklardan ve aricilarin yetersiz uygulamalart sonucunda polisiklik
aromatik hidrokarbonlarla kirlenebilmektedir (Albero et al. 2003). Tarimsal uygulamalarda
insektisit, fungisitlere, ar1 kovanlarinda zararlilar1 ve ar1 hastaliklarin1 kontrol etmek igin
akarisitlerin yaygin kullanimi, balin dolayli veya dogrudan kirlenmesi olasiligim
artirmaktadir. Naftalin, balmumu giivesi kontrol ajam olarak aricilar tarafindan
kullanilmakta, arilarda, balmumu ve bal gibi ar {iriinlerinde kalinti birakmaktadir
(Bogdanov et al. 2004). Naftalinin kanserojen bir madde oldugu ve bir¢ok farkli kanser
tiirlerlerine neden oldugu belirlenmistir. Ciltle temasi, solunmasi ve yutulmasinin 6zellikle
karaciger hasar1 ve sinir sistemi bozukluklari ile ilgili oldugu belirtilmistir (Yost et al.
2021). TGKBT’de balda bulunmasi gereken en fazla naftalin konsantrasyonu 10 ppb
(ng/kg) olarak belirlenmistir.

HMF

Hidroksimetilfurfural (HMF), kimyasal formiilii CeOsHe olan (Sekil 19) ve

yapisinda aromatik aldehit, aromatik alkol ve furan halkasi bulundurmaktadir. HMF
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olusumu, hekzosun asit ile pargalanmasi veya enzimatik olmayan Maillard etkilesimi

sirecinde ger¢eklesmektedir.

o A\

(¢]

o
Sekil 19. Hidroksimetilfurfural (HMF)’nin a¢ik kimyasal yapisi

Gidalara yapilan 1s1l islemlere ve uygunsuz depolama sartlarma bagli olarak
olugmaktadir. Balda ise HMF’nin olugma sebeplerinin basinda 1s1l islem gelmektedir.
Balda HMF konsantrasyonun yiiksek olmasi balin 1sil islem gordiigli anlamina gelmekte,
diisiik olmasi ise balin 1s1l islem gérmeyip taze oldugunu gostermektedir. Ayrica yiiksek
HMF bala ticari surup katildig: ihtimalini arttirmaktadir. Bala seker suruplar ilavesinde
homojen yapinin saglanmasi igin 1s1l islem uygulanmakta ve bu durum balin HMF
konsantrasyonunu arttirmaktadir. Balin uzun siire beklemesi de HMF derisimini
yiikseltmektedir. Ayrica baldaki karbohidrat oraninin 6zellikle fruktozun artmasi da HMF
artisima neden olmaktadir (Anidiobu 2019). Tirkiye’de 2023 yilinda yayinlanan
TGKBT’de HMF konsantrasyonu en fazla 40 mg/kg olarak belirlenmistir. Ancak Italya,
Isvigre, Finlandiya ve Almanya gibi iilkeler bal icin HMF konsantrasyonunun en fazla 15

mg/kg olabilecegini belirlemistir (Bogdanov et al. 2004).

Prolin

Prolin (Sekil 20), aminoasit olup diger aminoasitlerden farkli olarak birincil amin
(NH2) grubu bulundurmaz, ¢iinkii yan zincirinde bulunan ii¢ karbon atomu bir halka

olusturarak peptit bagindaki nitrojene baglanmaktadir.

Sekil 20. Prolinin acik kimyasal yapisi

Balda bulunan aminoasitlerin  %50-85 oranin1 olusturmaktadir. Aminoasitler
proteinlerin yapi taslaridir. Balda yaklasik %0,1-0,5 oraninda protein bulunmaktadir. Bu
protein miktart iginde ise en fazla prolin aminoasidi bulundugundan bal i¢in prolin 6nem

arz etmektedir. Prolin bal icin Onemli bir kalite parametresidir. Balin igerigindeki
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konsantrasyonu ne kadar yiiksek ise balin o kadar kaliteli oldugu ve protein igeriginin de
ayni orantida yiiksek oldugu yorumlanmaktadir. Ayrica depolama siiresi uzun olan, 1s1l
isleme maruz birakilan ballarda prolin konsantrasyonu diismektedir. Yiiksek sicaklik
aminoasitleri denatiirasyona ugrattigindan dolay1 prolini de diisiirmektedir (Ecem et al.
2023). TGKBT’de ¢icek balinda prolin konsantrasyonunun en az 300 mg/kg olabilecegi
rapor edilmistir (Anonim 2023).

Diastaz

Bal, igeriginde Onemli enzimleri bulundurmaktadir. Bu enzimlerin baglicalar
diastaz ve invertazdir. Diastaz enziminin gorevi polisakkarit olan nisastay1 disakkarit olan
maltoza parcalamaktir. Balda diastaz enzimi aktivitesi, 1 saatte 40°C’de 1 g balda 0,01 g
nisastay1 parcalayan enzim miktar1 seklinde tanimlanmaktadir. Yiiksek sicaklik enzimlerin
yapisint bozdugundan dolay1 balda da diastaz sayisini diisiirmektedir. Isil islem gérmeyen,
tagsis ve sahtecilik uygulanmayan ballarda diastaz enzimi yiiksektir. Diastaz sayisi yliksek
olmasi balin kalitesi ile dogru orantilidir. Diastaz sayisim1 etkileyen birgok faktor
bulunmaktadir. Bunlar balin seker muhtevasi, nektar farkliligi, flora, ar1 sagligi, iklim ve
cografi orjindir (Bogdanov 2002). TGKBT’de ¢igek balinda diastaz sayisinin en az 8

olabilecegi rapor edilmistir.

Nem

Nem baldaki su muhtevasinin bir Olglisii olarak kullanilmaktadir. Balda yaklagik
olarak %13-20 arasinda nem bulunmaktadir. Nem balin aroma, tat, renk, viskozite,
kristallesme ve c¢oziiniirliik gibi bir¢cok 6zelligini etkilemektedir. Baldaki nem oraninin
yiksek olmasi kristalizasyonu arttirmaktadir. Balda nem oraninin artmasit balin
viskozitesinin diismesine de neden olmaktadir. Ayrica nem oram yiliksek ballar kalite
acisindan diisiik olarak degerlendirilmektedir. Kaliteli ballar nem orani diisiik olan ve tam
olarak dinlendirilmis ballardir (Chen 2019). TGKBT de ¢igek ve salgi ballarinda en fazla

bulunmasi gereken nem %20 olarak belirlenmistir.

Elektriksel iletkelik

Elektriksel iletkenlik balin mineral icerigi ve konsantrasyonu, botanik orjini ve
cicek veya salgi oldugunun belirlenmesinde kullanilmaktadir. Cigek ballarmin elektriksel
iletkenligi salgi ballarina gore daha diisiik oldugu yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda elektriksel iletkenlikligin balin mineral, protein ve organik asit igerigi
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ile artt1g1, su igerigi ile ise elektriksel iletkenligin azaldig: belirtilmistir (Chua et al. 2012).
TGKBT’de cicek ve salgi balinda elektriksel iletkenligin en fazla 0,8 mS/cm olmasi

gerektigi raporlanmustir.

Serbest Asitlik

Serbest asitlik balin aromasini olusturan, orjini hakkinda bilgi veren kalite
gostergelerinden biridir. Balin igerigindeki glukonik asit ve sitrik asit miktarlar1 salgi ve
cicek ballar1 arasindaki farkliligin belirlenmesini saglamaktadir. Balda en fazla goriilen
asitlerden biri asetik asit iken formik, laktik, biitirik, sitrik, malik asit gibi asitlerde
belirlenmistir (Mato et al. 2006). Serbest asitligin yiiksek olmasi balin fermante olmaya
basladiginin belirtilerindendir. Bunun nedeni ise baldaki karbohidratlar ve alkollerin,
mayalar ile asetik asite doniismesi olarak belirlenmistir (Alvarez-Suarez et al. 2007).

TGKBT de ¢icek ve salgi ballarinda en fazla 50 meq/kg olmas1 gerektigi belirtilmektedir.

pH

pH asitlik ve bazligin gdostergesi olarak bir ¢ok gida da kalite parametrelerinden
biridir. Balin pH degerinin 3,2-4,5 araliginda oldugu yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir.
Balin pH’sim1 muhtevasindaki karbohidratlar, mineraller, aminoasitler, peptitler ve organik
asitlerin konsantrasyonu ortaya ¢ikarmaktadir. Ozellikle de glukonik asitin varligi neden
olmaktadir. Glukonik asit, endojen bir glukoz oksidaz enzimi ile glukozun oksidasyonu
sonucu Uretilmekte ve ¢ok yiiksek antibakteriyel 6zellik gostermektedir. Bal, pH’sinin
yiiksek olmasi asidik degerinin diisiik oldugunu belirtmekte ve diisiik olmasi ise asidik
ozelliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Balin asidik degerinin yiiksek olmast ise balin
patojen igermesini ve ndtr pH'da {iremesi artan mikroorganizmalarin olusmasini
engellemektedir. Balin pH’simin  3,2-4,5 araligindaki asitlik o6zelligi, antibakteriyel
aktivitesinin en belirgin 6zelliklerinden biridir (Almasaudi 2021). TGKBT’de balda pH

icin limit bir deger belirtilmemistir.
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MATERYAL VE METOT

Kullamlan Kimyasallar

AChE, BChE, a-glikozidaz, a-amilaz enzimleri, HMF, troloks, a-tokoferol, BHT,
BHA, DPPH, L-tirozin, DMPD, ABTS, TCA, TPTZ, DTNB, PNF, CuCl,, aseton,
neokuprin, FeCls, ferrozin, Ks[Fe(CN)g], serum albiimin, asetilkolin iyodat, biitirilkolin
iyodat Sigma-Aldrich GmbH (Sterheim, Germany)’den temin edilmistir. Prolin, fruktoz,
Sephadex G-25, glukoz, trihidroksimetil aminometan (Tris), naftalin, hidroklorik asit,
sakkaroz, siilfirik asit, naftalin-D8 izotopu, fosforik asit, maltoz, sodyum bikarbonat,
sodyum hidroksit, coommassie brillant blue sodyum siilfat, sodyum asetat, siilfanilamid,
akrilamid, bisakrilamid, etanol, glisin ve sekonder metabolit standartlar1 G-250 Merck’ten

temin edilmistir. Kullanilan kimyasallar analitik saflikta temin edilmistir.
Cihazlar ve Diger Gerecler

Calismalarin yapildig: cihaz ve diger geregler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Caligmalarin Yapildig: Cihaz ve Geregler

Cihazlar ve Diger Gerecler

Marka-Model

LC-MS/MS

Shimadzu LCMS 8040 model

GC-MS/HS

PerkinElmer Clarus SQ 690

HPLC/RID/DAD

Agilent 1260 Infinity |1

Ultrasonik Su Banyosu

Wisd WUC-DO6H

Rotary Evaporator

BUCHI/R300

pH metre Mettler Toledo
Iletkenlik Olger Mettler Toledo
Refraktometre Isolab

Vorteks Fisons, Whirlimixer
Otomatik pipetler Eppendorf

Ultra Destile su cihazi

Sartorious, Arium, Almanya

Manyetik karistirici

Jeio Tech

Santrifiij cihazi Hermle Z 323
Derin dondurucu (-80 °C) Thermo
Buz Dolabi (+4/ -20 °C) Vestel

Hassas Terazi

Weightlab WSA-224

UV-VIS Spektrofotometre

Shimadzu UV-1208

UV Spektrofotometre kiiveti

1 cm? ve 3 cm?® liik kuartz kiivet

Isitict Dathan WiseStir
Calkalayict Benchmark
Inkiibator Niive CO>

Blender Waring Commerical
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Ar1 Uriinlerinin Temin Edilmesi

Arn triinleri Sekil 21°de belirtilen Tiirkiye’nin yedi farkli bolgesinden sekiz farkl
ilden temin edilmistir. Bu illerde bulunan Aricilar Birlikleri ile iletisime gegilerek ilgili
aricilardan temin edilmistir. Ari irlinlerinin zarar gérmemesi i¢in gerekli hasssasiyet
gosterilmis ve ari siitli gibi ¢abuk bozulan iirlinler soguk zincirde temin edilerek hemen -80
°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Temin edilen ar1 {riinlerinin gorselleri Sekil

22’de verilmistir. Ar {iriinleri taze olarak mevsimlerinde temin edilmistir.

(. s ~ & rpe \K
/ s ,\,« ~ N NN \
\?_2; \M‘/ < C Ny, {
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- ’/7 1k s \
3 - \
\";, o i 3 \
()\'& b
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hae 2 7 A N J 4 e MK | 3 ) j ' 8
S ; z ) { ) \ - —
: LK, { i = PO g ) oA 5 ,/\,/,\\ ?4
> & i : ) ; ) { / —
:’J,- YN f NN 4 ,\\ //\/ (NM// N
N A \ / S '\_) : :
N\ o \ N 1.Yalova 2.Aydin 3.Ankara 4.Mersin 5.

Sanliurfa 6.Erzurum 7.Artvin 8. Hakkar

Sekil 21. Ar1 iirlinlerinin temin edildigi iller

Ar driinleri yapilan tiim analizlerde toplandigi yer ve kendi isimleri ile
adlandirilmistir. Yapilan isimlendirmeler soyledir: Ankara polen, Ankara ar1 ekmegi,
Ankara propolis, Ankara bal, Ankara ar1 siitli, Artvin ar1 siitii, Artvin polen, Artvin ari
ekmegi, Artvin propolis, Artvin bal, Aydin polen, Aydin ar1 ekmegi, Aydin propolis,
Aydin bal, Aydin art siitii, Erzurum ar siitii, Erzurum polen, Erzurum ar1 ekmegi, Erzurum
propolis, Erzurum bal, Hakkari polen, Hakkari ar1 ekmegi, Hakkari propolis, Hakkari bal,
Hakkari ar1 siitii, Mersin ar1 siitli, Mersin polen, Mersin ar1 ekmegi, Mersin propolis,
Mersin bal, Yalova polen, Yalova ar1 ekmegi, Yalova propolis, Yalova bal, Yalova ar
stitii, Sanlwurfa arn siitii, Sanlurfa polen, Sanlurfa ar1 ekmegi, Sanlwrfa propolis, Sanlurfa

bal. Turkiye’nin yedi farkli bolgesinden sekiz farkli ilden bes farkli ari iiriinii ile toplamda

kirk numune temin edilmistir.
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Sekil 22. Sekiz farkli ilden temin edilen bes farkli ar1 iiriinleri (ar1 siitii, polen, ar1 ekmegi,
bal ve propolis)

Arni Uriinlerinin Ekstraksiyonlar

Propolis, polen ve ari ekmeginin ektraksiyonlari:

Propolis igerigindeki bal mumundan dolayr oda sicakliginda yapiskan halde
bulunmaktadir. Bu nedenle -80 °C derin dondurucuda dondurulduktan sonra blender ile
ogiitiilmiistiir. Polen ve ar1 ekmegi ise taze olarak karanlikta kurutulduktan sonra blender
ile ogiitiilldii. Sonra 6giitiilen ar1 tirtinlerinden 10 g tartildi ve % 70’lik 50 mL etanol ile 2
giin boyunca calkalayicida karistirildi. Cozelti iyice homojenlestikten sonra Whatman
sizgeg kagidi ile iki kez siiziildi. Siizme islemi bittikten sonra ¢oziicii evapotardr ile
uzaklastirildi ve ari irilinlerinin ekstreleri elde edildi. Elde edilen ekstraktlar -20 °C’de

muhafaza edilmistir.
Art siitiiniin ekstraksiyonu:

Arn siitii 3 g tartilarak 25 mL metanol ilave edildi ve 1 giin boyunca ¢alkalayicida
karistirildi. Sonra numune santrfiij edilerek proteinlerin ¢okmesi saglandi. Céken proteinin

iist fazindaki siipernetant kismi ile analizler yapilmistir.

Balin ekstraksiyonu:
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Balin antioksidan ve enzim inhibisyon c¢aligsmalar1 i¢in ayr bir ekstraksiyon islemi,
sekonder metabolit igeriginin belirlenmesi i¢in de ayr1 ti¢ ekstraksiyon islemi yapildi.
Antioksidan ve enzim ¢alismlari i¢in, 10 g bal tartilarak 25 mL % 70’lik etanol ile 15 dk.
ultrasonik su banyosunda karistirildi. Homojen hale geldikten sonra ¢ozeltiye tekrar 25 mL
% 70’lik etanol ilave edilerek tekrar 15 dk. ultrasonik su banyosunda homojen hale
getirildi. Sonra Whatman siizge¢ kagidi ile iki kez siiziildii ve evaporatdrde ¢oziici

uzaklastirilarak ekstrakt olusturuldu. Ekstreler -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekonder metabolit igerigi i¢in ise sadece bir bal belirlenerek onun tizerinden 3
farkli yontem ile ekstraksiyon islemi yapildi. Bunun yapilma nedeni ise farkli yontemlerin
ayni balda igerik sonucunu ne kadar etkiledigini belirlemektir. En etkili yontem
belirlendikten sonra diger tiim ballar bu etkili yontem ile ekstraksiyon edildi. Bu yontemler

sunlardir:

1. 5gbala 10 mL %2 NaCl (q) eklendi. 1 dk. galkalandi. 20 mL Etilasetat (EtAOC) ile
stvi-sivi ekstraksiyonu yapildi. Bu islem 5 defa tekrar edildi. Organik (EtAOC) fazlar
topland1 ve sodyum siilfat ile 10 dk. kurutuldu. Sonra EtAOC formu evaporatorde
ucuruldu. Elde edilen ekstreden 1000 mg/L konsantrasyonda metanol ile hazirlanan

¢ozelti analiz igin cihaza verildi.

2. 5 gbal 50 mL santrifiij tiipiine alindi. Sonra HCI ile pH’1 2’ye ayarlanan ultrapure
destile su ile 50 mL’ye tamamlandi. 10 mL (1:1) MeOH:H20O (metanol: ultrapure
destile su) karisimi ile SPE (Solid Phase Extraction) kartusu sartlandirildi. Sonra 50
mL bal ¢ozeltisi SPE kartusundan gegirildi ve SPE kartusu 20 mL pH’st 2 olan
ultrapure destile su ile yikandi. En son olarak 2 mL MeOH ile fenolik bilesikler eliie

edilerek viallere alinip cihaza verildi.

3. 5 g bal 50 mL santrifiij tiipiine alindiktan sonra %?2’lik tuzlu su ile 50 mL’ye
tamamlandi. 10 mL (1:1) MeOH:H2O karisimu ile SPE kartusu sartlandirildi ve 50 mL
bal ¢ozeltisi SPE kartusundan gegirildi. Sonra SPE kartusu 20 mL %2’lik tuzlu su ile
yikandi. En son olarak 2 mL MeOH ile fenolik bilesikler eliie edilerek viallere alinip

cihaza verilmistir.

