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BINGOL YORESI BAL ORNEKLERINDEN FENOLIK
BILESIKLERIN EKSTRAKSIYONU VE BAZI BiYOLOJIK
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bingol ve yoresi zengin bitki gesitliligi ve uygun iklim kosullari ile aricilia oldukga
uygun bir bolgedir. Bélgemizde bal iiretimi ticaret amacli oldugundan dolay1 aricilik
faaliyetleri her gecen giin artmaktadir. Bu calismada, Bing6l ili ballarinin, farkl
bolgelerden alinan Orneklerinin  fenolik ekstrelerinin diinya ¢apinda yapilan bal
arastirmalarinda bilinirliligi ve etkinligi azdir. Bu amacla ve balin bir sifa kaynag1 olarak
bilinen toplumlarda balin gerg¢ek 6zelliklerinin neler olabilecegi ve Bingdl balinin sadece
besleyici 6zelligi disinda sifa kaynagi olarak ne kadar etkin oldugu, bal iceriginin etkin
maddeler agisindan hangi vasiflara sahip oldugu bu etkin maddelerin ne derecede
antioksidan ve antikanser 6zelligi gosterdiginin tespit edilmesi amaglanmis ve ¢alismada
kullanilan bal ornekleri Amberlite® XAD-2 kolon dolgu maddesiyle ile muamele
edilerek fenolik ekstraktlari elde edildi.

Ekstraklarin toplam fenol igerikleri Folin-Ciocalteu yontemiyle, toplam flavonoid
miktarlar1 aliminyum kloriir metoduyla ve toplam antioksidan aktiviteleri ise
fosfomolibden yontemi ile tayin edilmistir. Bingdl’ deki ¢esitli bolgelerden toplanan 5
adet balin metanol ekstraktinda toplam fenolik icerikler Kig1 (426,01), Sancak (326,17),
Servi (237,70), Solhan (172,90) ve Yayladere (140,34) (ug gallik asit/g) olarak
hesaplanmistir. Toplam flavonoid igerikleri ise sirasiyla 0,1981, 0,1482, 0,0805, 0,0817,
ve 0,0876 (ug kuersetin/g) olarak saptanmustir. Toplam fenolik asit igerikleri sirasiyla
723,33 - 868,00 - 262,00 - 0,0817 ve 312,00 (ug sinapik asit/g) olarak saptanmis bu
verilere gore fenolik bilesik icerigine gore Kig1 bali 6ne ¢ikmaktadir. Bu ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri olarak metal gselatlama aktivitesi ve toplam antioksidan
kapasitenin belirlenmesi deneyleri yapilmistir ve % inhibisyon olarak degerlendirilen
1000 pg/mL konsantrasyon da en fazla inhibisyon oldugu goriilmiistiir, buna gore bal
ekstraklarinin inhibisyon degerleri sirasiyla % olarak 17,17 - 2,74 - 18,76- 11,44 ve 3,74
olarak belirlenmistir.

Bu bal ekstraktinin metal selatlama aktivitesinin EDTA eslenigi agisindan deger-
lendirildiginde 12,5 pug/mL konsantrasyonda en fazla metal selatlama sahip oldugu
goriilmiis ve buna gore metal selatlama aktiviteleri sirasiyla 2448,01 - 1334,16 - 439,61 -
1971,66 - 1432,08 pg EDTA/g olarak hesaplanmistir. Toplam antioksidan kapasite ise
sirastyla 2275,40 - 1498,25 - 811,90 - 646,98 ve 16,34 (ug askorbik asit/g) olarak
belirlenmistir. Bu bilgilere gore Kigi balin toplam antioksidan ve fenolik igerik
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aktivitelerinin diger ballardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica tiim bal
orneklerinin insan prostat kanser hiicrelerinin (PC-3) canliligi iizerine etkilerine de
bakilmistir. Tiim bal oOrneklerinin PC-3 hiicre canliligmi uygulanan tiim dozlarda
diisiirdiigii gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bal, fenolik bilesikler, antioksidan aktivite, antikanser aktivite.



EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND
INVESTIGATION OF SOME BIOLOGICAL ACTIVITIES FROM
BINGOL REGIONAL BALANCING EXAMPLES

ABSTRACT

Bingdl and its region are very suitable region for beekeeping with its rich plant variety
and suitable climatic conditions. Beekeeping activities are increasing day by day because
honey production is aimed for trading in our region. In this study, the phenolic extracts of
honey from Bingdl provinces, samples taken from different regions are less known and
effective in honey researches made around the world. For this purpose and in what is
known as a source of healing honey, what are the true features of honey and how
effective it is as a source of healing other than the nutritive properties of Bingol honey,
what qualities of honey content have in terms of active ingredients, how antioxidant and
antimicrobial and anticancer properties of these active substances and the honey phenolic
compounds which were to be used for antioxidant and antimicrobial activities were
extracted with Amberlite XAD-2 column filler.