Bu yontemler sonucunda en fazla fenolik, flavonoid ve organik asit bilesenlerinin
belirlendigi yontemin 2. yontem oldugu tespit edildi ve tiim ballarin ekstraksiyonu bu
yontemle yapildiktan sonra LC-MS/MS ile sekonder metabolitleri belirlendi. Ekstraksiyon
islemleri ile ilgili gorseller Sekil 23-24’te verilmistir. Biyolojik aktivite yontemlerinde ar1

tirtinlerinin ekstrelerinden 1 mg/mL konsantrasyonundaki stok ¢ozeltiler kullanilmisgtir.
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At iiriinlerinin kangtirilmast At iiriinlerinin evaporatdrden ¢dziicii uzaklastirilmasi

Sekil 23. Ar {iriinlerinin ekstraksiyon asamalari

Belirlenen 2. yéntemle diger ballarin, gekerden SPE
kartuslardan gecirilerek uzaklagtirilmasi

Balin 3 farkl: yéntemle (Solid Phase
Extraction SPE) kartuslardan gecirilmesi

Sekil 24. Ar siitii ve balin ekstraksiyon siiregleri

LC-MS/MS ile Sekonder Metabolitleri Belirleme Yontemi

Arn triinlerinin LC-MS/MS ile sekonder metabolitlerini belirlemek i¢in Yilmaz’in
metot validasyonu yaparak olusturdugu yontem uygulandi (Yilmaz 2020). Bu ydntemin
uygulamasindan once ar1 lriinleri ekstrelerinden 10 mg/mL derisimde stok ¢ozeltiler
hazirlandi. Bu gozeltiler cihaza verilmeden once 0.22 um siringa ucu filtreden siiziilerek

LC-MS viallerine alind1 ve cihaza verildi. Sekonder metabolit olarak 53 farkli bilesenin
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taramasi gergeklestirilerek kantitatif analizi yapildi ve {i¢ farkli bilesende internal standart
olarak kullanildi. Bu bilesenlerin kimyasal yapilar1 Tablo 4’te, LC-MS/MS cihazinin
analitik parametreleri Tablo 5’te verilmistir. Analizlerin gergeklestirildigi LC-MS/MS

cihazinin fotografi Sekil 25°te ve standart kromatogrami ise Sekil 26’da sunulmustur.

Sekil 25. LC-MS/MS cihazi
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Tablo 4. Calismada Taranan Sekonder Metabolitlerin A¢ik Kimyasal Yapilar

OH O

Luteolin

Apigenin
o O OH (o)
H3C-0O
(L) 3 "
HO (0] HO
Daidzein O—-CHj3

Syringic aldehyde

o 0]
T

0
/O/\)‘\OH
HO

Coumarin
Daidzin Genistein p-Coumaric acid
OH (@] 0] (0]
HO HO
HO O 0 O N"NoH OH D/\)‘\OH
OH HO HO
OH O y OH -
o-Coumaric acid Caffeic acid
Naringenin Gallic acid
0] CI)H3 0 0] 0]
Z OH 0
00 N OH OH OH
HO
OH HO HO OH
O~
HO JOH Forulic acid CHj Salicylic acid
OH Vanillic acid
Chlorogenic acid
o o o HO, 0
H3C—O N N H3C_O OH /
OH OH HO! - ~ “OH
HO OH
HO
O-CHj HO
O_CH3 . . .
o Cinnamic acid Syringic acid Quinic acid
Sinapic acid
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4-Hydroxybenzoic acid

0]

HO
o

0]

Fumaric acid

Catechin Epicatechin
Io) 0 O
(0]
OH H OH
HO HO HO \
OH (0]
OH
_ OH
OH Protocatechuic acid Protocatechuic aldehyde sis-Aconitic acid
Epigallocatechin
) OH on (@) (;,H3 (@)
HO O HO (0]
HO o) OH H
o g )or
0 OH HO
O OH OH 4 OH
(@) Gentisic acid Vanillin
OH

Ellagic acid OH

Epicatechin gallate

OH
OH
HO O
B OH
o CHy
OH OH OH
OH OH
OH
Epigallocatechin gallate Rutin
OH

o)

o OM@OH
HOQ HOJSQ*OH OH
HO /I(O OH

1,5-Dicaffeoylquinic acid

Piceid
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OH
HO 0
T
HO
oH OH

Cynaroside

Isoquercitrin
OH
H,C OH
0} OH

OH O-CH

0 3
o.__0O 0]

O Genistin
HO OH
OH OH O
Hesperidin

HO Q
D\/\WO OH
HO 5 OH
OH

OH O

Rosmaniric acid .

Cosmosiin

OH O-CHj,

HO O \\@

* OH
OH O
Hesperetin

Nicotiflorin
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Acacetin

Amentoflavone

(0]
HO
HO OH
Tannic acid

923245 56
RJ}O—E 53

E 21,22
6,00

E 49 54

1 48 50 55

. 32
4,00

] 33

. 34

] 8 35 42

E 17 6 4
3'00_ 9 25 3 3 45 46| !

] 23 104, 20, '( 3? 40 47 |
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» T T T T T T T T r[ [ T T T [ T T T T [ T T T T

5 10 15 2(1 25 35 40 45

min
1. Quinic asit, 2. Fumaric asit, 3. Aconitic asit 4. Gallic asit, 5. Epigallocatechin, 6. Protocatechuic asit, 7. Catechin, 8. Gentisic

asit, 9. Chlorogenic asit, 10. Protocatechuic aldehit, 11. Tannic asit, 12. Epigallocatechin gallat, 13. Sinarin, 14. 4-OH Benzoic
asit, 15. Epicatechin, 16. Vanilic asit, 17. Caffeic asit, 18. Syringic asit, 19. Vanilin, 20. Syringic aldehit, 21. Daidzin, 22.
Epicatechin gallat, 23.Piceid, 24. p-Coumaric asit, 25. Ferulic asit-D3 (IS), 26. Ferulic asit, 27.Sinapinic asit, 28. Coumarin, 29.
Salicylic asit, 30. Cyranoside, 31. Miquelianin, 32.Rutin-D3 (IS), 33. Rutin, 34. isoquercitrin, 35. Hesperidin, 36. o- Coumaric
asit, 37. Genistin, 38. Rosmarinic asit, 39. Ellagic asit, 40. Cosmosiin, 41. Quercitrin, 42. Astragalin, 43. Nikotiflorin, 44.
Fisetin, 45. Daidzein, 46. Quercetin-D3 (IS}, 47. Quercetin, 48. Naringenin, 49. Hesperetin, 50. Luteolin, 51. Genistein, 52.
Kaempferol, 53. Apigenin, 54. Amentoflavone, 55. Chrysin, 56. Acacetin

Sekil 26. LC-MS/MS standart kromatogramu ve standartlar
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Tablo 5. LC-MS/MS Cihaz1 Analitik Parametreleri ve Kromatografi Kosullar

Analitik Parametreler

Kromatografi kosullar1 veya Model

LC-MS/MS

Shimadzu LCMS-8040 model (LC-ESI-MS/MS)

Yazilim

LabSolutions (Shimadzu)

Autosampler

SIL-30AC model

Kolon firmmi

CTO-10ASvp model

Ikili pompalar LC-30AD model
Degasser DGU- 20A3R model
Kolonlar 150 mmx2.1 mm, 2.7 um, Agilent Poroshell 120

EC-C18 model
100 mmx2,1 mm, 2um, RP-C18 Inertsil ODS-4

Mobil fazlar (B)

Asetonitril ve metanol

Mobil faz katki maddeleri

Formik asit, asetik asit, amonyum asetat ve
amonyum format,

Kolon sicakliklar

25°C, 30°C, 35°C ve 40°C

Eluent A

Su + %0,1 formik asit + 5 mM amonyum format

Eluent B

%0,1 formik asit + 5 mM amonyum format +
Metanol

Gradyan eliisyon profili

20-100% B (0-25 dk.), 100% B (25-35 dk.), 20% B

(35-45 dk.)
Solvent akis hizi 0.5 mL/dk.
Enjeksiyon hacmi 5 uL

MS calisma kosullari

Nebiilize edici gaz (N2) akisi, 3 L/dk.; kurutma gaz
(N2) akisi, 15 L/dk.; DL sicakligl, 250°C; arayiiz
sicakligi, 350°C ve 1s1 blogu sicakligi, 400°C

Antioksidan Aktivite Yontemleri

Antioksidan aktivite yontemlerinin tiimiinde standart olarak kullanilan a-tokoferol,

trolox, BHT ve BHA, etanol ile 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan stok ¢ozeltiler

kullanilmustir.

Fe3* - Fe?* indirgeme Yontemi

Cozeltiler

e Fosfat tamponu (0,2 M): 3,12 g NaoHPO4 80 mL saf suda ¢oziilerek pH’s1

6,6’ya ayarlandi ve destile su ile son hacim 100 mL yapild:.
o % I’lik K3Fe(CN)e ¢ozeltisi: 1 g KsFe(CN)e’den alinarak 100 mL destile

suda ¢oziildi.

o % 10’luk TCA ¢éozeltisi: TCA’dan 5 g alinarak 50 mL destile suda ¢oziildii.
o % I’k FeCls ¢ozeltisi: FeCls.6H20’dan 165 mg tartilip 100 mL destile

suda ¢oziildi.
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Yontem

Oyaizu’nun (1986) yontemi modifiye yapilarak uyguland: (Giil¢in et al. 2009).
Deney tiiplerine pipetlemeler Tablo 6°da belirtildigi sirayla yapildi ve vortekslendi.
Tiplerden 1’er mL aliarak her birine 1’er mL destile su ilave edilip vortekslendi ve 10 dk.
karanlikta inkiibe edildikten sonra 700 nm’de absorbanslar 6l¢iildii. Kor olarak destile su
kullanilmistir. Kontrolii hazirlamak igin deney tiipli i¢erigine numune yerine destile su
konularak 6l¢tim yapildi. Absorbans sonuglart tiipler 2 kat seyreltildigi i¢in 2 ile ¢arpilarak

hesaplanmustir.

Tablo 6. Fe®* - Fe?* indirgeme Y énteminde Kullanilan Konsantrasyonlar (ug/mL)

Tiip icerigi (uL) 15 30 45 60

Numune/Standart 67,5 135 202,5 270
Destile su 432,5 365 297,5 230
Fosfat tamponu 1250 1250 1250 1250
FeCls ¢ozeltisi 250 250 250 250
KsFe(CN)e ¢ozeltisi 1250 1250 1250 1250
TCA ¢ozeltisi 1250 1250 1250 1250
Toplam 4500 4500 4500 4500

CUPRAC Yéntemi (Cu?* - Cu* indirgeme)
Cozeltiler

# 1 M CH3COONH, tamponu: CH3COONHs’den 3,85 g alind1 ve 40 mL
destile su ile ¢ozildi. pH’s1 6,5’e ayarland1 ve nihai hacim 50 mL’ye
tamamlandi.

#+ 0,01 M CuCl, ¢ozeltisi: CuCly’den 0,067 g tartildi ve 50 mL destile su ile
coziildii.

*+ Neokuprin ¢ozeltisi (7,5.10° M): 3,9 g neokuprin alinarak 25 mL etanol ile
¢Oziildii.

Yontem

Apak ve arkadaglarimin (Apak et al. 2006) yontemi modifiye edilerek
gergeklestirildi (Ak and Giilgin 2008). Deney tiiplerine pipetlemeler Tablo 7°de verildigi
sirayla yapildi ve vorteks ile karistirildiktan sonra yarim saat karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edilerek 450 nm’de absorbanslar olgiildii. Kor olarak destile su

kullanildi. Cu?"” min Cu*’ya indirgenmesi Sekil 27°de gosterilmistir.
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Tablo 7. CUPRAC Yonteminde Kullanilan Konsantrasyonlar (pug/mL)

Tiip icerigi (nL) 15 30 45 60
Numune/Standart 15 30 45 60
Destile su 685 670 655 640
CuCl: 125 125 125 125
Asetat tamponu 125 125 125 125
Neokuprin ¢ozeltisi 50 50 50 50
Toplam 1000 1000 1000 1000

Sekil 27. Cu?” nin Cu*’ya indirgenmesi

FRAP Yoéntemi (Fe3*-TPTZ indirgeme)

Cozeltiler

o 40 mM HCI ¢ozeltisi: Yaklasik 50 mL destile suya 0,334 ml %37 lik HCI
¢ozeltisi ilave edildi ve son hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e [0 mM TPTZ ¢ézeltisi: Yukarida hazirlanan HCI ¢6zeltisine 0,312 g TPTZ
eklenerek ¢oziildi.

e 0,3 M CH3COONa tamponu: 80 mL destile suda 2,46 g CH;COONa ¢6ziildii
ve pH’s1 3,6’ya ayarlandiktan sonra son hacim destile su ile 100 mL yapildu.

o FeCls ¢ozeltisi (20 mM): 100 mL destile suda 0,54 g FeCl3.6H20 ¢oziilerek
hazirlandi.

e FRAP reaktifi: 1 hacim FeCls, 1 hacim TPTZ c¢ozeltisi, 10 hacim asetat

tamponu ¢ozeltisi karistirildi.

Yontem
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Deney tiiplerine pipetlemeler Tablo 8’de verildigi sirayla yapildi ve vortekslendi.

Ust boliimlerinden

I’er mL alinarak her birine 1’er mL destile su eklendi.

Vortekslendikten sonra 10 dk. karanlikta ve oda sicaklifinda inkiibe edilerek 593 nm’de

kore (sodyum asetat tamponu) karsi absorbanslar 6l¢iildii. 2 kat seyreltme yapildigi igin

absorbanslar 2 ile carpilarak hesaplandi. Fe**-TPTZ’ nin Fe’*-TPTZ ye indirgenmesi Sekil

28°de gosterilmistir.

Tablo 8. FRAP (TPTZ) Metodu Deney Tiipii i¢erigi (ug/mL)

Tiip icerigi (uL) 15 30 45 60
Numune/Standart 375 75 112,5 150
Asetat tamponu 712,5 675 637,5 600
FeCls ¢ozeltisi 1000 1000 1000 1000
FRAP reaktifi 750 750 750 750
Toplam 2500 2500 2500 2500
[ [
/N /N
N™ IN N= IN
| X YN A | X YN N
_N _— Antioksidan (+e) _N N
N7 N7
/Fe3+ /Fe
ZZ\ \ X -~ >N \\N X
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| |
N /N N /N
NZ | N™ |
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Fe3*-TPTZ Fe*"-TPTZ

Sekil 28. Fe**-TPTZ nin Fe?*-TPTZ’ye indirgenmesi

DPPH’ Giderme Y éntemi

Cozeltiler

e 10% M’k radikal ¢ézeltisi: 100 mL balon jojeye 39,43 mg DPPH tartildi ve

etanol ile tamamland: ve 16 saat karistirildiktan sonra ¢ozelti hazirlandi.

Yontem

48



Blois yontemi (Blois 1958) esas alinarak gergeklestirildi. Oksidan olarak DPPH 1
mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. DPPH mekanizmasi Sekil 29°da sunulmustur. Radikal ve
etanolden olusan kontrol ¢6zeltisi kullanilmadan ©nce absorbanst 140,025 nm’ye
ayarlandi. Deney tiiplerine pipetlemeler Tablo 9’da belirtilen konsantrasyonlarda
yapildiktan sonra vortekslenerek oda sicakligi ve yarim saat karanlikta inkiibe edilip 517

nm’de kore (etanol) karst absorbanslari belirlendi.

Tablo 9. DPPH" Giderme Yo6nteminde Kullanilan Konsantrasyonlar (pug/mL)

Tiip icerigi 15 30 45 60
Numune/Standart 20 40 60 80
Etanol 730 710 690 670
DPPH- ¢ozeltisi 500 500 500 500
Toplam 1250 1250 1250 1250
NO, NO,
O,N NO, AH\V O,N NO,
P L VY
O (O
DPPH DPPH-H

Sekil 29. DPPH antioksidan mekanizmasi

ABTS™* Giderme Yontemi

Cozeltiler

e 0,1 M Fosfat tamponu: Na;HPO4’den 2,4 g tartilip 180 mL saf suda ¢oziildii.
pH’s1 7,4’e ayarlandiktan sonra son hacim destile su ile 200 mL yapildi.

e ABTS™ ¢ozeltisi (2 mM): ABTS’den 110 mg tartilarakalinarak 100 mL fosfat
tamponunda yaklasik 15 dk. karistirildi ve ¢oziinme gergeklestikten sonra
tizerine 66,23 mg K20sS; belirli limitlerle eklenerek ¢oziildiikten sonra 1-1,5
saat karistirtlarak hazirlandi (Sekil 30).

Yontem
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Re ve arkadaslarinin (Re et al. 1999) uyguladiktar1 yontem esas alindi. ABTS™
cozeltisi ve fosfat tamponundan olusan kontrol ¢ozeltisinin absorbansi kullanilmadan 6nce
140,025 nm’ye ayarlandi. Deney tiiplerine pipetlemeler Tablo 10°da verildigi sirasiyla
yapildi ve vorteks ile karistirildiktan sonra yarim saat karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe

edilerek 734 nm’de absorbanslar 6l¢iildii. Kor olarak fosfat tamponu kullanildi.

M ] +
=s—0r

HaC~ YS Hae NS S
/
HC N KeS208 | 11(

N N

K o o

s~ "N-CH2 s~ YN-CHz
O_//S\\O O_//S\O

o
ABTS ABTS™*

Sekil 30. ABTS ile K2S;0g’in reaksiyonu ile ABTS™* olusumu

Tablo 10. ABTS* Giderme Y 6nteminde Kullanilan Konsantrasyonlar (ug/mL)

Tiip icerigi (uL) 5 10 15 20
Numune/Standart 6,25 125 18,75 25
Fosfat tamponu 243,75 2375 231,25 225
ABTS™ ¢ozeltisi 1000 1000 1000 1000
Toplam 1250 1250 1250 1250

DMPD™ Giderme Y ontemi
Cozeltiler

e 0,1 M DMPD ¢ozeltisi: DMPD’den 105 mg tartilip 5 mL destile suda
¢oziildil.
e 0,05 M FeCls ¢ozeltisi: FeCls.6H20’dan 67,5 mg alinip 5 mL destile suda

coziildi.
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e 0,1 M CH3COONa tamponu: CH3COONa’dan 0,82 g alimip 80 mL destile
suda ¢oziilerek pH 5,25’e ayarlandiktan sonra nihai hacim destile su ile 100
mL yapildi.

e 0,01 M DMPD™ reaktifi: 0,1 M 100 mL sodyum asetat tamponuna (pH:
5,25) 0,1 M 1 mL DMPD ¢ozeltisi ve 0,05 M 0,2 mL FeCls ¢ozeltisi ilave

edildi ve ¢oziilerek hazirlandi.
Yontem

Fogliano ve arkadaslarinin (Fogliano et al. 1999) yontemi esas alinarak uygulandi.
0,1 M 100 mL sodyum asetat tamponuna (pH: 5,25) 0,1 M 1 mL DMPD ¢ozeltisi ve 0,05
M 0,2 mL FeCls ¢ozeltisi ilave edilerek 0,01 M DMPD™* reaktifi olusturuldu. DMPD™*
reaktifi ve destile sudan olusan kontrol ¢6zeltisinin absorbansi kullanilmadan dnce 1+0,025
nm’ye ayarlandi. Deney tiiplerine pipetlemeler Tablo 11’de verildigi sirayla yapilarak
vorteks ile karistirildiktan sonra 50 dK. karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi ve son olarak 505 nm’de absorbanslar 6l¢iildii. Kor olarak sodyum asetat tamponu

kullanilmustir.

Tablo 11. DMPD* Giderme Y 6nteminde Kullanilan Konsantrasyonlar (ug/mL)

Tiip icerigi (uL) 15 30 45 60
Numune/Standart 225 45 67,5 90
Destile su 4775 455 4225 410
DMPD™ reaktifi 1000 1000 1000 1000
Toplam 1500 1500 1500 1500

Toplam Fenolik Miktar1 Yontemi
Cozeltiler
¢ FCR oldugu sekilde kullanildu.
o NaxCOs ¢ozeltisi (%2 lik): 50 mL’lik balon jojeye 1 g Na,COs alinip, 40
mL destile suda ¢6ziildi. Nihai hacim destile su eklenerek 50 mL yapild:.

o Gallik asit ¢ozeltisi (Standart): 10 mL destile su i¢inde 10 mg gallik asit

¢oOziilerek hazirlandi.
Yontem

Art driinlerinin fenolik bilesik miktar: Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak
belirlendi (Singleton et al. 1999). Standart madde olarak gallik asit kullanildi. Ik olarak
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standart grafik ¢izimi i¢in 10 mg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. 10 mL
destile suda 10 mg gallik asit ¢oziiliip hazirlanan stokdan 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 uL gallik asit iceren ¢ozelti tiiplere alind1 ve son hacim destile su ile
23 mL’ye tamamlandi. Daha sonra sirasiyla 0,5 mL FCR ve ii¢ dakika sonra %?2’lik
Na2COs’den 1,5 mL eklendi ve iki saat siirecek sekilde normal kosullarda karistirdi. Son
olarak 760 nm’de kore (destile su) karsi absorbanslar belirlendi. Kontrol olarak ise
numune yerine destile su kullanildi. Numunelerin absorbanslarina karsilik gallik asit
ckivalenti (GAE) (ug) olarak hesaplandi. Toplam fenolik madde miktarmi belirlerken
deney tiipleri hacim igerigi Tablo 12’de gosterilmistir. Tiim numuneler igin 3 tekrarlt

analiz yapilmustir.