Total phenol contents of the extracts were determined by Folin-Ciocalteu method, total
flavonoids were determined by aluminum chloride method and total antioxidant activities
by phosphomolybdenum method. The total phenolic contents of methanol extracts of five
honey samples collected from various regions in Bing6l were compared with the values
of Kig1 (426.01), Sancak (326.17), Servi (237.70), Solhan (172.90) and Yayladere
(140.34) pg gallic acid/g). Total flavonoid contents were calculated as 0.1981, 0.1482,
0.0805, 0.0817, and 0.0876 (ug quercetin/g), respectively. Total phenolic acid contents
were calculated as 723.33 - 868.00 - 262.00 -0.0817 and 312.00 (ug sinapic acid/g),
respectively, according to the phenolic compound contents of honey samples. The metal
chelating activities and the total antioxidant capacities of these extracts were determined
as the antioxidant activities and the inhibition values were found to be the maximum
inhibition at the concentration of 1000 pg/mL evaluated as % inhibition, the % inhibition
values of honey extracts were 17.17 - 2.74 - 18. 76 - 11.44 and 3.74.

When the metal chelating activity of this honey extract was evaluated in terms of the
EDTA conjugate, the metal chelating activity was found to be the highest at 12.5 ug/mL
concentration and thus the metal chelating activities were found to be 2448.01 - 1334.16 -
439.61 - 1971.66 - 1432.08 ugEDTA/g. When the total antioxidant capacity was
evaluated as 2275.40 - 1498.25 — 811.90 — 646.98 and 16.34 (ng ascorbic acid/g),
respectively. According to this information, the total antioxidant and phenolic content
activities of Kigi honey sample were found to be higher than the other balloons. Our
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findings indicate that gallic acid, quercetin, sinapic acid, ascorbic acid are the main
phenolic acids studied. We evaluated the effects of honey samples on viability of human
prostate cancer cells (PC-3) and these extracts significantly reduced the viability of PC-3
cells in vitro. As a result, antioxidant and anticancer properties of honey samples from
Bing6l province have been revealed.

Keywords: Honey, phenolic compounds, antioxidant activity, anticancer activity.

Xii



1. GIRIS

Bal, yiizyillar boyunca insanoglu igin onemli bir besin kaynagi olmustur. Arilar bal
yapmak i¢in bitkilerdeki ¢icek ve tomurcuklarda bulunan diger bir ad1 da bal 6zii olarak
adlandirilan nektar1 alirlar ve bu nektar1 kendi bal midelerinde bulunan invertaz enzimi
vasitasiyla kimyasal degisime ugratarak bali meydana getirirler (Martin 1979; Otles
1995).

Balin igerigi ve kalitesi arilarin bulunduklari habitatin bitki ortiistinden, bitki Ortiisiiniin
nektar tip ve ¢esidine, miktarina, boélgenin cografik konumuna, yliikseltisine, 1s1
degisimlerine, ar1 populasyonunun irkinin saf olmasi gibi bir¢ok faktoriin bilesimine
baghdir. Ancak yapilan aragtirmalar gdstermistir ki insan saglig1 agisindan fonksiyonel
ozelliklere sahip olan balin kaynag: biiyiik dl¢iide habitatindaki ¢icek dagilimina baglhidir
(Effem 1988).

Bal bilesiklerinin  karakterizasyonu balin  biyolojik agidan  gilivenilir olarak
kullanilmasinda biiylik 6nem tasimaktadir. Bal yaklasik olarak iki yliz (200) farkli
bilesenden olusur. Bunlarin igerisinde sekerler, fenolik asitler, flavonoidler, aminoasitler,
proteinler, vitaminler ve enzimler bulunur (Swellam et al. 2003). Bal diinya iizerinde
birgok bolgede geleneksel olarak hastaliklarin tedavisinde 6zellikle antibakteriyel,
antiinflamatuar ozellikte iyilestirici olarak kullanila gelmistir. Ortaya ¢ikan kanitlardan
anlasilacagi lizere bal kimyasallara karsi viicudu korumada, kalp damar rahatsizliklarini
engellemede ve immiin sistemin diizenlenmesinde ciddi roller iistlenmektedir. Koruyucu
ve 1iyilestirici Ozellikleri yapilarinda barindirdiklar1 bitkisel bilesiklerin antioksidan
kapasitesine biiylik 6lgiide baglanmaktadir (Weston et al. 1999).Balin besleyici, koruyucu
ve tedavi edici 6zelliginin ham maddesi bitkilerin yapisinda bulunan aktif bilesiklerini
yapisina katmasindan kaynaklanmaktadir. Cilinkii nektarlarin igerisinde bol miktarda
bitkisel sekonder metabolit bulunmaktadir. En ¢ok bulunan bu bilesik grubu ise fenolik