Tablo 12. Toplam Fenolik Miktar1 Deney Tiipleri Hacimleri

Numune (uL) 250 500 750 1000
Saf su (mL) 22,75 22,5 22,25 22
FCR (mL) 05 0,5 0,5 05
%2’lik Na2COs (mL) 15 1,5 15 15

Toplam Flavonoid Miktar1 Yontemi

Cozeltiler

e Quercetin ¢ozeltisi (Standart): 10 mL destile suda 10 mg Kersetin ¢oziildii.
o  NaxCOs ¢ozeltisi (%02 lik): 50 mL’lik balon jojeye 1 g Na,CO3 alinip ve 40
mL destile suda ¢6ziildii. Son hacim destile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

o AI(NOz3)3 ¢ozeltisi (%10 °luk): 135 mL saf suya 15 g AI(NO3)s alinip ilave

edilip ¢oziinerek hazirlandi.
o CH3COOK ¢ozeltisi (IM): 160 mL destile suda 19,8 g CH3COOK alinip

¢oziildii. Son hacim destile su ile 200 mL’ye tamamlandi.
Yontem

Ar iirlinlerinde bulunan toplam flavonoid miktar1 Park ve arkadaslarinin uyguladig:
yontem esas alinarak belirlendi (Park et al. 1997). Standart flavonoid madde olarak
kersetin kullamildi. Ilk olarak grafik cizilmesi igin hazirlanan stokdan 10, 20, 30, 40 ve 50
ug kersetin igeren ¢ozelti aymt hacimlerde pL olarak eklendi ve tiiplere 0,1 mL (1,0 M)
CH3;COOK (suda) ve 0,1 mL AI(NO3)3(%10) eklendi. Karisima 4,3 mL etanol eklenerek
karistirthip seyreltildi. Normal sartlarda kirk dakika inkiibasyona birakildi ve 415 nm’de

kore (etanol) karst absorbanslar olgiildii. Standart Kkersetin grafiginden ¢ikarilan
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denklemden toplam flavonoid konsantrasyonu kersetin ekivalenti (QE) (ug) olarak
belirlendi. Toplam flavonoid miktar1 deney tiipleri siralamasi ve hacimleri Tablo 13’te

sunulmustur.

Tablo 13. Toplam Flavonoid Miktar1 Deney Tiipleri Hacimleri

Numune (uL) 250 500 750 1000
CH3COOK 100 100 100 100
AI(NO3)s 100 100 100 100
Etanol 4300 4300 4300 4300

Arn {riinlerinin biyolojik aktivite belirleme c¢alismalarindan gorseller Sekil 31°de

verilmistir.

Sekil 31. Biyolojik aktivite ¢alismalarindan gorseller

Enzim inhibisyon Aktivite Yontemleri

Asetilkolinesteraz Enzimi Inhibisyon Aktivite Yontemi
Cozeltiler

o 10 mM asetilkolin iyodat ¢ozeltisi: 14,5 mg asetilkolin iyodat alinarak 5 mL
destile suda ¢oziildii.

e 1 M Tris-HCI tamponu: 0,182 g EDTA, 15,14 g Tris tartilarak 100 mL
destile suda ¢o6ziildii ve pH’s1 8¢ ayarlandi. Nihai hacim destile su ile 125
mL yapildi.

e DTNB ¢ozeltisi (10 mM): 0,1 g sodyum sitrat 2 mg DTNB, tartildi. 10 mL

saf suda ¢ozildi.
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Yontem

AChE asetilkolinin, tiyolin ve asetata pargalamaktadir. Enzim inhibisyonunu

belirlemede tiyokolin kullanilmaktadir. Tiyokolin ile DTNB’nin reaksiyonu sonucu sar1

renkli 5-Tiyo-2-Nitrobenzoik asit olusmakta ve 412 nm’de absorbans vermektedir (Ellman

et al. 1961). Enzim inhibisyonu ICso degeri belirlenerek yapildi. Bunun igin deney tiipiine

Tablo 14’te verildigi gibi pipetlemeler yapildi ve 412 nm’de 3 dk. boyunca absorbans

Ol¢limii yapildi. Son olarak konsantrasyona karst % enzim aktivitesi grafigi ¢izildi ve bu

grafik denkleminden ICso sonuglar1 belirlenmistir.

Biitirilkolinesteraz Enzimi Inhibisyon Aktivite Yontemi

Cozeltiler

Yontem

10 mM DINB ¢ozeltisi: 19,8 mg DTNB tartilarak 5 mL destile suda
¢oziildii.

Tris-HCI tamponu (1 M): 15,14 g Tris alinarak 100 mL destile suda ¢oziildi
ve pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra nihai hacim destile su ile 125 mL yapildi.
Biitirilkolin iyodat ¢ozeltisi (5 mM): 75,3 mg biitirilkolin iyodat alinarak 50
mL destile suda ¢oziildii.

Biitirilkolinesteraz, asetilkolinesteraz ile aym yontemde belirlendi. Farkli olarak

substrat olarak butirilkolin iyodat ve enzim olarak ise butirilkolinesteraz kullanildi. Enzim

inhibisyon caligmalarinda 6nemli bir nokta ise kontrollere goére enzim hacminde degisiklik

yapilmasidir.

Tablo 14. Kolinesteraz Aktivite Tayini Kiivet Igerigi

Kiivet icerigi Hacim (uL)
Tampon 100
Destile su 780
DTNB c¢ozeltisi 50
Enzim ¢bzeltisi 20
Numune (Inhibitor) (Degisebilir)
Substrat (Asetilkolin iyodat ve butirilkolin iyodat) 50
Toplam hacim 1000

a-Amilaz Enzimi Inhibisyon Aktivite Yontemi

Cozeltiler

54



e Sodyum Fosfat tamponu (0,1 M): 5,99 g sodyum fosfat 450 mL destile suda
¢ozildi ve pH’s1 6,9’a ayarlandiktan sonra nihai hacim destile su ile 500
mL yapildi.

e Nisasta ¢ozeltisi: 20 mg nigastanin 20 mL destile suda 1sitilarak ¢oziindii.
Yontem

Xiao ve arkadaslarinin yontemi esas alinak uygulandi (Xiao et al. 2006). Enzim
ticari olarak hazir satin alindi. Kiivet igerigi Tablo 15°te verildigi gibi dolduruldu. Enzim
substrati olan nisasta zor ¢Oziinmekte bu nedenle ¢oziinene kadar isiticili karistiricida
beklendi. Farkli numune konsantrasyonlar1 belirlenerek yontem uygulandi ve 580 nm’de

absorbans degerleri belirlenerek 1Cso belirlendi.

Tablo 15. a-Amilaz Aktivite Tayini Kiivet Igerigi

Kiivet icerigi Hacim (uL)
Numune (Inhibitor) - (Degisebilir)
Nisasta 500

Tampon 250 (Degisebilir)
Enzim 250

Toplam hacim 1000

a-Glikozidaz Enzimi Inhibisyon Aktivite Yontemi
Cozeltiler

e 0,1 M sodyum fosfat tamponu: 6 g NaH,POj tartildi. 450 mL destile suda
¢oziildii. pH’s1 6,9’a ayarlandiktan sonra son hacim destile su ile 500 mL
yapildi.

o DpP-NPG ¢ozeltisi (5 mM): 37,6 mg p-NPG tartilarak 25 mL yukarida

hazirlanan sodyum fosfat tamponu ile ¢oziildii.
Yontem

Tao ve arkadaglarmin yontemi esas alinak uygulandi (Tao et al. 2013). Tablo 16°da
verilen pipetlemeler yapildi ve 405 nm’de 3 dk. boyunca absorbans dlglimi yapildi. 1Csg
degeri i¢in a1 Uriinleri stok cozeltilerinin 6 farkli konsantrasyonda pipetlemeler yapildi.

405 nm’de 3 dk. absorbans degerleri belirlenip ICso degerleri hesaplandi.
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Tablo 16. a-Glikozidaz Aktivite Tayini Kiivet igerigi

Kiivet icerigi Hacim (uL)

Tampon 100

Destile su 820 (Degisebilir)
Enzim ¢ozeltisi 30
Numune(Inhibitér) - (Degisebilir)
p-NPG 50

Toplam hacim 1000

hCA | ve hCA II izoenzimleri Saflastirma Yontemleri

hCA I ve hCA II izoenzimleri i¢in Kullanilan Céziiciiler

Afinite jeli tamponu (200 mM): 16,8 g NaHCOg3 tartilarak 950 mL destile
suda ¢oziildii ve 1 N NaOH ile pH’s1 8,8’¢ ayarlandiktan sonra hacim
destile su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlandi.

Jeli dengeleme tamponu (25 mM Tris-HCI/0,1 M NazSOa4): 14,2 g NaxSO4
ve 3,028 g Tris tartilarak 950 mL destile suda ¢oziildii. 1| M NaOH ile pH’s1
8,7’ye ayarlandiktan sonra hacim destile su ile 1 L’ye tamamlanarak
hazirlandi.

Jeli ytkama tamponu (25 mM Tris-HCI/22 mM Na2SO4): 3,214 g Na,SO4 ve
3,028 g Tris tartilarak 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 M NaOH ile pH’s1
8,7’ye ayarlandiktan sonra hacim 1 L’ye destile su ile tamamlanarak
hazirlandi.

hCA I izoenzimi eliisyon tamponu (25 mM NaHPO4/1 M NaCl): 14,63 g
NaCl ve 2,2 g NaoHPO; tartilarak 200 mL destile suda ¢oziildi. pH’s1 6,3’e
ayarlandiktan sonra hacim 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

hCA Il izoenzimi eliisyon tamponu (0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClOy):
9,187 g NaClO4 ve 2,04 g CH3COONa.3H;0 tartilarak. 120 mL destile suda
coziilerek 1 N HCI ile pH’s1 5,6’ya ayarlandi ve nihai hacim destile su ile
150 mL yapildz.

Diyaliz tamponu: 6 g Tris 900 mL destile suda ¢oziilerek pH’s1 H2SOq ile
7,4’e ayarlandi ve nihai hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Tris-SO4 tamponu (0,05 M): 6,057 g Tris tartilarak 950 mL destile su ile
¢oziildii ve 1 N HzSO4 ile pH’s1 7,4°e ayarlandiktan sonra nihai hacim

destile su ile 1 L yapildi.
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e Nitrofenil asetat ¢ézeltisi (PNF): 13,5 mg PNF tartildi. 1 mL asetonda
¢ozildi. Nihai hacim destile su ile 25 mL yapildi.

CA Enzim Hemolizatinin Hazirlanmasi

Insan eritrositinden 10 mL almarak 40 mL buzlu destile su ilave edildi ve 5-10 dk.
araliginda hiicrelerin patlamasim saglamak i¢in karistirildi. 13.000xg’de +4 °C’de 30 dk.
boyunca santrifiij edilerek ¢oken kisma dokunmadan iist faz hemolizat dikkatlice alindi ve
alinan hemolizata azar azar tris eklenenek pH’s1 8,7’ye ayarlandi ve bu islemden sonra
hazir olan hemozilat +4 °C’de saklandi1 (Coban et al. 2008).

Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli belirli basamaklar izlenerek hazirlandi. Bu basamaklar sunlardir:
1) CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye L-Tirozin takilmasi

[k olarak afinite jeli hazirlama islemine CNBr ile aktiflestirilen Sepharose-4B
matriksi ile baslandi. Matriks soguk 0,1 M 250 mL NaHCOs3 (pH:10) tamponu ile yikandi
ve ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg L-tirozin ¢oziinmiis solusyon ilave edilerek +4
°C’de 2 saat yavasca karistirildi. 16 saat +4 °C’de bekletildikten sonra etkilesime girmeyen
L-tirozin’in uzaklastirilmasi i¢in 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar yikama suyu
ile yikandi. Yikama 100 mL 0,2 M NaHCOs3 tamponu (pH:8,8) ile siirdiiriildii ve matrikse

takili L-tirozin’li jel ayn1 tampona (40 mL) eklendi.
2) Siilfanilamid kenetlendirilmesi

25 mg siilfanilamid 1 M 10 mL HCI (0°C) iginde ¢6ziildii ve 75 mg NaNO: i¢eren
¢ozeltiden damla damla 5 mL ilave edildikten sonra 10 dk. reaksiyon siireci igin beklendi.
Bu islem sonrasinda diazollanmis olan siilfanilamid 40 mL sepharose-4B-L-tirozin
cozeltisine eklendi. pH 9,5’¢ 1 M NaOH ile ayarlandi ve normal sartlarda 3 saat yavas
yavas karistirildi. 1 L destile su ve 0,05 M 200 mL Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponu ile yikama

yapilarak tizerine ayn1 tampondan ilave edildikten sonra saklandi (Bingdl 2022).

CNBr Sepharose-4B-L-Tirozin afinite jeli tepkime mekanizmasi Sekil 32’de
verilmistir (Atasever et al. 2013).
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Sepharose 4B-L-Tirozin afinite jeli Sepharosglel-Tirozin
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Sekil 32. Afinite jeli reaksiyon mekanizmasi
Afinite Kolonunun Paketlenmesi, Numune ilavesi ve Eliiatlarin Alinmasi

Hazirlanan jel Tris-HCI (pH: 7,8) dengeleme tamponuna alinarak iginde biriken
hava su trombu ile alindi. Jel 1x10 cm’lik kapali sistem sogutmali kolona ilave edildilerek
jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa ile yikama tamponuyla yikandi. Sonra dengeleme
tamponu ile dengelendi ve eliatlar alimarak 280 nm’de absorbanslara bakildi.

Absorbanslarin esitlenmesi ile kolon dengelenmistir.

Hemolizat (pH’s1 8,7) afinite kolona damla damla eklendi ve 25 mM 400 mL Tris-
HCI (pH’s1 8,7) /22 mM Na,SOs ¢dzeltisi ile yikanarak safsizliklar uzaklastirild. 1k olarak
pH’s1 6,3 olan 1 M NaCl/25 mM NaxHPO; eliissyon tamponu eklendi ve CA | izoenzimi
saflastirildiktan sonra NaCHsCOO (0,1 M) / NaClO4 (0,5 M, pH: 5,6) eliisyon tamponu
eklenerek CA 1l izoenzimi eliie edilerek 2 mL’lik santrifiij tiiplerine eklendi. Son olarak

eliatlarin 280 nm’deki absorbanslar1 belirlendi.

hCA I ve hCA 1l izoenzimleri Esteraz Aktivitesi Tayini

Karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesi gostermesine bagli olarak
yapilmaktadir. CA enziminin substratt p-Nitrofenil asetat (PNF)’dir. Enzim PNF’yi
hidroliz ederek p-Nitrofenol veya p-Nitrofenolat olusturur (Sekil 33) ve esteraz aktivitesi
tayini bu esasa dayanmaktadir. Olusan bilesikler de 348 nm’de maksimum absorbsiyon

verir. PNF ¢ozeltisi hazirlanirken giinliik hazirlanmast, 1sikta cabuk bozuldugu icin folyaya
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sarillmasi ve ¢oziicii olarak aseton kullanilmasina dikkat edilmesi gerekmektedir. Aseton

kullanilmasinin nedeni ise diger ¢oziiciilere gore hidrolizi ¢ok az inhibe etmesidir (Gdger

and Giilgin 2013; Verpoorte et al. 1967).

ICI)
O—-C—CH OH @)
+  H,0 — + H3C—C—-0OH
O,N O,N
p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol Asetik asit

Sekil 33. p-Nitrofenil asetat’in CA ile p-Nitrofenol’e doniisiimii

Esteraz aktivitesini belirlemek i¢in 1 mL’lik kiivete Tablo 17°de belirtildigi gibi
pipetlemeler yapildi. Kor igin 400 uL tampon, 240 uL destile su (enzimden gelen 20
eklendi), 360 uLL PNF’den hazirlandi. Son olarak kore karsi 30 saniyede bir olmak {izere 3
dk. boyunca 248 nm’de absorbans Olglimleri yapildi. Son absorbans ile ilk absorbans
arasindaki fark alinarak aktivite belirlendi (Bu fark spektrofotometreden kaynaklandig i¢in

yapild1 baz1 farkli spektrofotometrelerde farkli hesaplanmaktadir).

Tablo 17. Karbonik Anhidraz Esteraz Aktivitesi Kiivet I¢erigi

Kuarz kiivet icerigi Hacim (uL)

Tris-SO4 tamponu 400

Destile su 220 (Inhibitore gore degisebilir)
PNF ¢ozeltisi 360

Numune (inhibitér) - (Suya gore degisebilir)
Enzim Cozeltisi 20

Toplam Hacim 1000

hCA | ve hCA 11 izoenzimleri inhibisyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim inhibisyonlar1 1Cso degerleri bulunarak esteraz aktivitesi yontemi ile
belirlendi. Bunun i¢in ar iirtinleri ekstrelerinin DMSO ile hazirlanan stoklarindan 6 farkli
konsantrasyonlarinda pipetlemeler yapildi ve 348 nm’de 3 dk. absorbans olgiimii yapildi.
Konsantrasyona karsi % enzim aktivitesi grafigi ¢izildi ve bu grafik denkleminden ICso

degerleri hesaplanmistir.
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Balda Fizikokimyasal Analiz Yontemleri

Seker Analiz Yontemi

Balda seker analiz yontemi Tiirk Standartlar1 Enstitiisti (TS 13359) ve Uluslararasi
Bal Komisyonu (IHC Boliim 7.2)’de belirtilen yontem esas alinarak belirlendi (Karahan et
al. 2023). Bu yonteme gore, 5 g bal tartildi ve yaklasik 40 mL ultrapure destile suda
¢Oziildii. Sonra tizerine 25 mL metanol eklenerck balon jojeye alindi ve ultrapure destile su
ilavesiyle hacim 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢06zeltinin yaklasgik 1,5 mL'si steril tek
kullanimlik ve 0,45 um siringa filtresi ile siiziilerek HPLC viallerine aktarildi ve HPLC
cihaz1 ile analiz yapildi. Elde edilen pik alam kalibrasyon egrilerindeki formiiller
kullanmlarak seker konsantrasyonlar1 % olarak hesaplandi. Seker standartlar1 ¢ozeltisine ait
kromatogram Sekil 34’te verilmistir. HPLC analizi i¢in kromatografik kosullar ise
sOyledir: mobil faz ultra saf su: asetonitril (20:80, v/v) karisimi, akis hiz1 1,3 mL/dak,
enjeksiyon hacmi 10 pL ve tespit sicakligt 30°C. Seker ve HMF analizlerinin yapildig:
HPLC-RID-DAD cihaz1 ve seker kalibrasyon grafigi Sekil 35°te gdsterilmistir.