bilesiklerdir. Fenolik bilesikler balin yapisinda bulunan antioksidan ve diger yararli



ozelliklerine katkida bulunuldugu diisiiniilmektedir (Molan 2006). Fenolik asitler ¢oklu
biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir. Bu biyolojik aktivitelerin igerigi antiaterojenik,
antiinflamatuar, antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikler olarak 6zetlenebilir.
Baz1 hidrobenzoik asit tiirevleri (p-hidroksibenzoik asit, protokatekuik asit ve vanilik asit
gibi) yanisira p-kumarik ve kafeik asit gibi hidroksisinamik asit formlart 6nemli
antikanser aktiviteye sahip bilesiklerdir. flging bir sekilde protokatekuik ve kafeik asit
potansiyel antidiyabetik ve kalp koruma ozelliklerine sahip olduklari gozlemlenmis

durumdadir (Gheldof et al. 2002).

Fenolik icerikler balin antioksidan ve diger yararli o6zelliklerine katkida bulunudugu
diistiniilmektedir (Molan 2006). Fenolik asitler ¢oklu biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerdir. Bu biyolojik aktivitelerin igerigi antiaterojenik, antiinflamatuar, antikanser,
antioksidan ve antimikrobiyal o6zellikler olarak Ozetlenebilir. Bazi hidrobenzoik asit
tirevleri (p-hidroksibenzoik asit, protokatekuik asit ve vanilik asit gibi) yanisira p-
kumarik ve kafeik asit gibi hidroksisinamik asit formlar1 6nemli antikanser aktiviteye
sahip bilesiklerdir. Ilging bir sekilde protokatekuik ve kafeik asit potansiyel antidiyabetik
ve kalp koruma 6zelliklerine sahip olduklari gézlemlenmis durumdadir (Gheldof et al.
2002).

Fenolik asit profili incelendiginde balin orijini hakkinda bilgi elde etmek miimkiindiir.
Fenolik asitlerden kaffeik asit p-kumarik asit kestane ballarinda protokatekuik asit ise

cicek ballar1 gibi ballarda floral belirleyici olarak bulunurlar (Kassim et al. 2010).

Yapilan diger caligmalarda bireysel fenolik bilesikler gram negatif ve gram pozitif
bakterilerde genis bir yelpazede biiylimeyi inhibe ettigini gostermistir (Davidson et al.
2005). Fenolik bilesikler bitkilerden olusan en 6énemli gruplardan biridir ve 8000 farkli
yapidan olusmustur (Bravo 1998). Bu bilesiklerin antikanserojenik, antiinflamatuar,
antiaterojenik, antitrombotik, immiin sistem ve analjezik faaliyetleri gosterilmistir. Bunlar

arasinda antioksidan fonksiyonlar1 da rapor edilmistir (Vinson et al. 1998).

Insanoglu bitkileri ¢ok farkli amaglar igin varolusundan beri kullanmaktadir. Giiniimiizde
cok sayida bitki kokenli bilesik, Onemli ilaglar arasinda sayilmaktadir. Yapilan

arastirmalar sonucunda diinya iizerinde terap6tik amagclarla kullanilan birgok bitki tiirii



mevcut olup buna 6rnek olarak agr1 kesici olarak sogiit agact kabugundan elde edilen
tarihi eski caglara kadar varan asetilsalisilik asit adiyla bilinen aspirindir. Giiniimiizde
antitimor ve apoptotik etkisi kanitlanmis pek c¢ok bitki kdkenli bilesik bulunmaktadir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesini temel
alan, ozellikle dogal iiriin ya da bitki kokenli terapodtik etkili yiyecekler iizerine

yogunlasmistir (Beytur vd. 2008).

Son yillarda bitkisel bilesiklerin etkin maddelerinden dolay: alternatif tip ve bitkilerden
yeni aktif etkin bilesiklerin arastirilmast ve bu bilesiklerin sinerjetik ve antagonistik
etkisinin arastirilmasi {izerine birgok yayin bulunmaktadir. Bitkiye ait etkin bilesiklerin
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar etkileri basta gida sanayi olmak iizere

kigilerin giinliik beslenmelerin kullanimlar artig egilimindedir.

Bitkilerin yapilarinda bulunan sekonder metabolitleri olan fenolik bilesikler agisindan
zengin olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu bilesik grubu igerisinde flavonoidleri,
fenolik asitleri ve karetonoid iki biyoaktif bilesikleri bulundurmasindan dolayidir. Ayni
zamanda ayni bitki tiirline ait orneklerin farkli cografi alanda farkli yiikseltide gilines
15181 alma agisindaki farkliliklar dahi bu bilesikler ve alt gruplarinin sayisinda ve
miktarinda farkliliklar gostermektedir (Kulkarni et al. 2006). Bu bilesiklerin dogal olarak
antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser maddeleri olarak arastirilmasi son yillarda

yapilan bir¢ok ¢alismada etken madde olarak ortaya ¢ikarilmistir.