(m] RTDW A, Refractive Index Signal
nRIU
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11.230 - SAKAROZ

-h\| o
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|

|

|
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—
-

-200000 |

-400000 ‘

00000

Sekil 34. Seker standart kromatogrami
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Sekil 35. HPLC-RID-DAD cihazi ve seker analizi kalibrasyon grafigi
Naftalin Analiz Yontemi

Naftalin analiz yéntemi izol tarafindan gelistirilen yéntem ile yapildi. 1 g bal 20
mL GS/MS/HS (Gas Chromatography/ Mass Spectroscopy/Headspace) (Sekil 36) vialine
tartildi. Uzerine 10 mg/L konsantrasyonunda metanol ile hazirlanms naftalin-D8 internal
standardi eklendi ve vial kapagi kapatilarak HS Autosampler (otomatik ornekleyici)
kismina yerlestirildi ve analiz yapildi. Kullanilan cihaz markasit PerkinElmer, GC modeli
Clarus 690, MS modeli Clarus SQ 8T, HS modeli TurbaMatrix 40 Trap’dir. Headspace
metot verileri ve kalibrasyon grafigi Sekil 37°de verilmistir. Naftalin ve naftalin-D8
izotopunun kromatogrami Sekil 38’de verilmistir. Cihaz yazilimi olarak TurbaMass Ver.
6.1.2 kullanilmistir. Analiz sonuglari cihaz yaziliminda yer alan NIST kiitiiphanesi ile
dogrulanmistir. Analiz isleminde 30 m, 0,25 mmlID, 0,25 pm Elite-WAX kolonu
kullanilmustir. Analiz siiresi 10 dk. olup ¢oziicii gecikme siiresi 0’dan 3 dk., MS Scan

zaman 3,5’den 10 dk. olup kiitle aralig1 35-250 olarak belirlenmistir.
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Sekil 36. Naftalin analizinin yapildigt GC/MS/HS cihazi

'og FY) 1 OMMMY MM 7 A MM MY DU P | el

1 I3
, 26-Sep-2022 + 07:16:57|
2: SIR of 2 Channels El+
10 777217T;1S 136.00
9.52e5
Area
%
0I"’ T v T > T T ¥ T T T T T T ] B LELE | T LI ] T . ITime
7.38 7.48 7.58 7.68 7.78 7.88 7.98 8.08 8.18

2: NAFTALIN

, 26-Sep-2022 + 07:16:57
2: SIR of 2 Channels El+

10 7.77,22;NAFTALIN 128.00
1.81e3
Area
%
0} T T T T T T T T T T T T T 1 Time
7.38 7.48 7.58 7.68 7.78 7.88 7.98 8.08 .18
Name RT Area Height ppb!
is 7.769 21177 951521
NAFTALIN 7.769 22 859

Sekil 38. Naftalin ve naftalin-D8 izotopunun GC/MS/HS kromatogrami

62



HMF Analiz Yontemi

Ballarmm HMF analizleri IHC (B6liim 5.1) ve TS 13356 yontemleri ile uyumlu olan
Bogdanov ve arkadaslarinin yaptigi yontem esas alinmistir (Bogdanov et al. 2002). Analiz
Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi cihazi ile yapildi. Analiz i¢in 5 g bal 50 mL
balon jojede tartildi ve 25 mL ultrapure destile su ilave edilerek karistirilip iyice ¢dziinmesi
saglandi. Balona 0,5 mL carez I eklendi ve iyice karistirildt ve bu kez 0,5 mL carez 11
cozeltisi ilave edilerek karistirildi. Nihai hacim ultrapure destile su ile 50 mL’ye
tamamland1 ve 3 saat inkube edildi. Sonra ¢ozelti siiziilerek siiziintiiden 1,5 mL enjektor ile
alimp 0,22 um membran filtre ile stiziiliip HPLC viallerine alind1 ve cihaza verildi. Her bir
bal numunesinin pik alam ile standart ¢ozeltinin pik alam karsilastirilarak HMF
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Cihaz ¢alisma kosullari: Dedektér DAD, kolon C18 4.6x250
mm, kolon sicakligi 30 °C, akis hiz1 1 mL/dk.,enjeksiyon hacmi 20 mL, mobil faz;
metanol: ultrapure destile su (10:90). HMF kalirasyon grafigi Sekil 39°da sunulmustur.

6 o
4 | \
2 W 3 ) =
03— — — =<
2 H ' 1 mef
Area - at exp. RT: 8.189
2300 "7 | DAD1 A, Sig=275,4 Ref=off
2000 e 77 Correlation: ©.99990
1500 ¥ Residual Std. Dev.: 15.88814
1000 h Formula: y =mx + b
500 3 .
x Measured point: (0.330, 42.123) 25 135.146%@
‘5 T T T T ]O T T T T "IQ b: -2.53378
1 <
Amount{pom] x: Amount [ ppm]
y: Area

Sekil 39. HMF analizi HPLC kromatogrami ve kalibrasyon grafigi
Prolin Analiz Yontemi

Bogdanov ve arkadaslarinin yaptigi ve IHC (Boliim 10) ile TS 13357 uyumlu olan
yontem uygulandi. Cozeltiler yontemde belirtildigi gibi hazirlandi. 5 g bal 100 mL balon
jojede tartilarak 50 mL destile su eklenerek bal ¢oziildii. Son hacim destile su ile 100 mL
yapildi. Bu ¢o6zeltiden 0,5 mL alinarak deney tiipiine aktarildi. Ayrica 0,5 mL kor i¢in
destile su bir tiipe ve 0,5 mL prolin standart ¢dzeltisi de ayr1 bir tiipe aktarildi. Ug analiz
tiipiine de 1 mL ninhidrin ¢dzeltisi ve 1 mL formik asit ilave edilerek 15 dk. karistirildi.
Ardindan 15 dk. kaynar su banyosunda bekletildi ve sonra 70°C’de farkli bir su
banyosunda 10 dk. bekletildi. Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 5 mL %50°1ik 2-propanol
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soliisyonu ilave edildi ve 45 dk. oda sartlainda inkiibasyona birakildi. Son olarak 510
nm’de absorbanslar1 belirlendi. Prolin konsantrasyonlari1 referans metotta yer alan formiil

ile hesapland1 (Bogdanov et al. 2002).

Diastaz Analiz Yontemi

Diastaz analizi Afshari ve arkadaglarinin yaptigi ve IHC (Boliim 6.2.)’de verilen
metot ile uyumlu olan yontem esas alinarak yapildi. 1 g bal tartilarak asetat tamponu ile
100 mL balon jojede tamamlandi. Cozeltiden 5 mL deney tiipiine aktarildi. Kor i¢in ise 5
mL asetat tamponu diger bir tiipe alindi. iki deney tiipii su banyosunda 40°C’de 5 dk.
inkiibe edildi ve iki tiipede Phadebas tableti eklendi. Tiipler 10 sn. vortekslendikten sonra
tekrar su banyosuna alindi. Yarim saat sonra tiiplere 1 mL NaOH c¢o6zeltisi eklendi ve
vortekslendi. Daha sonra tiipler 3600 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi ve slipernatant kismi1 620
nm de UV Spektrofotmetre ile destile suya karst okundu (Afshari et al. 2022). Diastaz ve

prolin analizinin yapildigi UV Spektrofotometre cihazi Sekil 40°ta gosterilmistir.

Sekil 40. UV Spektrofotometre
Nem Analiz Yontemi

Balda nem analizi Bogdanov ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ve IHC (Bolim 1)
ile TS 13365 yontemleriyle uyumlu olan metot uygulandi. Bu kapsamda Abbe
refraktometresi kullanildi. Bal numunesi iyice karistirildikten sonra baldan refraktometre
alt prizmasini kaplayacak miktarda prizmaya damlatildi. Daha sonra reftaktometre iist
prizmasi kapatilarak mercek kisminda yer alan cetvel yardimi ile goriilen deger not alindi
ve metotta verilen tabloda bulunan degere karsilik gelen % nem igerigi belirlendi
(Bogdanov et al. 2002; AOAC 2005). Nem analizinin gergeklestirildigi refraktometre Sekil

41°de sunulmustur.
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Sekil 41. Refraktometre cihazi
Elektriksel iletkenlik Analiz Yontemi

Elektriksel iletkenligin belirlenmesi TS 13366 metotu ile uyumlu olan yontem
uygulandi1 ve bunun i¢in balin nem degeri kullanildi. Balin nem degerine gore en az 20 g
kuru madde icerecek miktarda bal tartilarak 100 mL’lik beherde 70 mL destile su ile
¢ozlindii ve 100 mL balon jojeye aktarilark nihai hacim destile su ile 100 mL yapildi.
Ortam sicakliginin 20 °C’ye ayarlanmasi ile kalibrasyonu yapilan kondiiktometre (Sekil

42) ile bal numunelerinin elektriksel iletkenlik degeri belirlendi (Anonim 2001).

Sekil 42. Elektriksel iletkenlik ve pH metre cihazi
Serbest Asitlik Analiz Yontemi

Bal numunelerinin serbest asitligini belirlemek i¢in TS 13360 metotu ile uyumlu
olan yontem uygulandi. Bal numunesinden 250 mL’lik beherde 10 g bal tartild1 ve 75 mL
ultra destile su ilave edilerek karistirilip ¢6ziildii. Coziinen bal numunesine 5 damla
fenolftalein ¢ozeltisi damlatildi ve 0,05 N NaOH pH’s1 8,3 olan ¢ozeltisi damlatilarak
titrasyon yapildi. Pembe renk olunca titrasyon sonlandirildi. Harcanan NaOH ¢6zeltisi not

alinarak ballarin asitlik degeri metotta yer alan formiil ile hesaplandi (Bogdanov et al.
2002).
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pH Analiz Yontemi

Ballarin pH’s1 belirlenirken 10 g bal 100 mL’lik behere tartildi ve 75 mL ultra
destile su ile ¢oziindii. pH metrenin kalibrasyonu standart ¢ozeltiler (pH:4.00-7.00-10.00)
ile yapildiktan sonra pH metre probu bal ¢6zeltisine daldirilarak pH belirlendi (Bogdanov
etal. 2002).

istatiksel Analizler

Antioksidan sonuglar 3 tekrarli yapilan analizlerin sonuglar1 standart sapma ile
verilerek ve analizleri SPSS programu ile yapildi. Ayrica analizlerde Excel kullanilmis ve
ANOVA testi de uygulanmistir. Tukey'nin post hoc testi kullanilarak degerlendirildi; p <

0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

LC-MS/MS ile Sekonder Metabolit Bulgular:

LC-MS/MS ile ar1 iirtinlerinde 53 farkli fenolik, flavonoid bilesik ve organik asitler
kantitatif olarak incelendi. Bulgular Tablo 17-22’de verilmistir. Quercetin-D3, rutin-D3,

ferulic asit-D3 bilesikleri internal standart olarak kullanilmistir.

Propolis numunelerinde en yiiksek konsantrasyonda belirlenen bilesigin acacetin (
74,577 mg analit/g ekstre) oldugu belirlendi. Yalova propolisinde caffeic asit 14,421,
Ankara propolisinde quercetin 6,919, Mersin propolisinde naringenin 8,244, Sanlurfa
propolisinde apigenin 5,309, Ankara propolisinde amentoflavone 10,216, Ankara
propolisinde chrysin 57,922 ve Erzurum propolisinde ise chrysin 68,05 (mg analit/g ekstre)
konsantrasyonunda belirlenmistir. Toplamda 32 farkli sekonder metabolit propolislerde
belirlenmistir. Ozellikle acacetin ve chrysin konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi bu
bilesenler i¢in propolislerin hem madde olabilecegini gostermektedir. Propolislerin fenolik
ve organik asit igeriginin zengin oldugu goriilmiistiir. Sanliurfa propolisinin kromatogrami
Sekil 43’te sunulmustur. Sanlurfa propolisi en yiiksek konsantrasyonda acacetin igerdigi
icin secilmistir.

(x10.000.000) $anlurfa Propolis
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Sekil 43. Sanliurfa propolisinin LC-MS/MS kromatogrami
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Tablo 18. Propolislerin LC-MS/MS Sonuglar1

Propolis (mg analit/g ekstre

Sekonder Metabolitler Hakkari = Sanhurfa Yalova Erzurum @ Ankara @ Artvin . Mersin = Aydin
1 Quinic asit 0,936 0,306 0,134 0,38 0,171 2,023 0,185 3,522
2 Fumaric asit - - - - - - - -
3 Aconitic asit - - - - - - - -
4 Gallic asit 0,068 0,04 0,311 - 0,215 0,041 0,024 0,026
5 | Epigallocatechin - - - - - - - -
6 | Protocatechuic asit 0,617 0,316 0,683 0,196 0,139 0,035 = 0,146 0,54
7 Catechin - - - - - - - -
8  Gentisic asit - - - - - - - -
9 | Chlorogenic asit 0,019 0,093 0,051 0,013 0,012 - 0,176 0,039
10 | Protocatechuic aldehit 0,16 0,725 2,538 1,619 0,336 0,24 0,422 0,131
11 ' Tannic asit 0,17 - - - 0,538 - 0,013 0,07
12 Epigallocatechin gallat - - - - - - - -
13 | Sinarin - - - - - - - -
14 4-OH Benzoic asit - - - - - - - -
15 Epicatechin - - - - - - - -
16 = Vanilic asit - - 1,675 2,269 0,495 1,179 2,054 -
17 Caffeic asit 2,549 17,912 14,421 8,267 3,162 1,068 3,095 0,653
18 © Syringic asit - - - - - - - -
19 1 vanillin - - 0,837 - 0,274 0,381 0,253 -
20 © Syringic aldehit - - - - - - - -
21 Daidzin - - - - - - - -
22 . Epicatechin gallat - - - - - - - -
23 . Piceid - - - - - - - -
24 p- Coumaric asit 0,219 2,155 2,821 2,052 2,582 4282  319% 0,13
25 = Ferulic asit-D3 (IS) U U U U U U] U U
26 . Ferulic asit - - - - 1,252 2,828 4594 -
27 . Sinapic asit - - - - - - - -
28 . Coumarin - - - - - - - -
29 Salicylic asit - - - - - - - -
30 . Cynaroside - - - - 0,014 0,012 0,013 0,02
31 Miquelianin - - - - - - 0,025 0,242
32 Rutin-D3 (1S) U U U U U U u u
33 ' Rutin - - - - 0,079 - 0,182 0,166
34 ' isoquercitrin - - - 0,026 0,215 0,03 0,325 1,331
35 ' Hesperidin - - - 0,036 0,142 - 0,262 0,219
36 o- Coumaric asit - - - - - - - -
37 . Genistin - - - - - - - -
38 . Rosmarinic asit - - - - - - - -
39 ' Ellagic asit - - - 0,026 0,113 - - -
40 Cosmosiin - 0,071 - 0,034 0,084 0,045 0,067 0,09
41 - Quercitrin - - - 0,061 0,143 0,026 0,653 0,248
42 Astragalin - - - - 0,061 0,021 0,472 0,39
43 | Nicotiflorin - - - - - 0,02 0,409 0,134
44 Fisetin - - - - - - - -
45 Daidzein - - - 2,211 1,993 - - -
46 . Quercetin-D3 (1S) U u u u U U U U
47 Quercetin 3,138 4,114 1,421 6,724 6,919 0,934 1,854 3,03
48 = Naringenin 4,781 6,52 5,096 0,727 0,639 3,969 @ 8244 2,631
49 | Hesperetin 0,224 0,37 0,271 1,459 1,528 0,186 0,627 0,28
50 | uteolin 0,6 2,389 0,563 - - 0,232 1,412 2,087
51 ' Genistein - - - 2,706 2,02 - - -
52 . Kaempferol 3,445 4,186 1,879 3,523 3,426 2,014 @ 3121 0,565
53 . Apigenin 3,084 5,309 1,982 0,009 0,043 1,991 @ 3,254 1,788
54 = Amentoflavone 0,004 0,002 - 8,588 10,216 = 0,004 - 0,49
55 . Chrysin 6,42 10,273 10,976 = 68,05 57,922 9,163 @ 7,491 2,489
56 . Acacetin 57,245 74,577 8,58 - - 8,946 59,381 @ 59,305

-2 Tespit Edilmedi, U: Uygulanmadi, IS: internal Standart

Art ekmekleri, propolislere gore kalitatif olarak kiyaslandiginda daha az bilesen

icerdigi belirlenmistir. Kantitatif olarak da pergalarin konsantrasyonlarinin propolislere
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gore ¢ok diisik oldugu belirlenmistir. Pergada en yiiksek konsantrasyonda bulunan
bilesigin quinic asit (12,002 mg analit/g ekstre) oldugu ve Aydin iline ait oldugu
belirlenmistir. Yalova propolisinde quercetin konsantrasyonu 1,922 (mg analit/g ekstre)
olarak bulunmustur. Gallic asit (0,045 mg analit/g ekstre) sadece Sanlhurfa ar1 ekmeginde
belirlenmis olup diger ar1 ekmeklerinde tespit edilmedi. Vanilin (0,044 mg analit/g ekstre),
rutin (0,029 mg analit/g ekstre) ve cynaroside (0,077 mg analit/g ekstre) yalniz Erzurum ar1

ekmeginde belirlendi.

Ar ekmeklerinin toplamda ise 26 farkli sekonder metabolit icerdigi goriilmiistiir.
Ancak quinic asit ve quercetin disinda diger kantitatif olarak belirlenen bilesenlerin
konsantrasyonlarinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Aydin ar1 ekmeginin kromatogrami Sekil
44°te verilmistir. Quinic asit en yiiksek konsantrasyonda Aydin ar1 ekmeginde belirlendigi

i¢in secilmistir.
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Sekil 44. Aydin ar1 ekmeginin LC-MS/MS kromatogrami

69



Tablo 19. Ar1 Ekmekleri (Perga)’nin LC-MS/MS Sonuglari

Ar1 Ekmegi (mg analit/g ekstre)

Sekonder Metabolitler

Hakkari

Sanhurfa

Yalova

Erzurum

Ankara

Artvin

Aydin

Quinic asit

1,62

2,005

1,844

0,489

3,486

2,428

12,002

Fumaric asit

Aconitic asit

Gallic asit

Epigallocatechin

Protocatechuic asit

Catechin

Gentisic asit
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Hesperetin

0,02
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Luteolin
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Kaempferol
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0,383
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Apigenin

0,194

0,01

0,015

sy
N

Amentoflavone

0,004

0,414

0,03
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Chrysin

0,009

0,003

0,023

56

Acacetin

0,623

0,017

0,05

-2 Tespit Edilmedi, U: Uygulanmadi, IS: internal Standart
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Polen numunelerinde en yiiksek konsantrasyonda belirlenen bilesigin astragalin
(2,487 mg analit/g ekstre) oldugu goriilmiistiir. Polen numuneleri de propolise gore ¢ok
diisiik oranda ve sayida bilesik icermektedir. Ar1 ekmeklerinden de genel olarak bilesence
daha fakir oldugu belirlenmistir. Quinic (1,687 mg analit/g ekstre) asit en yiiksek
konsantrasyonda Hakkari poleninde belirlendi. Isoquercitrin (1,258 mg analit/g ekstre) en
yiiksek derisimde Aydin poleninde, quercitrin (1,51 mg analit/g ekstre) ise en yiiksek
Ankara poleninde tespit edildi. Protocatechuic asit (0,006 mg analit/g ekstre) ve tannic asit
(0,01 mg analit/g ekstre) yalmz Mersin poleninde, chlorogenic asit (0,008 mg analit/g

ekstre) sadece Artvin poleninde belirlendi.

Toplamda ise 53 bilesenden 25 tanesini igerdigi tespit edilmistir. Erzurum poleninin
LC-MS/MS kromatogrami Sekil 45°te verilmistir. Diger illerin kromatogramlar1 eklerde

verilmistir.
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Sekil 45. Erzurum polenin LC-MS/MS kromatogrami
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Tablo 20. Polenlerin LC-MS/MS Sonuclari

Polen (mg analit/g ekstre)

Sekonder Metabolitler

Hakkari

Sanhurfa

Yalova

Erzurum

Ankara

Artvin

Mersin

Quinic asit

1,687

0,333

0,358

0,904

0,088

0,145

0,14

Fumaric asit

Aconitic asit

Gallic asit

Epigallocatechin

Protocatechuic asit

Catechin

Gentisic asit

O: 0 N O Bl W N -

Chlorogenic asit

=
o

Protocatechuic aldehit

=
[N

Tannic asit

=
N

Epigallocatechin gallat

[
w

Sinarin

-
'y

4-OH Benzoic asit

=
o

Epicatechin

=
(o2}

Vanilic asit

-
~

Caffeic asit

=
o=}

Syringic asit

=
©

Vanillin

N
o

Syringic aldehit

N
[y

Daidzin

N
N

Epicatechin gallat

N
w

Piceid

N
~

p- Coumaric asit

N
[5;]

Ferulic asit-D3 (1S)

N
(=2}

Ferulic asit

N
3

Sinapic asit

N
[e=]

Coumarin

N
©

Salicylic asit

w
o

Cynaroside

w
s

Miquelianin

w
N

Rutin-D3 (1S)

w
w

Rutin

w
=

isoquercitrin

w
[5;]

Hesperidin

w
(2]

0- Coumaric asit

w
J

Genistin

w
o

Rosmarinic asit

w
©

Ellagic asit

I
o

Cosmosiin

IS
g

Quercitrin

o~
S}

Astragalin

N
w

Nicotiflorin

S
iy

Fisetin

N
[5;]

Daidzein

N
[=2]

Quercetin-D3 (IS)

N
hay}

Quercetin

S
o<}

Naringenin

0,047

0,11

0,409

N
o

Hesperetin

[
o

Luteolin

0,182

0,018

0,023

ol
puey

Genistein

al
N

Kaempferol

0,051

0,023

0,033

(9]
w

Apigenin

0,033

0,008

0,013

sy
N

Amentoflavone

0,161

0,026

0,047

(%]
(5]

Chrysin

0,057

0,017

0,088

56

Acacetin

0,228

0,1

0,175

-2 Tespit Edilmedi, U: Uygulanmadi, IS: internal Standart
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Arn siitii numunelerinde en yiiksek konsantrasyonda quinic asit (19,242 mg analit/g ekstre)
oldugu belirlenmistir. Ttim illerdeki ar1 siitlerinde quinic asidin en yiiksek konsantrasyonda
oldugu tespit edilmistir. Ari siitlerinin quinic asit konsatrasyon siralamasi sdyledir: Mersin
(19,242)>Ankara (16,958)>Artvin (16,66)> Erzurum (14,371)> Aydin (13,501)> Sanliurfa
(12,631)> Hakkari (10,763 mg analit/g ekstre). 4-OH Benzoic asit, quinic asitten sonra en
yiiksek konsantrasyonda tiim ari siitlerinde belirlendi. 4-OH Benzoic asit (6,482 mg
analit/g ekstre) en fazla Ankara ar siitlinde, protocatechuic asit (0,204 mg analit/g ekstre)
en fazlan Artvin an siitiinde, caffeic asit (0,298 mg analit/g ekstre) en fazla Aydin ar
siitlinde, p-coumaric asit en fazla Hakkari art siitinde ve quercetin (0,226 mg analit/g

ekstre) ise en yiiksek konsantrasyonda Artvin ar siitiinde tespit edildi.

Propolisler ile kiyaslandiginda ar siitiiniin bilesence daha fakir oldugu goriilmiistiir.
Toplamda ise ar siitlerinde 17 bilesen tespit edilmistir. Ornek olarak Ankara ar1 siitiiniin

kromatogrami Sekil 46’da sunulmustur.

(x100.000) Ankara Ari Siitii
1654.513

1

{s) 46

1 47

1,004 8, 523
] 'l‘ 6 9 7 342.5 asy , 45 rl 51 33

L i i) Al I o L il

min

Sekil 46. Ankara art siitiiniin LC-MS/MS kromatogrami
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Tablo 21. An Siitlerinin LC-MS/MS Sonuglari

An Siitii (mg analit/g ekstre)

Sekonder Metabolitler

Hakkari

Sanhurfa

Yalova

Erzurum

Ankara

Mersin

Quinic asit

10,763

12,631

11,811

14,371

16,958

19,242

Fumaric asit

Aconitic asit

Gallic asit

0,023

0,022

Epigallocatechin

Protocatechuic asit

0,014

Catechin

Gentisic asit

O: 0 N O Bl W N -

Chlorogenic asit

=
o

Protocatechuic aldehit

=
[N

Tannic asit

=
N

Epigallocatechin gallat

[
w

Sinarin

-
'y

4-OH Benzoic asit

=
o

Epicatechin

=
(o2}

Vanilic asit

-
~

Caffeic asit

=
o=}

Syringic asit

=
©

Vanillin

N
o

Syringic aldehit

N
[y

Daidzin

N
N

Epicatechin gallat

N
w

Piceid

N
~

p- Coumaric asit

N
[5;]

Ferulic asit-D3 (1S)

N
(=2}

Ferulic asit

N
3

Sinapic asit

N
[e=]

Coumarin

N
©

Salicylic asit

w
o

Cynaroside

w
s

Miquelianin

w
N

Rutin-D3 (1S)

w
w

Rutin

w
=

isoquercitrin

w
[5;]

Hesperidin

w
(2]

0- Coumaric asit

w
J

Genistin

w
o

Rosmarinic asit

w
©

Ellagic asit

I
o

Cosmosiin

IS
g

Quercitrin

o~
S}

Astragalin

N
w

Nicotiflorin

S
iy

Fisetin

N
[5;]

Daidzein

N
[=2]

Quercetin-D3 (IS)

N
hay}

Quercetin

0,113

S
o<}

Naringenin

0,017

0,015

N
o

Hesperetin

[
o

Luteolin

0,003

0,003

ol
puey

Genistein

al
N

Kaempferol

0,033

0,045

0,062

(9]
w

Apigenin

0,006

0,005

0,005

sy
N

Amentoflavone

(%]
(5]

Chrysin

0,015

0,014

0,027

56

Acacetin

0,092

0,036

0,051

-2 Tespit Edilmedi, U: Uygulanmadi, IS: internal Standart
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Ballarin, fenolik ve organik asit igeriginin zengin oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
konsantrasyonda belirlenen bilesigin ise salicylic asit (43,132 mg analit/g ekstre) oldugu
tespit edilmistir. Quinic asit (4,175) en yiiksek konsantrasyonda Yalova balinda,
protocatechuic asit (0,921) en yiiksek Artvin balinda, chlorogenic asit (1,111) ve 4-OH
benzoic asit (1,844) en yiiksek Sanliurfa balinda, caffeic asit (7,818) en yiiksek Artvin
balinda, vanillin (23,753) en yiikksek Sanlwrfa balinda, syringic aldehit (4,448) ve p-
coumaric asit (11,779) en yiiksek Artvin balinda, , quercetin (4,929) en yiiksek Sanliurfa
balinda, naringenin(3,971), acacetin (11,208) ve chrysin (4,548 mg analit/g ekstre) en
yiiksek Yalova balinda tespit edildi.

Toplamda 53 bilesenden 41 bilesen kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir. Ar1
driinleri icinde en fazla bilesen igeren lriiniin bal oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
konsantrasyonsa salicylic asit iceren Mersin balimin 06rnek olarak LC-MS/MS
kromatogrami Sekil 47°de verilmistir. Diger ar1 trtinlerinin LC-MS/MS kromatogramlari

Ek 1-37’de sunulmustur.

(x1.000.000) Mersin Bal
6.00-16.127.991
] 29
5,004
] 8 17 19 20

17 5
. 7 X 2 2508) | \ 35 38
U_DD- L I L A \“—'H—I!.\_n.
T T T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T I T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 15

min

Sekil 47. Mersin balinin LC-MS/MS kromatogrami
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Tablo 22. Ballarin LC-MS/MS Sonuglari

Bal (mg analit/g ekstre)

Sekonder Metabolitler Hakkari = Sanhurfa Yalova Erzurum @ Ankara | Artvin  Mersin  Aydin
1 Quinic asit 0,243 3,478 4,175 0,457 0,895 0,468 0,431 0,273
2 Fumaric asit - - - - - 1,112 - -
3 Aconitic asit - - - - - 0,002 @ - -
4 Gallic asit - 0,021 0,076 - - - 0,038 -
5 | Epigallocatechin - - - - - - - 0,852
6 | Protocatechuic asit - 0,606 0,655 0,156 0,328 0,921 0,438 0,192
7 Catechin - - - - - - 1,957 -
8 | Gentisic asit 0,249 0,645 0,031 - 0,039 - 0,093 -
9 | Chlorogenic asit 0,055 1,111 0,027 0,032 0,208 0,049 = 0,064 0,365
10 | Protocatechuic aldehit - 0,29 0,264 0,063 0,274 0,171 | 0,071 0,094
11 ' Tannic asit - 0,016 0,03 - - - 0,037 -
12 Epigallocatechin gallat - - - - - - - -
13 | Sinarin - - - - - - - -
14 4-OH Benzoic asit - 1,844 - - 0,849 - 0,78 -
15 Epicatechin - - - - - - - -
16 ' Vanilic asit - - - - - 13,32 - -
17 Caffeic asit 0,173 4,132 4,534 1,988 6,195 7,818 2,87 1,607
18 Syringic asit - - - - - - - -
19 1 vanillin 1,915 23,753 2,166 1,093 33,507 21,756 = 0,841 -
20 © Syringic aldehit - 0,279 0,796 - - 4,448 0,216 -
21 Daidzin - - - - - - - -
22 . Epicatechin gallat c - - - - - - -
23 . Piceid - - - - - - - 0,013
24 p- Coumaric asit 0,082 2,667 1,282 0,795 1,614 11,779 1,466 0,408
25 . Ferulic asit-D3 (1S) U U U U U U U U
26 . Ferulic asit - - - - - 5139 @ - -
27 . Sinapic asit - - - - - - - -
28 . Coumarin - 0,052 0,031 - - - 0,214 0,24
29 Salicylic asit 1,071 7,871 3,214 2,16 1,698 5,274 43,132 0,59
30 . Cynaroside - - - - - - - -
31 Miquelianin - - - - - - - -
32 1 Rutin-D3 (IS) U U U U U U u U
33 ' Rutin - 0,715 - - 0,115 - 0,049 -
34 ' isoquercitrin - 0,785 0,047 - 0,094 0826 @ - -
35 ' Hesperidin - 0,238 0,02 - 0,358 - 0,261 -
36 o- Coumaric asit - - - - - - - -
37 . Genistin - - - - - - - -
38 Rosmarinic asit 0,057 0,322 0,032 0,151 0,082 0,127 1,396 -
39 ' Ellagic asit - - 0,711 - - - 0,331 -
40 . Cosmosiin - 0,16 - 0,031 - 0,043 0,012 0,04
41 - Quercitrin - 0,233 0,145 0,205 0,038 0,873 0,043 0,047
42 Astragalin - 0,161 - 0,129 0,03 0,38 - -
43 | Nicotiflorin - 2,598 0,019 0,224 0,122 - - 0,054
44 Fisetin - - - - - - - -
45 | Daidzein - 0,01 - 0,009 0,015 0,006 @ - -
46 . Quercetin-D3 (1S) U u u u U U U U
47 Quercetin 0,167 4,929 2,405 0,992 191 0,598 @ 3,068 0,825
48 = Naringenin 0,536 2,371 3,971 2,144 2,206 3,641 | 2,769 2,289
49 | Hesperetin 0,009 0,061 0,11 0,043 0,355 0,046 0,339 0,011
50 | uteolin 0,021 0,345 0,152 0,613 0,168 0,407 1,041 0,177
51 ' Genistein - - - 0,052 - - - -
52 . Kaempferol 1,311 3,201 1,333 1,598 0,977 2,831 1,741 1,013
53 . Apigenin 0,257 3,282 0,706 1,295 0,897 0,623 1,876 0,808
54 = Amentoflavone - - - 0,048 0,005 0,007 @ - 0,005
55 . Chrysin 1,378 2,283 4,548 1,562 1,457 3,45 1,98 1,47
56 Acacetin 6,847 8,7 11,208 7,558 7,437 7,587 5,751 8,84

-2 Tespit Edilmedi, U: Uygulanmadi, IS: internal Standart
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Tablo 23. Artvin Balinin 3 Farkli Ekstraksiyon Y ontemi LC-MS/MS Sonuglari

Bal (mg analit/g ekstre)

Sekonder Metabolitler Artvin (1.yontem) Artvin (2.yontem) Artvin (3.yontem)
1 Quinic asit 1,701 0,468 0,232
2 Fumaric asit - 1,112 0,749
3 Aconitic asit 0,016 0,002 0,004
4 Gallic asit - - -
5 Epigallocatechin - - -
6 Protocatechuic asit 1,994 0,921 1,042
7 Catechin - - -
8 Gentisic asit - - -
9 Chlorogenic asit - 0,049 0,015
10 Protocatechuic aldehit - 0,171 0,067
1 Tannic asit - - -
12 Epigallocatechin gallat - - -
13 Sinarin - - -
14 4-OH Benzoic asit - - -
15 Epicatechin - - -
16 Vanilic asit - 13,32 2,764
17 Caffeic asit 0,142 7,818 2,433
18 Syringic asit - - -
19 Vanillin 0,15 21,756 7,167
20 Syringic aldehit - 4,448 3,88
21 Daidzin - - -
22 Epicatechin gallat - - -
23 Piceid - - -
24 p- Coumaric asit 0,183 11,779 5,318
25 Ferulic asit-D3 (IS) U U U
26 Ferulic asit - 5,139 1,721
27 Sinapic asit - - -
28 Coumarin - - -
29 Salicylic asit 0,027 5,274 0,168
30 Cynaroside - - -
31 Miguelianin - - -
32 Rutin-D3 (1S) U U U
33 Rutin - - -
34 isoquercitrin - 0,826 0,427
35 Hesperidin - - -
36 o- Coumaric asit - - -
37 Genistin - - -
38 Rosmarinic asit - 0,127 0,056
39 Ellagic asit - - -
40 Cosmosiin - 0,043 0,025
41 Quercitrin 0,023 0,873 0,488
42 Astragalin - 0,38 0,339
43 Nicotiflorin - - -
44 Fisetin - - -
45 Daidzein - 0,006 0,007
46 Quercetin-D3 (IS) U u U
47 Quercetin - 0,598 0,172
48 Naringenin 0,053 3,641 3,432
49 Hesperetin - 0,046 0,03
50 Luteolin 0,005 0,407 0,434
51 Genistein - - -
52 Kaempferol 0,039 2,831 2,389
53 Apigenin 0,009 0,623 0,843
54 Amentoflavone - 0,007 0,009
55 Chrysin 0,02 3,45 2,744
56 Acacetin 0,031 7,587 5,809

-2 Tespit Edilmedi, U: Uygulanmadi, IS: internal Standart

Arn iriinlerinde bal ektraksiyonu yaparken ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi Artvin

bali secilerek uygulandi. Ballarin ekstraksiyon yontemleri literatiire goére farkliliklar
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gostermektedir. Bu nedenle belirledigimiz ti¢ farkli ekstraksiyon yontemi ile ballar
ekstrakte edildi. Sonug olarak ballarda bilesen sayisi ve konsantrasyon miktari en yiiksek
olan degerlerin 2. Yontem oldugu tespit edilmistir. Ekstraksiyon yontemleri arasinda
konsantrasyon miktar1 agisindan farklilik oldugu goriilmistir. Artvin balinin g

ekstraksiyon yontemi kromatogramlart Ek 17-19’da verilmistir.
Antioksidan Aktivite Bulgulari

Radikal Giderme (DPPH’, ABTS™* ve DMPD™) Y 6ntemleri Bulgulari

Art iiriinlerinin DPPH’, ABTS™* ve DMPD* giderme yontemlerinin sonuglari Tablo

24°te verilmistir.

Tablo 24. DPPH’, ABTS* ve DMPD* Giderme Yontemlerinin Sonuglar

DPPH’ (As17) ABTS™* (A734) DMPD™ (As05)
SRR e N e Er ICso(ug/mL) | r? ICso(ug/mL) | 2 | ICso(ug/mL) | r?
_[BHA 27,413 09547 50704 0,9804 40,120 0,9936
§ BHT 59,957 09982 4511 0,9938 - -
§ a-Tokoferol 26,667 0.9507 54 463 09754 - -
Trolox 28,295 09758 g 767 09675 10,657 09777
Polen 78,049 09649 o7 oo 0,9453 40,609 0,9612
= Ar1 ekmegi 80,427 09690 39 g4 09883 53,333 0,9910
= Propolis 29,860 09849 ) 47 09235 29,026 0,9860
o Bal 94,770 09690 105 917 09892 70,643 0,9877
Ar siitii 84,508 09528 35 oo 0,9984 15,818 0,9908
Polen 71,580 09350 32,625 0,9484 43,682 09718
_ Arickmegi 80,889 09761 41,158 09258 62,176 0,9786
€ Propolis 33,416 09988 27,574 09239 20,163 09735
2 Bal 101,152 09380 107,128 0,9897 65,286 0,9409
Ar siitii 88,251 09439 33,276 0,9206 22,308 0,9813
Polen 70,104 09769 | 29,632 0,9844 45,000 0,9880
. Artekmegi 79,552 09494 | 50,651 0,9698 52,833 0,9869
(_86 Propolis 31,402 09963 | 25,861 09435 21,381 0,9900
> Bal 85,736 0,9409 | 139,771 0,9456 | 78,333 0,9573
Ar siitii 82,102 09757 32,782 09768 16,407 0,9921
Polen 95,892 09547 | 35,940 09214 48,947 0,9767
= | Ariekmegi 89,783 09557 | 63,575 0,9925 39,304 0,9706
£ propois 55,539 09906 34,912 09781 19,660 0,9932
T Bal 88,144 09629 166,069 0,9348 69,786 0,9628
Ar siitii 75,290 09438 29,589 09593 16,623 0,9915
Polen 79,307 09661 36,827 0,9992 42,682 0,9769
= An ekmegi 75,277 09419 49,432 0,9837 34,600 0,9823
:% Propolis 48,031 09848 35,655 0,9963 29,750 0,9955
Bal 94,929 09545 150,441 0,9473 60,800 0,9359
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Tablo 24. (devam)

Ar siitii 71,523 0,9485 27,994 0,9802 16,760 0,9813
Polen 77,592 0,9482 30,506 0,9873 39,565 0,9742
Ar1 ekmegi 80,329 0,9510 39,214 0,9568 43,810 0,9713
g Propolis 33,936 0,9987 28,471 0,9506 18,128 0,9831
< Bal 83,789 0,9348 190,259 0,9343 49,368 0,9267
A siitii 81,660 09410 31,327 0,9874 19,489 0,9947
Polen 65,626 0,9786 29,986 0,9447 48,211 0,9603
& Ariekmegi 82,768 0,9420 34,054 0,9977 49,105 0,9804
E Propolis 26,937 0,9453 26,211 0,9260 23,205 0,9901
5, Bal 94,458 0,9423 113,063 0,9866 61,533 0,9465
Ar siitii 79,596 0,9434 27,223 0,9281 15,211 0,9909
Polen 75,056 0,9653 @ 51,656 0,9793 ' 45,333 0,9907
< Ar1ekmegi 90,080 0,9419 40,427 0,9922 38,739 0,9593
_5 Propolis 33,283 0,9957 27,000 0,9897 21,548 0,9905
é Bal 86,363 0,9620 197,882 0,9372 61,267 0,9539
At siitii 84,925 0,9429 28,429 0,9734 16,143 0,9919

Tiim degerler ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalamasidir (n = 3 ve p < 0,05 anlaml1 kabul edilir).

Arn iirtinlerinin radikal giderme aktivite yontemleri sonuglar1 Trolox, a-Tokoferol,

BHA ve BHT standart antioksidanlari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Iki radikal

giderme yonteminde de ari {iriinleri i¢inde aktivitesi en yiiksek olanin propolis numuneleri

oldugu belirlenmistir. Ancak DMPD'* yonteminde ise ari siitleri daha aktif olup BHA

standardindan da daha fazla aktivite gdstermektedir. Ozellikle propolislerin genel olarak

BHT standart antioksidanindan yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi ve diger standartlara

da yakin aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Art tiriinlerinden 6rnek olarak birer radikal

giderme grafikleri Sekil 48-50°de sunulmustur. Diger illerin grafikleri eklerde verilmistir.
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Sekil 48. Erzurum ari iiriinleri DPPH" giderme grafigi
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Sekil 49. Erzurum ari {iriinleri ABTS™ giderme grafigi
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Sekil 50. Erzurum ari iirtinleri DMPD ™ giderme grafigi
Indirgeme (Fe3*, CUPRAC ve FRAP) Yéntemleri Bulgular

Indirgeme yontemleri olarak Fe®*-Fe?*, CUPRAC (Cu?*-Cu*) ve FRAP (Fe®*-
TPTZ) bulgan trolox, a-tokoferol, BHA ve BHT standart antioksidanlar ile birlikte Tablo
25’te verilmistir. Ar irlinlerinin indirgeme yontemleri grafikleri bir il segilerek Sekil 51-

53’te sunulmustur. Diger ar1 tirtinlerinin grafikleri ise Ek 38-79’da verilmistir.
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Tablo 25. Fe**, CUPRAC ve FRAP Indirgeme Sonuglar1

Fe*-Fe?* indirgeme Cu?*-Cu* indirgeme Fe**-TPTZ indirgeme

Standart ve Numuneler A 700 r2 A 450 r2 A 593 r2
BHA 2,773+0,002 0,9858 1,840+0,022 0,9946 1,250+0,016 0,9905
% BHT 0,379+0,031 0,9896 1,020+0,007 0,9919 0,945+0,034 0,9958
E a-Tokoferol 2,645+0,077 0,9997 2,151+0,019 0,9950 1,755+0,023 0,9932
? Trolox 2,900+0,085 0,9934 1,469+0,016 0,9904 1,181+0,006 0,9912
Polen 0,265+0,002 0,9610 0,246+0,012 0,9911 0,470+0,004 0,9736
£ Ariekmegi 0212£0,004 09900  0261£0,036 09933  0,394+0,004  0,9893
% Propolis 1,364+0,052 0,9951 1,780+0,033 0,9899 1,289+0,009 0,9920
w  Bal 0,079+0,001 0,8827 0,096+0,007 0,9728 0,3+0,001 0,9954
Arn siitii 0,197+0,005 0,9781 0,247+0,008 0,9555 0,601+0,010 0,9976
Polen 0,251£0,002 0,9913 0,294+0,009 0,9869 0,475+0,007 0,9714
<  Arekmegi 0,160+0,001 0,9820 0,195+0,020 0,9934 0,337+0,003 0,9968
£ Propolis 1,207+0,001 09993  1,896+0,139 09957  1381+0,017 09934
= Bal 0,087+0,004 0,9479 0,084+0,007 0,9549 0,269+0,008 0,9382
Arn siitii 0,263+0,003 0,9951 0,204+0,006 0,9945 0,547+0,007 0,9689
Polen 0,300+0,008 0,9940 0,331+0,027 0,9904 0,548+0,005 0,9834
< Ar1 ekmegi 0,161+0,004 0,9983 0,223+0,011 0,9931 0,342+0,006 0,9590
c—% Propolis 0,997+0,007 0,9943 1,293+0,036 0,9976 1,29+0,038 0,9915
> Bal 0,077+0,001 0,8710 0,085+0,012 0,9750 0,270+0,006 0,8995
Ar siitil 0,187+0,006 0,9904 0,186+0,006 0,9868 0,717+0,002 0,9902
Polen 0,18+0,004 0,9650 0,134+0,005 0,9668 0,356+0,007 0,9983
=  Ar1 ekmegi 0,148+0,001 0,9796 0,208+0,006 0,9881 0,324+0,007 0,9698
t::g Propolis 0,391+0,005 0,9990 1,099+0,050 0,9950 0,858+0,048 0,9933
f Bal 0,252+0,001 0,8829 0,075+0,005 0,9200 0,265+0,004 0,9863
An siitii 0,224+0,006 0,9922 0,196+0,007 0,9977 0,673+0,008 0,9927
Polen 0,209+0,002 0,9669 0,186+0,007 0,9953 0,410+0,004 0,9635
- Ar1 ekmegi 0,203+0,001 0,9786 0,312+0,003 0,9967 0,425+0,006 0,9897
S,  Propolis 0,498+0,008 0,9918 0,843+0,040 0,9954 0,991+0,007 0,9920
<« Bal 0,264+0,004 0,9540 0,077+0,003 0,9416 0,25+0,007 0,9251
Ar siitil 0,297+0,002 0,9936 0,181+0,007 0,9796 0,637+0,006 0,9997
Polen 0,219+0,005 0,9903 0,288+0,009 0,9968 0,519+0,004 0,9861
c Ar1 ekmegi 0,160+0,004 0,9476 0,204+0,013 0,9807 0,365+0,006 0,9972
2 Propolis 1,168£0,058 09742  0801£0,026 09903  1345:0,022  0,9916
< Bal 0,291+0,004 0,8916 0,075+0,003 0,9138 0,254+0,006 0,9530
Arn siitii 0,259+0,015 0,9874 0,177+0,009 0,9924 0,574+0,006 0,9587
Polen 0,221+0,004 0,9908 0,371+0,016 0,9886 0,559+0,004 0,9944
& Ar1 ekmegi 0,151+0,008 0,9776 0,229+0,007 0,9745 0,371+0,006 0,9665
_E Propolis 1,358+0,039 0,9909 0,976+0,027 0,9904 1,586+0,015 0,9932
& Bal 0,077+0,002 0,9312 0,093+0,005 0,9490 0,275+0,005 0,8939
Ar siitil 0,270+0,003 0,9880 0,184+0,010 0,9927 0,736+0,007 0,9846
< | Polen 0,193+0,004 0,9917 0,195+0,042 0,9910 0,38+0,004 0,9958
cx: Ar1 ekmegi 0,147+0,001 0,9975 0,196+0,006 0,9964 0,349+0,006 0,9544
< Propolis 0,812+0,006 0,9952 1,046+0,042 0,9932 1,396+0,026 0,9932
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Tablo 25. (Devami)

Bal

0,080+0,002 0,9369 0,079+0,003 0,9182 0,292+0,002 0,9723

Ar siitii

0,197+0,002 0,9937 0,187+0,009 0,9700 0,597+0,007 0,9824

Tiim degerler ii¢ paralel 6l¢limiin ortalamasidir (n = 3) ve ortalama + SD olarak sunulmustur (p < 0,05
anlamli kabul edilir).

Ar1 {riinlerinin indirgeme yontemleri sonuglari i¢inde en yiiksek aktivite gosteren

numunenin yine propolisler oldugu belirlenmistir. Propolis numunelerinin BHT standart

antioksidanindan daha fazla antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Absorbans (700 nm)
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Ankara propolis
Ankara arisiitii
Ankara bal

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 51. Ankara ar1 iiriinleri Fe** indirgeme grafigi

Absorbans (450 nm)
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Sekil 52. Ankara ar1 iirtinleri CUPRAC grafigi
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Sekil 53. Ankara ar1 tiriinleri FRAP grafigi

Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktar1 Bulgulari

Toplam fenolik madde miktar1 sonuglart Sekil 54°te sunulan standart grafikten

hesaplanmustir.

Absorbans (760nm)

Sekil 54. Toplam
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0,4 -
0,3 e
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fenolik madde miktar1 standart grafigi

Toplam flavonoid miktar1 sonuglar1 ise Sekil 55°te sunulan standart grafikten

hesaplanmustir.
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Sekil 55. Toplam flavonoid miktar1 standart grafigi

Toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlart sonuglari Tablo 26°da verilmistir.

An driinlerinden toplam fenolik ve flavonoid madde miktar1 en fazla olanin
propolis tirtinleri oldugu belirlenmistir. En yiiksek olan numunenin ise Sanlwurfa propolisi
(fenolik:102,353, falvonoid:20,471) oldugu tespit edilmistir. Ari {iriinlerinde fenolik
miktarinin flavonoid miktarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Propolis numuneleri

disinda diger ar iirtinlerinin genel olarak fenolik ve flavonoid miktarlarinin birbirlerine

yakin oldugu bulunmustur.
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Tablo 26. Ar1 Uriinlerinin Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktarlar1 Sonuglari

Ar Uriinleri Toplam Fenolik Toplam Flavonoid
(ng GAE/mg ekstre) (ng QE/mg ekstre)
Erzurum 96,471 19,412
Mersin 76,471 15,529
»  Yalova 82,353 16,824
g Hakkari 52,941 10,588
S  Aydm 57,647 11,529
8 Artvin 84,706 16,941
Sanlurfa 102,353 20,471
Ankara 73,529 14,706
Erzurum polen 44,706 8,941
Mersin polen 41,176 8,235
Yalova polen 48,824 9,765
&  Hakkari polen 41,176 8,235
£ Aydn polen 38,235 7,647
Artvin polen 51,176 10,235
Sanhurfa polen 41,176 8,235
Ankara polen 35,294 7,059
Erzurum 40,588 8,118
Mersin 38,824 7,765
0 Yalova 39,412 7,882
E Hakkari 37,647 7,529
@ Aydn 40,000 8,000
Z  Artvin 39,412 7,882
Sanhurfa 39,412 7,882
Ankara 39,412 7,882
Erzurum 34,706 6,941
Mersin 36,471 7,294
Yalova 35,294 7,059
= Hakkari 37,059 7412
0 Aydin 37,647 7,529
Artvin 38,235 7,647
Sanhurfa 37,647 7,529
Ankara 38,824 7,765
Erzurum 38,824 7,765
Mersin 41,765 8,353
.= Yalova 47,647 9,529
= Hakkari 44,118 8,824
£ Aydm 41,765 8,353
< Artvin 39,412 7,882
Sanhurfa 41,176 8,235
Ankara 42,941 8,588

GAE: Gallic asit ekivalenti, QE: Quercetin ekivalenti

Enzim Inhibisyonu Arastirma Bulgular:

hCA I, hCA I1l, AChE, BChE, a-Glikozidaz ve a-Amilaz enzim inhibisyon
caligmalar1 sonucunda elde edilen verilerle ar1 iirtinlerinin farkli konsantrasyonlarina karsi
% enzim aktivitesi grafigi cizilerek bu grafikten elde edilen denklemlerden ICso ve r?
degerleri hesaplandi. 1Cso ve r? sonuglar1 Tablo 27-28’de verilmistir. Grafikler ise Sekil 56-

61’de sunulmustur.
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Tablo 27. A Uriinlerinin hCA I, hCA 11, AChE Enzim Inhibisyon Sonuglar

hCA I hCA Il AChE
Art iiriinleri ICso (ng/mL)  r? I1Cso (ng/mL) r’ 1Cso (ug/mL) r
Polen 8,70 0,9856 = 9,60 0,9954 7,40 0,9945
E Arekmegi 10,50 09961 11,25 09887 830 0,9761
§ Propolis 29,40 0,9822 27,35 0,9769 23,10 0,9524
Llj Bal 11,20 0,9458 9,70 0,9956 8,20 0,9589
Ar siiti 1,20 0,9498 1,80 0,9886 1,10 0,9897
Polen 10,10 0,688 9,35 0,9779 8,50 0,9907
£ Arn ekmegi 8,10 0,9589 8,95 0,9678 5,25 0,9883
% Propolis 19,90 0,9865 22,60 0,9766 20,55 0,9568
= Bal 7,40 0,9974 6,95 0,9581 5,25 0,9663
Ar1 siitii 1,10 0,9577 1,90 0,9828 1,50 0,9912
Polen 6,60 0,9812 8,35 0,9789 7,35 0,9633
S An ekmegi 10,10 0,9558 7,75 0,9888 4,10 0,9915
% Propolis 18,50 0,9986 13,25 0,9849 18,30 0,9563
> Bal 6,70 0,9879 5,90 0,9917 7,30 0,9598
Ar1 siitii 1,90 0,9785 2,30 0,9795 2,05 0,9894
Polen 7,80 0,9881 5,90 0,9979 4,450 0,9768
E Ar1 ekmegi 9,70 0,9921 10,95 0,9852 545 0,9634
§ Propolis 19,30 0,9765 21,35 0,9891 25,70 0,9782
f Bal 9,50 0,9911 8,30 0,9908 5,70 0,9892
Ar1 siitii 3,10 0,9908 2,70 0,9926 3,55 0,9795
Polen 6,75 0,9556 5,45 0,9882 4,45 0,9876
= Arn ekmegi 9,20 0,9913 : 10,55 0,9921 5,70 0,9853
S, | Propolis 23,95 0,9984 = 19,85 0,9886 20,70 0,9954
<  Bal 8,45 0,9915 7,90 0,9909 8,70 0,9697
Ar siiti 2,85 0,9869 1,98 0,9994 3,10 0,9952
Polen 9,35 0,9689 @ 11,55 0,9825 1,33 0,9958
< Ariekmegi 10,15 0,9812 6,75 0,9689 8,55 0,9556
é Propolis 24,70 0,9299 25,90 0,9576 29,55 0,9927
< Bal 10,30 0,9638 8,20 0,9985 6,50 0,9645
Ar1 siitii 2,40 0,9912 2,90 0,9289 1,85 0,9458
= Polen 6,60 0,9845 5,15 0,9915 8,40 0,9956
“‘:.:'.‘. Ar1 ekmegi 10,15 0,9914 11,35 0,9728 7,40 0,9982
= Propolis 23,35 0,9925 23,15 0,9589 20,45 0,9796
3 Bal 5,70 0,9821 4,70 0,9879 6,25 0,9788
Ar1 siitii 2,35 0,9786 2,15 0,9906 3,25 0,9922
Polen 6,90 0,9841 6,20 0,9949 7,85 0,9662
S Ari ekmegi 10,70 0,9668 9,55 0,9885 7,45 0,9895
g Propolis 12,40 0,9874 18,70 0,9789 23,30 0,9895
< Bal 7,75 0,9764 5,45 0,9899 6,20 0,9938
Ar1 siitii 3,20 0,9834 3,05 0,9927 2,40 0,9659
Standart (Asetazolamid) 5,20 0,9895 3,75 0,9887 @ - -
Standart (Takrin) - - - - 2,25 0,9883
Asetazolamid, standart inhibitor olarak hCAI ve hCA Il enzimleri igin, Takrin standart inhibitér olarak AChE

ve BChE enzimleri i¢in kullanildi.
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Sekil 56. Artvin ari siitiiniin hCA I enzim inhibisyon grafigi
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Sekil 57. Artvin a1 siitiiniin hCA II enzim inhibisyon grafigi
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Sekil 58. Artvin ar1 siitiiniin AChE enzim inhibisyon grafigi
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Tablo 28. Ar1 Uriinlerinin BChE, a-Glikozidaz ve a-Amilaz Enzim Inhibisyon Sonuglar:

BChE o-Glikozidaz a-Amilaz
Artiiriinleri 1Cso (ng/mL) r? ICs0 (ng/mL) rl ICso(ug/mL) r2
Polen 8,55 0,9786 10,12 0,9783 12,35 0,9888
g Ar1 ekmegi 9,52 0,9688 11,35 0,9952 8,87 0,9869
5 Propolis 30,75 0,9489 24,83 0,9856 21,13 0,9918
Y Bal 9,33 0,9908 10,17 0,9766 = 7,33 0,9507
W An siitii 2,30 0,9861 2,10 0,9975 1,70 0,9688
Polen 9,12 0,9768 9,75 0,9766 - -
= Ariekmegi 4,54 0,9961 @ 9,26 0,9884 10,55 0,9778
‘% _Propolis 17,53 0,9921 22,17 0,9666 15,90 0,9776
% Bal 6,30 0,9889 @ 8,51 0,9871 6,37 0,9866
A siitii 2,15 0,9912 | 1,40 0,9588 1,90 0,9914
Polen 571 0,9951 @ 10,12 0,9918 6,45 0,9912
< . Arekmegi 6,23 0,9885 @ 14,20 0,9779 9,73 0,9915
3 Propolis 21,17 0,9912 15,15 0,9689 @ 19,77 0,9897
<  Bal 5,20 0,9789 8,37 0,9925 9,13 0,9893
> Ar siitii 1,85 0,9856 2,95 0,9887 5,63 0,9756
Polen 5,93 0,9961 8,63 0,9681 @ - -
'% Ar1 ekmegi 4,57 0,9912 10,95 0,9589 @ 6,75 0,9779
Z:é Propolis 21,25 0,9902 13,52 0,9674 19,30 0,9897
< Bal 4,52 0,9783 10,35 0,9756 @ 7,33 0,9799
T Ar siitil 3,20 0,9907 2,50 0,9901 18 0,9755
Polen 517 97210 @ 9,35 0,9888 5,35 0,9825
Ar1 ekmegi 7,20 0,9956 10,53 0,9756 7,20 0,9666
5 Propolis 25,93 0,9849 28,77 0,9879 25,97 0,9985
> Bal 9,12 0,9945 9,93 0,9758 10,23 0,9852
< Ansiti 1,22 0,9958 1,50 0,9949 1,70 0,9871
Polen 6,11 0,9915 9,72 09841 - -
Ar1 ekmegi 4,33 0,9878 11,33 0,9988 5,97 0,9891
g Propolis 20,97 0,9204 = 23,15 0,9843 29,73 0,9762
C Bal 9,10 0,9916 = 12,90 0,9915 10,85 0,9689
< Ansiitii 1,22 0,9705 @ 3,80 0,9864 3,22 0,9951
< . Polen 7,40 0,9468 @ 10,22 0,9865 - -
€ Ariekmegi 6,63 0,9597 @ 12,57 0,9983 9,17 0,9780
Z  Propolis 24,65 0,9689 @ 20,75 0,9956 17,57 0,9902
S Bal 7,56 0,9867 @ 8,21 0,9863 7,76 0,9886
O Ansiitii 2,95 0,9946 @ 1,95 09764 1,75 0,9766
Polen 8,69 0,9682 9,80 0,9918 6,37 0,9854
o Ar1 ekmegi 7,15 0,9956 11,47 0,9983 = 8,55 0,9789
_iE Propolis 19,72 0,9684 20,15 0,9756 @ 18,70 0,9655
c  Bal 6,63 0,9798 8,13 0,9895 @ 6,33 0,9912
< Arn siitii 2,90 0,9901 1,97 0,9908 1,51 0,9751
Standart (Takrin) 2,25 0,9883 | - - - -
Standart (Akarboz) - - 5,85 0,9890

Akarboz, standart inhibitor olarak a-glikozidaz ve a-amilaz enzimleri igin kullanild.
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Sekil 59. Artvin ar siitiiniin BChE enzim inhibisyon grafigi
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Sekil 60. Artvin ar1 siitiiniin a-glikozidaz enzim inhibisyon grafigi
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Sekil 61. Artvin ar1 siitiiniin a-amilaz enzim inhibisyon grafigi
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Ballarin Fizikokimyasal Analiz Bulgular

Ballarin fizikokimyasal analizler olarak; naftalin, seker kompozisyonu (glukoz,
fruktoz, sakkaroz, maltoz, fruktoz+glukoz, fruktoz/glukoz), prolin, diastaz, HMF, nem,
elektriksel iletkenlik, serbest asitlik ve pH degerleri Tablo 29-30’da verilmistir.

Tablo 29. Ballarin Prolin, Diastaz, HMF, Nem, Elektriksel Iletkenlik, Serbest Asitlik ve
pH Sonugclari

Bal Prolin Diastaz HMF Nem (%)  E.iletkenlik = S.Asitlik = pH
Ornekleri (ma/kg) (ma/kg) (mS/cm) (meqg/kQg)
TS 13357 IHC (5.1) TS 13356 TS 13365 @ TS 13366 TS 13360 @ TS 13360

Hakkari 410,39+11,85 | 14,433+0,115 14,85 14,46+0,11 = 0,1779+0,029 = 23,87+1,33 3,98
Aydin 853,33+15,65 @ 30,8+0 3,66 15,73£0,11 = 0,2698+0,041 15,11£3,1 4,02
Sanlurfa 806,32+10,99  25+0,173 4,62 14,8+0,00  0,2119+0,033 @ 19,82+3,15 | 4,05
Artvin 524,89+4,549 31,240,173 7,21 14,6+0,2 0,2188+0,059 « 34,13+1,27 3,88
Ankara 597,21+11,04  11,9+0 33,64 14,13+0,11 = 0,2039+0,061 @ 34,3+1,15 | 4,06
Yalova 621,92+3,13 = 8,8+0 36,91 15,7340,11  0,1973+0,073  34,19+1,13 = 3,95
Erzurum 389,90+9,95 20,70 - 16,2+0,2 0,1871+0,052 = 33,48+2,75 4,03
Mersin 505,00+8,91 25,6+£0,173 15,4+0,2 0,2195+0,063 = 32,67+1,95 3,85

(3 tekrar ortalamasi + Standart Sapma. -: Tespit Edilmedi. TS: Tiirk Standardi)

Tirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (2020) bal analizleri i¢in limit degerleri sunlardir:
Prolin en az 300 (mg/kg) olmali, HMF en fazla 40 (mg/kg) olmali, diastaz en az 8 olmali,
nem en fazla 20 (%) olmali, elektriksel iletrkenlik en fazla 0,8 (mS/cm) olmali, serbest
asitlik en fazla 50 (meg/kg) olmalidir. Erzurum balinin HMF kromatogrami Sekil 62°de

sunulmustur. Diger ballarin kromatogramlar1 Ek 80-86°da verilmistir.

DAD1 A, Sig=275,4 Ref=off (2023-HMF-SONUCLARN2023-HMF-SEQUENCE 2023-07-26 11-09-15\E7.D)
mAL '\$';
20 —E Tr o
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Sekil 62. Erzurum balinin HMF kromatogrami

Tablo 30. Ballarin Naftalin ve Seker Kompozisyon Sonuglari

Bal Ornekleri = Naftalin Glukoz Fruktoz Sakkaroz Maltoz Fruktoz + Fruktoz/
(ng/ka) (%) (%) (%) (%) Glukoz Glukoz
Kurumsal TS 13359 TS 13359 TS 13359 TS 13359 TS 13359 TS 13359
Hakkari - 30,2559 4574298 | - 2,6504 75,9988 1,51186
Aydin - 29,88529 35,02657 | 0.04222 1,62037 64,9118 1,17203
Sanhurfa - 29,66597 37,91801 - 1,92507 67,5839 1,27816
Artvin - 24,1193 34,58529  0.11563 3,33614 58,7045 1,43392
Ankara - 33,00825 40,29085 = 0.20038 2,10858 73,2991 1,22062
Yalova - 32,96605 37,80822  0.09248 2,38891 70,7742 1,14688
Erzurum - 31,05042 39,88147  0.023%4 2,40654 70,9318 1,28441
Mersin - 28,36716 41,04222 - 2,60421 69,4093 1,44682

(3 tekrar ortalamasi + Standart Sapma. -: Tespit Edilmedi. TS: Tirk Standardi)

Ankara balinin naftalin kromatogrami Sekil 63’te ve Yalova balinin seker

kromatogrami ise Sekil 64’te sunulmustur. Diger illerin naftalin kromatogramlar1 Ek 87-

90



93’te, seker kromatogramlar1 ise Ek 94-100’de verilmistir. TGKBT raporunda yer alan
naftalin ve seker kompozisyonu igin limit degerler sunlardir: Naftalin en fazla 10 ppb
(ug/kg) olmali, fruktoz + glukoz % 60°dan az olmamali, Fruktoz/Glukoz % 0,9-1,4
araliginda olmali, sakkaroz en fazla % 5 olmali ve maltoz en fazla % 4 olmalidir. Yapilan
tim analizlerde arastirilan ballarin TGKBT’de belirtilen limit degerlerine gore uygun
oldugu, sadece Hakkari, Artvin ve Mersin ballarinin fruktoz/glukoz oranlarinin yiiksek
oldugu tespit edilmistir.

A 26-Sep-2022 + 09:01:57
nkara Bal *
2: SIR of 2 Channels El+
10 7.78;19494;1S 136.00
9.40e5
Area
%
01 T T T T T T T T T T T 1 Time
7.38 748 758 768 778 7.88 7.98 8.08 8.18
26-Sep-2022 + 09:01:57
Ank Bal ]
maraEs 2: SIR of 2 Channels El+
10 7.78;9,NAFTALIN 128.00
514
Area
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TARTISMA VE SONUC

Arn iriinleri bilim, gida, ila¢ ve kozmetik sanayi gibi alanlarin ¢ok fazla ilgisini
cekmekte ve inovatif birgcok {iriin ar1 iirlinleri ile olusturulmaktadir. Ari iiriinlerini degerli
yapan nedenlerin basinda zengin biyoaktif kimyasal bilesen icerigi ve gostermis olduklari

farkl1 biyolojik aktiviteler gelmektedir (Durazzo et al. 2021).

Propolis  dirlinlerinin  LC-MS/MS  sonuglarina  bakildiginda, en yiiksek
konsantrasyonda acacetin (74,577 mg analit/g ekstre) bileseninin Sanlrfa propolisinde
oldugu belirlenmistir. Bal, polen, ar siitii ve ar1 ekmekleri ile kiyaslandiginda kantitatif ve
kalitatif olarak propolislerin ¢ok fazla iistiinliigli goériilmiistiir. Propolisin zengin igerigi
bilinmekle birlikte Tirkiye’nin yedi farkli bolgesinde ¢ok genis bir cografyada genel
olarak biyiik bir farklilik goriilmemektedir. Ancak bilesen bazli olarak farkliliklar
goriilmektedir. Biyoaktif bilesen olarak bilinen quercetin (mg analit/g ekstre), Hakkari
propolisinde 3,138, Sanlurfa propolisinde 4,114, Yalova propolisinde 1,421, Erzurum
propolisinde 6,724, Ankara propolisinde 6,919, Artvin propolisinde 0,934, Mersin
propolisinde 1,854 Aydin propolisinde ise 3,03 olarak bulunmustur. Bu sonuglar arasinda
¢ok biiyiik farklilik gozlenmemektedir. Ancak yine onemli biyoaktif bilesen olan chrysin
icin, Hakkari propolisinde 6,42, Sanlurfa propolisinde 10,273, Yalova propolisinde
10,976, Erzurum propolisinde 68,05, Ankara propolisinde 57,922, Artvin propolisinde
9,163, Mersin propolisinde 7,491 ve Aydm propolisinde ise 2,489 (mg analit/g ekstre)
olarak bulunmustur. Chrysin i¢in Erzurum propolisinde 68,05 (mg analit/g ekstre)
belirlenmis iken Aydin propolisi igin ise 2,489 (mg analit/g ekstre) belirlenmis ve bu
bilesen i¢in farkli cografyalar arasinda biiyiik bir farklillk oldugu tespit edilmistir.
Propolislerde konsantrasyonu en yiiksek olarak bulunan bilesenler su sekilde siralanabilir:
Acacetin > chrysin > caffeic asit > quercetin > naringenin > apigenin > kaempferol >
hesperetin > quinic asit > p-coumaric asit > ferulic asit > vanilic asit. Sanliurfa, Mersin,
Aydin ve Hakkari propolislerinin acacetin ve chrysin bilesigi i¢in ham madde olabilecegi

belirlenmistir.

Anadolu propolisinin fenolik igerigi ve antioksidan kapasitesinin arastirildigi
caligmada toplam fenolik ve flavonoid miktar sirasiyla 147,28 (mg GAE/g) ve 30,58 (mg
QE/g) olarak belirlenmistir. Ayrica 25 farkli fenolik standart ile sekonder metabolit igerigi
arastirllmis ve en yiiksek konsantrasyonda caffeic asit, caffeic asit fenil ester, chrysin ve
sinnamik asit oldugu belirlenmistir. Caligmada Tiirkiye’nin 40 farkli yerinden Anadolu
propolisi temin edilmis ve antioksidan Ozellikleri FRAP ve DPPH yontemleri ile

belirlenmistir (Kolayli et al. 2023). Literatiirde Anadolu propolisi ile ilgili en giincel
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caligmalardan biri olan bu c¢alisma ile ¢calismamiz kiyaslandiginda, sonuglarda farkliliklar
olmakla birlikte genel olarak uyumlu oldugu goriilmiistiir. Calismamizda sekonder
metabolit i¢erik ve antioksidan 6zellik ¢ok detayli ve farkli yontemler ile belirlenmistir.
Ayrica metabolik enzim inhibisyonlarinin ¢alismamizda belirlendigi ve sadece propolisin
degil an siitli, ar1 ekmegi, polen ve balinda aym 6zellikleri arastirilmistir. Bu yonleri ile

calismamizin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Tiirkiye’de Berdav propolisinin arastirildigir ¢alismada acacetin konsantrasyonu
76,359 (mg analit/g ekstre) olarak belirlenmistir. Bulunan bu deger Sanlurfa propolisi ile
yakin ¢ikmistir. Sonuglarin farkli ¢iktigi bilesenlerinde oldugu goriilmektedir (Karagecili
2023c¢). Yine Tiirkiye’de yapilan bir calismada propolislerde 32 farkli fenolik bilesen
arastirtlmis ve bu calismada da propolislerdeki fenoliklerin konsantrasyonlarinda
farkliliklar oldugu belirlenmistir (Ozdal et al. 2019). Bu ¢alismada 53 farkli bilesen analiz
edilmisken propolislerde 32 farkli sekonder metabolit belirlenmistir. Farkli bir ¢calismada
ise propolisde 62 bilesen bakildigi ve bu gibi farkli yontemler ile yapilan arastirmalarin

devam ettigi goriilmektedir (Falcdo et al. 2013).

Arn ekmeklerinin LC-MS/MS sonuglarinda en yiiksek konsantrasyonda belirlenen
bilesenin quinic asit (12,002 mg analit/g ekstre) oldugu ve Aydin ar1 ekmeginde bulundugu
tespit edilmistir. Ar1 ekmeklerinin propolislere gore bilesence fakir oldugu goriilmiistiir.
Belirlenen 6nemli biyoaktif bilesenler sunlardir: Caffeic asit, p-coumaric asit, isoquercitrin,
quercitrin, astragalin, quercetin, naringenin, hesperetin, luteolin, kaempferol, chrysin,
amentoflavone, apigenin. Bu c¢alismada ar1 ekmeklerinde 26 biyoaktif bilesen
belirlenmistir. Art ekmeginin LC-MS/MS ile 23 farkli fenolik bilesiginin tanimlandigi bir
caligmada en yiiksek konsantrasyonda rutin (12613,49 pg/100 g) oldugu belirlenmistir.
Yapilan c¢alismada da ar1 ekmeklerinde bilesenler arasinda farkliliklar oldugu tespit
edilmistir (Bayram et al. 2021). Farkli bir ¢alismada ise ar1 ekmeginin LC-MS/MS ile 55
farkli organik asit bilesigi arastirilmistir. Yapilan calismada ar1 ekmegi igeriginde en

baskin organik asidin sitrik asit oldugu belirlenmistir (Celik et al. 2022).

Organik asitler, ar1 {irlinlerinin mikrobiyal ve sindirim 6zelliklerinden sorumludur
ve aymt zamanda gida koruyucular1 olarak kullanilmaktadir. Ar1 ekmeginin organik asit
iceriginde su bilesenler tespit edilmistir: glukonik asit (79,2 g/kg), formik asit (6,75 g/kg),
asetik asit (10,7 g/kg), propiyonik asit (1,3 g/kg), biitirik asit (0,33 g/kg) ve oksalik asit.
Glukonik asit ve asetik asit antibakteriyel 6zellik gostermekte ve bu nedenle ar1 ekmeginin
dogal antibiyotik ve gida koruyucu olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Ar1 ekmeginin

polifenolik bilesen igeriginin belirlendigi c¢alismada quercetin, kaempferol, mirisetin,
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isorhamnetin ve herbasetin olmak iizere flavonol tiirevlerinin bulundugu otuz iki fenolik
bilesik tanmimlanmustir. Farkli ¢alismalarda da kaempferol, chrysin, apigenin, p-kumarik
asit, caffeic asit, naringenin, rosmarinic asit, luteolin, miricetin, rutin ve quercetin
belirlenmistir. Yapilan bu derlemede ayni zamanda ar1 ekmeklerinin 1yi antioksidan
aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Bakour et al. 2022). Bu bilesenlerin ¢ogu bizim
calismamizda da arastirilmis ve belirlenmis, ayrica ar1 ekmeginin antioksidan o&zellik
gosterdigi tespit edilmistir. Ar1 ekmegi bu yonleri ile gida, ila¢ ve saglik alanlarinda
kullanilabilir. Ozellikle belirli sekonder metabolitler icin ham madde olabilecegi

goriilmiistiir.

Polenlerin LC-MS/MS sonucunda en yiiksek konsantrasyonda belirlenen bilesenin
astragalin (2,487 mg analit/g ekstre) oldugu tespit edilmistir. Polenlerin sekonder metabolit
iceriginin propolislerden ¢ok diisiik oldugu ve ar1 ekmeginden kantitatif olarak diisiik
oldugu belirlenmistir. Konsantrasyonu yiiksek olan bazi 6nemli bilesikler sunlardir: Quinic
asit, caffeic asit, isoquercitrin, quercitrin, quercetin, naringenin, luteolin, apigenin,
kaempferol, chrysin, acacetin ve amentoflavon. Taramasi yapilan 53 fitokimyasaldan 25
tanesi polenlerde belirlenmistir. Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada Bayburt ilinden temin
edilen polenin LC-MS/MS ile 23 farkl fenolik bilesik igerigi taranmus ve en bol bulunan
bilesenin rutin (115442.25+7774.28 pg/kg) oldugu tespit edilmistir (Gercek et al. 2021).
Bu calismada ise bes ilin polen numunelerinde rutin tespit edilememis olup Artvin
poleninde 0,015 (mg analit/g ekstre), Mersin poleninde ise 0,078 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar ar1 {riinlerinin farkli cografya ve iklim kosullarinda farkli icerikler
bulundurdugunu gostermektedir. Polen orneklerinin LC teknikleri ile igerik analizleri
birgok farkli calismalarda uygulanmaktadir (Perveen et al. 2019; Bayram et al. 2021; Celik
etal. 2022).

An siitii, ar1 beslenmesinde ve gelisiminde en 6nemli gidadir. An siitlerinin LC-
MS/MS ile sekonder metabolit analizinde en yiiksek konsantrasyonda olan bilesenin quinic
asit (19,242 mg analit/g ekstre) oldugu ve Mersin ilinden temin edilen iiriin oldugu
belirlenmistir. Ar1 siitlerinin genel olarak kantitatif yonden propolislerden daha fakir
oldugu ancak polen ve ar1 ekmeginden ise daha zengin oldugu goriilmiistiir. Ancak bazi
bilesenlerin propolislerden daha yiiksek konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Ari
siitlerinde tespit edilen 6nemli biyoaktif bilesenler sunlardir: Gallic asit, protocatechuic
asit, chlorogenic asit, 4-OH benzoik asit, quercetin, caffeic asit, naringenin, p-coumarik
asit, apigenin, kaempferol, acacetin ve chrysin. An siitlerinde toplamda 17 bilesen

belirlenmistir.
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An siitii, igerigi ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle fonksiyonel gidalara
konulmaktadir. Bu tiir gidalarda yapilan ¢alismada ar siitiiniin ilave edildikleri gidalarin
antioksidan aktivitesini ve kimyasal icerigini arttirdig1 bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada
art siitlerinde en fazla bulunan fenolik bilesigin kafeik asit fenetil ester oldugu en az olan
bilesenin ise luteolin oldugu belirlenmistir (Kili¢ and Aydemir 2022). Ari siitiiniin
kimyasal igeriginin arastirildig1 caligmada ar1 siitiiniin flavonoid iceriginin ar1 ekmegi ve
ar1 poleninden daha fakir oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada 3 ar1 diriiniiniin toplam
fenolik icerigi siralamasi ar1 poleni (105,68 pg/g) > art siti (66,35 pg/g) > ar1 ekmegi
(56,93 ng/g) seklinde belirlenmistir (Darwish et al. 2023). Calismamizdaki ari siitii
sonuglarinin bu ¢aligma ile tam olarak uygun olmadig1 goriilmiis ve bunun nedeninin iklim,

flora, ar1 tiirli ve saglig1 olabilecegi 6n goriilmektedir.

Ballarin LC-MS/MS sonucunu belirlemeden once, karbohidrat igeriginin ¢ok
yiiksek oldugundan fenolik ve flavonoid bilesiklerin baskilanacagini 6n gormemizden
dolay1 ekstraksiyon yontemleri farkli segildi ve sekerlerin bu yontem ile uzaklastirilmasi
saglandi. En ytiksek verimli olan ekstraksiyon metodunun 2. Yontem oldugu belirlendikten
sonra tiim ballar bu yontemle ekstrakte edildi. Ballarda en yiiksek konsantrasyonda
belirlenen bilesenin Mersin balinda bulunan salicylic asit (43,132 mg analit/g ekstre)
oldugu belirlenmistir. Toplamda ise ballarda 41 sekonder metabolit tespit edilmistir.
Kalitatif olarak en yiiksek sayida bilesen ballarda belirlenmistir. Bu biyoaktif bilesenlerden
bazilart sunlardir: Vanilin, acacetin, chrysin, apigenin, kaempferol, luteolin, hesperetin,
naringenin, nikotiflorin, rosmarinic asit, p-coumaric asit, quercitrin, caffeic asit, 4-OH
benzoic asit, gallic asit ve quercetin. Sidr ve Talh ballarinin bilesenlerinin belirlendigi
caligmada ballarda 53 bilesenden 27 tane belirlenmisken etil asetat ve etanol
ekstraktlarinda en baskin bilesenin quinic asit (4454 pg/g) oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak ballarin antioksidan ve enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu belirtilmistir (Al

Qahtani et al. 2022).

Antioksidanlar bir¢ok hastaliga karsi tedavi edici etki yapmaktadir. Dogal ve
sentetik antioksidanlar bulunmakta ve gida ve ilag sanayinde ¢oklukla kullanilmaktadir.
Ancak sentetik olanlarin zararlar1 oldugu belirlenmis olup dogal antioksidanlara olan ilgi
bu nedenle artmaktadir (Giilgin 2020). Ari iiriinleri iginde gida olarakta tiiketilen bal,
polen, ar1 siitii, ar1 ekmegi ve propolis dogal bir antioksidan 6zellik gosterdigi yapilan
bilimsel ¢alismalar ile belirlenmistir (izol 2023a). Bu ¢alismada ar1 iiriinlerinin radikal
giderme ve indirgeme metotlari ile in vitro olarak antioksidan d6zellikleri detayl bir sekilde

ortaya cikarilmistir. Uygulanan biitiin antioksidan yontemlerinde standart antioksidan
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olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve trolox kullanildi. Radikal giderme yontemlerinden olan
DPPH metodunda standartlarin 1Cso (ug/mL) degerleri 26,667-59,957 arasinda bulundu ve
en diisiik aktiviteyi gosteren standardin BHT (59,957) oldugu tespit edildi. Ar {iriinlerinde
DPPH aktivitesi en yiiksek olan iiriinlin propolis oldugu belirlendi. Sekiz ilden toplanan
propolisler DPPH yonteminde BHT standardindan daha yiiksek aktivite gostermistir.
Propolis orneklerinin DPPH’ giderme yonteminde ICso (ug/mL) sonuglart Sanlurfa
(26,937) > Erzurum (28,860) > Yalova (31,402) > Ankara (33,283) > Mersin (33,416) >
Artvin (33,936) > Aydin ( 48,031) > Hakkari (55,539) olarak belirlendi. Sanlurfa propolisi
standart antioksidan olan BHT (27,413), trolox (28,295) ve BHA (27,413)’den daha fazla
antioksidan aktivite gosterdi ve a-tokoferol (26,667)’ye ise ¢cok yakin aktivite gosterdi. Bu
nedenle Ozellikle Sanliurfa propolisinin dogal antioksidan olarak kullanilabilecegi tespit
edilmistir. Propolislerin 6zellikle standart antioksidanlardan daha yiiksek antioksidan

aktivite gostermeleri antioksidan potansiyellerinin ¢ok yiiksek oldugunu gdstermistir.

ABTS™ giderme yonteminde standart antioksidanlarin 1Csp (ug/mL) sonuglart BHA
(20,724), BHT (32,110), a-tokoferol (24,463), trolox (29,787) olarak bulundu. Ari {iriinleri
icinde ABTS yonteminde en yiliksek antioksidan aktivite gosteren {iriiniin propolis
orneklerinin gdsterdigi belirlendi. Propolis orneklerinin ABTS sonuglar1 1Cso (pg/mL)
Erzurum (22,477) > Yalova (25,861) > Sanlurfa (26,211) > Ankara (27,000) > Mersin
(27,574) > Artvin (28,471) > Hakkari (34,912) > Aydin (35,655) olarak belirlendi. Aydin
propolisi hari¢ diger biitiin propolislerin BHT standardindan daha fazla antioksidan 6zellik
gosterdigi tespit edildi. Propolislerin ABTS yonteminde kullanilan diger standart
antioksidanlara yakin antioksidan o&zellik gosterdigi belirlendi. Propolislerin yiiksek
antioksidan 6zellik gosterdigi boylece ortaya kondu. ABTS yonteminde Aydin ar siitiiniin
(27,994) Aydin propolisinden (35,655) daha yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugu
goriildii. Ayrica Hakkari ar siitii (29,589) Hakkari propolisinden (34,912) daha yiiksek
antioksidan potansiyele sahip oldugu tespit edildi. Boylece bazi bolgelerde ar siitlerinin
propolislerden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Diger ar1 iiriinleri
icinde ise ABTS yonteminde en diisiik antioksidan aktiviteyi gosteren iiriiniin bal 6rnekleri
oldugu tespit edildi. ABTS yonteminde genel olarak antioksidan 6zellik ar1 {iriinleri i¢inde

propolis > art siitli > polen > ar1 ekmegi > bal seklinde oldugu belirlenmistir.

DMPD™* giderme yoOntemi sonuglarinda standart antioksidan olan BHT ve a-
tokoferoliin antioksidan aktivitesi belirlenemedi. Diger standartlarin 1Csp (pg/mL) sonucu
BHA (40,12), trolox (10,657) olarak tespit edildi. DMPD yonteminde en yiiksek

antioksidan aktivite gosteren ar1 iirlinli propolisin aksine ar1 siitii 6rnekleri olmustur. Ar1
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siitii 6rneklerinin BHA standart antioksidanindan daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi gorlilmiistir. DMPD metodunda ar1 siitii 6rneklerinin 1Csp (pg/mL) sonucu
Sanlwrfa (15,211) > Erzurum (15,818) > Yalova (16,407) > Hakkari (16,623) > Aydin
(16,760) > Artvin (19,489) > Ankara (16,143) > Mersin (22,308) olarak belirlendi. Sadece
Artvin propolisi (18,128) ve Mersin propolisi (20,163) kendi illerindeki ari siitlerinden
daha yliksek antioksidan Ozellik gosterdi. Genel olarak ari iirlinlerinin DMPD metodu
sonuclarina gore antioksidan aktivite siralamasi ari siitii > propolis > polen > ar1 ekmegi >
bal seklindedir. Ancak polen ve ar1 ekmeklerinin aktiviteleri bu siralamada bazi illere gore
degistigi goriildii. Bu metoda gore en yiiksek antioksidan aktivite gosteren ari tirlini
Sanlwurfa art siitii (15,211) iken, en diisiik aktivite gosteren ari iiriinii ise Yalova bali
(78,333) oldugu tespit edilmistir. Ar1 siitli ve propolislerin dogal ve yiiksek antioksidan
ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Ar1 ekmegi, polen ve bal orneklerinin ise standart
antioksidanlar kadar olmasa da antioksidan aktivite gosterdigi goriildii. Radikal giderme
yontemlerinde propolis numunelerinin art siitii hari¢ diger ar1 iirlinlerine kars1 daha yiiksek

antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Fe3* indirgeme yonteminde standart antioksidanlarin sonuglari (A 700)  trolox
(2,900) > BHA (2,773) > a-tokoferol (2,645) > BHT (0,379) olarak bulundu. Bu yontemde
ar1 Uriinleri i¢inde en yiiksek antioksidan aktiviteyi propolis Orneklerinin gosterdigi
belirlendi. Propolis orneklerinin bu yontemdeki sonuglart (A 700) Erzurum (1,364) >
Sanlwurfa (1,358) > Mersin (1,207) > Artvin (1,168) > Yalova (0,997) > Ankara (0,812) >
Aydm (0,498) > Hakkari (0,391) olarak bulundu. Propolis 6rneklerinin BHT standart
antioksidanindan daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi ve diger standart
antioksidanlardan diisiik aktivite gosterdigi tespit edildi. Bu metotta propolis 6rneklerinden
sonra en yiiksek antioksidan aktiviteyi ari siitii numunelerinin gosterdigi belirlenmistir.
Genel olarak bu yontemdeki antioksidan aktivite siralamasi propolis > ar1 siitii > polen >
ar1 ekmegi > bal olarak tespit edilmistir. En yiiksek antioksidan aktiviteyi gosteren ari
tiriinii Erzurum propolisi (1,364) iken en diisiik antioksidan aktiviteyi gdsteren iirliniin ise
Sanlurfa bali (0,077) oldugu goriildii. Ancak Artvin bali1 (0,291), Aydin bali (0,264) ve
Hakkari bali (0,252) ornekleri kendi illerindeki polen ve ar1 ekmekleri numunelerinden
daha yiiksek sonu¢ gostererek antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirlendi.
Bunun nedenleri arasinda bitki oOrtiisii, ar1 sagligi, iklim ve cografya olabilecegi on

goriilmektedir.

CUPRAC yontemi sonuglarinda (A 450) standart antioksidanlar a-tokoferol (2,151) >
BHA (1,840) > trolox (1,469) > BHT (1,020) olarak bulundu. Bu yontemde ar1 {iriinleri

97



icinde en yiiksek antioksidan aktiviteyi goOsteren triinlerin propolis numuneleri oldugu
belirlendi. Bu yontemdeki propolis numuneleri sonuglart Mersin (1,896) > Erzurum
(1,780) > Sanhurfa Hakkari (1,099) > Ankara (1,046) > Yalova (0,997) > (0,976) > Aydin
(0,843) > Artvin (0,801) olarak tespit edildi. Bu yontemde propolis 6rneklerinin yarisinin
BHT standardindan yiiksek kalan diger yarisinin ise diisiikk antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Ar1 iirlinlerinin bu yontemdeki antioksidan aktivite siralamasi genel olarak
propolis > polen > ar1 ekmegi > ar1 siitii > bal seklindedir. Bu siralamaya uymayan
ornekler olup genel olarak bu siralama verilmistir. Bu yontemde en yiiksek antioksidan
aktivite Mersin propolisinde iken en diisiik aktivite ise Hakkari bal1 (0,075) oldugu tespit

edilmistir.

FRAP indirgeme yontemi sonuglart (A s93) standart antioksidanlar o-tokoferol
(1,755) > BHA (1,250) > trolox (1,181) > BHT (0,945) olarak bulundu. Bu yontemde en
yiiksek antioksidan aktivite gdsteren ari iirlinlerinin yine propolis érnekleri oldugu goriildii.
Propolis numunelerinin sonuglar1 Sanlurfa (1,586) > Ankara (1,396) > Mersin (1,381) >
Artvin (1,345) > Yalova (1,29) > Erzurum (1,289) > Aydin (0,991) > Hakkari (0,858)
olarak tespit edildi. Hakkari propolisi hari¢ diger propolis 6rneklerinin BHT standardindan
daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi ve Aydin ve Hakkari propolisleri hari¢ diger
propolislerin BHA ve trolox standartlarindan daha yliksek antioksidan aktivite gosterdigi
belirlendi. Boylece propolislerin ¢ok gii¢lii antioksidan 6zellik gosterdigi birgok in vitro
yontem ile belirlenmistir. Ari1 iriinlerinin FRAP metodundaki antioksidan aktivite
sonugclart genel olarak propolis > ar1 siitii > polen > ar1 ekmegi > bal seklinde belirlendi.
Boylece ar1 iiriinleri iginde propolisin ¢ok giiclii antioksidan 6zellik gosterdigi, ar1 siitiiniin
bir¢ok standart antioksidan daha yiiksek aktivite gosterdigi, polen, ar1 ekmegi ve balin
standart antioksidanlar kadar olmasa da antioksidan aktivite gosterdikleri kapsamli bir

sekilde belirlenmistir.

Indirgeme yontemlerinde ise ar1 iiriinleri iginde en fazla antioksidan aktivitenin yine
propolislerde oldugu bulunmustur. En yliksek antioksidan aktiviteyi Mersin propolisi (A
450:1,896) gostermistir. Standart antioksidanlarin indirgeme yontemleri sonuglar1 0,379-
2,900 arasinda degismekte oldugu belirlenmistir. Ar1 tirlinlerinin ise sonuglar1 0,075-1,896

arasinda degismektedir.

An {riinleri i¢inde en diisiik aktivitenin genel olarak 6 yontemde de ballar oldugu
belirlenmistir. Ancak antioksidan 6zellik gosteren sekonder metabolitlerin kalitatif olarak
balda fazla oldugu belirlenmis olup antioksidan 6zelligi ile uyum gostermedigi

goriilmiistiir. Bunun nedenin ise sekonder metabolit belirleme yonteminde ballara farkl
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ekstraksiyon yontemleri uygulanmis olup en verimli yontem segilerek fenolik bilesiklerin
belirlenmesinin olabilecegi 6n goriilmektedir. Antioksidan yontemlerde ise sekonder
metabolit ekstraksiyon yontemi kullanilmayip farkli yontem uygulanmustir. Boylece farkli
ekstraksiyon yontemlerinin biyolojik aktivite yontemlerinde farkliliga neden olabilecegi 6n
goriilmektedir. Antioksidan aktivitenin en 6nemli nedenleri arasinda fenolik bilesikler
gosterilmektedir. Fenolik bilesen icerigi kalitatif ve kantitatif olarak ne kadar yiiksek ise
antioksidan aktivite de o kadar yiiksek olmaktadir. Ari {riinlerinin antioksidan

kapasitesinin igerdikleri zengin fenolik bilesenlerden kaynaklanabilecegi 6n goriilmektedir.

An driinleri i¢inde toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek olarak bulunan
Sanlwrfa propolisidir (102,353 pg GAE/mg). Arn iriinlerinin toplam fenolik miktari
34,706-102,353 (ug GAE/mg) arasinda oldugu bulunmustur. En diisiik miktarin ise balda
oldugu belirlenmistir. Toplam flavonoid miktar1 ise en fazla yine Sanlwurfa propolisinde
tespit edilmistir (20,471 pg QE/mg). Arn iiriinlerinin toplam flavonoid miktarlar1 7,059-
20,471 (ug QE/mg) arasinda degistigi bulunmustur. Balin toplam fenolik miktarinin diisiik
cikmasi, LC-MS/MS ile fenolik igerigin zengin ¢ikmasit birbiri ile uyumlu
goriilmemektedir. Bunun nedeni LC-MS/MS analizinde bal i¢in uygulanan ekstraksiyon
yonteminin fenolik madde miktar1 belirlenmesinde uygulanan yontemden farkli olmasi
olabilir yada LC-MS/MS yonteminde belirlenen fenoliklerin disinda ¢ok daha fazla fenolik

bilesen olabileceginden kaynaklanabilecegi 6n goriilmektedir.

Enzim inhibisyon sonuglarinda ise ar1 irilinlerinin i¢inde en fazla inhibisyon
aktivitesine sahip {lriinlerin ar1 siitleri oldugu belirlenmistir. Propolislerin ise enzim
inhibisyon aktiviteleri antioksidan aktivitelerdeki gibi yiiksek belirlenmeyip ari iiriinleri
icinde az oldugu goriilmiistiir. Ari iirinlerinin ¢alisilan a-Amilaz, a-Glikozidaz, hCA I,
hCA I, AChE ve BChE enzimlerini inhibe etme gii¢leri yiiksek oldugundan bu enzimler
ile ilgili olan epilepsi, glokom, Alzheimer ve diyabet hastalar1 igin tiiketiminin faydali
olacagr on goriilmektedir. Literatiirde bu bes ar1 {iriinliniin bu 6 enzim ile inhibisyon
caligmasina neredeyse rastlanilmamustir. Belirli bir ar1 irtini ve belirli birka¢ enzim ile
calisma yapilmistir. Bu yonii ile bu ¢alismanin literatiire biiyiik bir veri sundugu ve katki
yaptig1 goriilmektedir. Bal, polen ve propolislerin hCA | ve hCA 1I enzim inhibisyonlarinin
arastirildigr calismada propolislerin en yiiksek aktivite gosterdigi ve sonra polen ve balin
inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Bu calisma ile ¢alismamizdaki propolislerin benzer
sonuglar gostermedigi, polenlerin daha fazla enzim inhibe ettigi ve ballarin yakin sonuglar

verdigi belirlenmistir (imdat et al. 2016).
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Bal, gida olarak ve ¢esitli hastaliklarin tedavilerinde sifa kaynagi olarak ¢ok fazla
tiketilmektedir. Bu nedenle kalite parametrelerine uygun olmasi, sahtecilik ve tagsisten
uzak olmasi gerekmektedir. Bu amacla Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebliginde bal i¢in 6nemli
fizikokimyasal analizler belirtilmis ve uluslararasi standartlara uygun olan limitler
belirlenmistir. Bu calismada Tiirkiye’nin 7 farkli bolgesinden 8 farkli ilden toplanan
ballarda naftalin, seker kompozisyonu, prolin, diastaz, HMF, nem, elektriksel iletkenlik,

serbest asitlik ve pH analizleri yapilmistir.

Sekiz farkli ilden toplanan ballarin prolin degerlerinin 853-389 (mg/kg) araliginda,
diastaz degerlerinin 31,2-8,8 araliginda, HMF degerlerinin 36,9-0 (mg/kg) araliginda, nem
sonucglarinin 16,2-14,1 (%) araliginda, elektriksel iletkenlik sonuglarmin 0,269-0,178
(mS/cm) araliginda, serbest asitlik sonuglarinin 34,3-15,1 (meg/kg) araliginda ve pH
degerlerinin ise 4,06-3,85 araliginda degistigi tespit edilmistir. Naftalinin kanserojen bir
madde oldugu ve balda kalint1 birakmasinin insan sagligini ciddi etkileyecegi bilinmektedir
(Turhan and izol 2023). Naftalin ballarda &l¢iim limitinin altinda kaldigindan tespit
edilememis ve bu yonii ile bal i¢in zarar olusturmadig: goriilmiistiir. Seker sonuglarinda ise
fruktoz+glukoz yiizdeleri 75,99-58,7 araliginda oldugu ve en diisiik oranin Artvin bali
oldugu ve limit degerinin altinda oldugu belirlenmistir. Fruktoz/glukoz orani ballarda 1,51-
1,14 araliginda olup Hakkari, Artvin ve Mersin ballarinin limit degerinin ¢ok az iistiinde
oldugu belirlenmistir. Ayrica sakkaroz, Hakkari, Sanlurfa ve Mersin ballarinda tespit
edilememistir. Sakkarozun ballarda diisiik olmasi seker takviyesinin olmadiginin bir
gostergesi olabilecegi 6n goriilmektedir. Bal glinlimiizde ekonomik gerekcelerden dolay1
seker takviyesinin olduk¢a fazla yapildigi bir drlindiir. Bu nedenle ballarda seker
limitlerinin takviye olmadigim1 géstermesi memnuniyet vericidir. Prolin degeri (853
mg/kg) en yiiksek olan balin Aydin iline ait oldugu ve diastaz degerinin (31,2) ise en
yiksek oldugu balin Artvin iline ait oldugu belirlenmis ve bu sonuglara gore ballarin
yiksek kalitede oldugu yorumlanmistir. Ballarda yapilan analizlerde cografi olarak
farkliliklar goriilmiistiir. Ar1 Uriinlerinin kimyasal igeriklerinin ve biyolojik aktivitelerinin
floraya, cografyaya, toprak yapisina, iklim kosullarina, ar1 beslenmesine, ar1 hastaliklarina,
ar1 tliriine, depolama ve ambalajlama kosullarina gore degisiklik gosterebilecegi literatiirde

belirtilmistir.

Bal en ¢ok tiiketilen sifa kaynagi olarak goriilen bir iirin oldugundan dolay1 kalite
gostergesi olan analizlerin diizenli olarak yapilmasi gerekmektedir. Ciinkii sahtecilik ve
tagsisi belirlemenin tek yolu kimyasal ve biyolojik analizlerdir. Naftalin ve HMF gibi

kanserojen etkisi olan bilesenlerin belirlenen limitlerin iistiinde olmamas1 saglik agisindan
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oldukca onemlidir. Ayrica ballarda en sik rastlanan antibiyotik ve pestisit kalintilar1 ballari
sifa_kaynagindan cikarip zararli hale gevirmektedir. Ozellikle toksik agir metallerinde
ballarda tespit edilmesi yine bali zararli yapmaktadir. Bu gibi nedenler ile ozellikle
aricilarin bal iiretiminde ariliklari sanayi kuruluslar1 ve tarimsal arazilerden uzak yerlede
kurmalari, ar1 hastaliklarina kars1 antibiyotik yerine dogal koruyucular kullanmalari,
disaridan bala seker, prolin, enzim katmamalar1 gerekmektedir. Bal bir¢ok analizi

yapildiktan sonra uygun ise pazarlanmalidir.

Dogal antioksidanlara olan ihtiya¢ ve gidalarin zengin kimyasal ve biyolojik
aktivitelere sahip olmasi giiniimiiz insanligimn tercih ettigi dnemli bir durumdur. Ozellikle
gida olarak tiikettigimiz besinlerin inorganik igerikten uzak ve dogallig1 ile birlikte
hastaliklara karsi giiclii ve viicudumuzun ihtiyacini karsilayabilecek diizeyde biyoaktif
bilesenleri icermesi 6nemlidir. Bu dogrultuda ar triinleri ¢ok degerli dogal tirtinlerdir. Bu
caligma ile ar siitii, ar1 ekmegi, bal, propolis ve polen gibi 6nemli ve tiikketimi yiiksek olan
ar1 Uriinlerinin farkli cografi bdlgelerden, detayli kimyasal igerik, kapsamli antioksidan
aktivite, onemli metabolik enzimlere karsi inhibisyon potansiyelleri ve ballarin kalite
parametrelerine uygunlugu belirlenmistir. Arastirilan ar1 triinleri icinde kantitatif agidan
genel olarak en zengin biyoaktif kimyasal bilesen igerenin bal oldugu belirlenmistir.
Antioksidan aktivitede ise en fazla aktivite gosteren iriiniin propolis oldugu tespit
edilmistir. Enzim inhibisyon potansiyellerinde farkliliklar gézlenmesine karsin genelde en
aktif Girtintiin ise ar1 siitii oldugu goriilmiistiir. Boylece glokom, epilepsi, Alzheimer ve
diyabet hastalarimin ari iriinlerini tiikketmeleri tavsiye edilmektedir. Calisma sonucunda
ozellikle propolisin bir¢ok biyoaktif sekonder metabolit i¢in ham madde olabilecegi, ar1
stitiiniin metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi, bal, polen ve ar1 ekmeginin
benzer sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir. Ar1 Uriinlerinin tip, gida, farmakoloji, ilag
ve kozmetik alanlarinda kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile propolis, ar1 ekmegi,
art siitii, bal ve polen ile ilgili literatiire ¢ok kapsamli ve detayli veriler kazandirilmus,

ayrica ar1 tirtinlerinin saglikli besinler igindeki kalitesi kapsamli bir sekilde belirlenmistir.
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