Gidalarda raf Omriiniin uzatilmasi, bozunmayi1 Onleyici olarak siklikla kullanilan
biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi sentetik
antioksidanlarinin son yillarda kanser basta olmak iizere dejeneratif hastaliklara sebebiyet
verdigi ve diinya saglik orgiitiiniin verdigi giinliik limitler beslenme aligkanliklarindaki
farkliliktan dolayr asildigit bu miktarlarin az miktarda alinmasi dahi dejenaratif

hastaliklara yol agmakta oldugu ancak asilmasmin ¢ok riskli olacagi bildirilmektedir

(Giilgin vd. 2006a).

Bitkisel orijinli antioksidan maddelerin ve bilesiklerin giinliik diyetle direk bitkisel
beslenme ve bitkilerden kdkenlenen bal gibi bilesiklerden saglanmasi ile ilgili egilim giin

gectikce artmakta ve zamanla fonksiyonel gida terimi 6nem kazanmaktadir.



Bu konuda yapilacak yeni tiirevsel caligmalar, meyve ve sebze ve bunlardan olusan
kombinasyonlarmin kisinin giinliik diyetinde olmasi ile kronik hastaliklar arasindaki
mekanizmalara yeni bir bakis acisi ve prostat kanseri ve diger kanser tiirlerinin
onlenmesinde ve tedavisinde potansiyel kanser ilaglarmin olusumuna yeni yaklasimlar

saglayacaktir.

Goriilme siklig1 ve yiiksek oranda oliimlere yol agmasi nedeni ile kanser giiniimiizde
onemli bir saglik sorunu olarak 6n plana ¢ikmis bulunmaktadir. Bugiin kanser en sik
goriilen 6liim nedenleri arasinda kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci siray1 almistir.
Giintimiizde erkeklerde prostat kanseri, iilkemizde yiiz binde 24,33'liik oranla akciger

kanserinden sonra ikinci en sik goriilme oranina sahip kanser tiirtidiir (Snader 2011).

Antioksidanlar, reaktif oksijen iirliinlerinin ve serbest radikalleri tutarak radikallerin
organizmadaki negatif etkilerinin 6nlenmesi konusunda gorev aldiklar1 bilinmektedir. Bu
yiizden antioksidanlar viicudun etkinliginin ve sagligmin korunmasinda son derece
onemli bir rol oynamaktadir. Bu antioksidan maddeler dogal kdkenden olanlar olarak
irdelendiginde fenolik maddeler grubu igine giren maddelerin bu o6zellikleri 1y1

bilinmektedir.

Antioksidan aktivite tayin metotlari, gida, farmasotik veya tibbi amacglh kullanilan
bitkilerin ve onlardan kdkenlenen iiriinlerin ( bal vb.) veya onlardan saflastirilan biyolojik
aktif maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmas1 bakimindan yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu amagla toplam antioksidan aktivite tayini, toplam indirgeme
potansiyeli kapasitesinin arastirilmasi, % radikal yakalama aktivitesi (DPPH yontemi) ve

metal selatlama aktivitesi gibi metotlar siklikla kullanilmaktadir (Giilgin 2006D).

Tiim ballar yapilarindan dolayi (antioksidan ve antimikrobiyal vb.) insan viicudu tizerinde
pozitif etkiye sahiptirler. Bu calismada Bingdl ve c¢evresinde elde edilen ballarin genel
fenolik bilesik iceriginin belirlenmesi ve elde edilen bal ekstraktlarinin antioksidan ve
antimikrobiyal Ozelliklerinin arastirilmas: ile Bingol bdolgesi ballarmin  fenolik
ekstraktinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ve balin fonksiyonel gidalarda yapay
antioksidan ve antimikrobiyal maddeler yerine kullanilabilir olup olmadiginin

belirlenmesi amaglanmustir.



1.1. Bal

1.1.1. Tanimi

Bal, dogal olarak iiretilen kompleks gida maddeleri arasinda yer almaktadir. Hi¢ bir
isleme tabii tutulmadan, tatlandirict madde olarak kullanilabilen tek gida maddesidir.
Balin yaklasik %80°ni ¢esitli sekerlerden meydana gelmektedir. Bu sekerlerin %80 nini
ise glukoz ve fruktoz olustur. Bal glukoz ve fruktoz gibi sekerden olusan doymus bir
cozeltisi olsa da, diger bazi sekerleri, organik asitleri, enzimleri, aminoasitleri,
vitaminleri, flavonoidleri, fenolik maddeleri ve mineral maddeleri de igeren kompleks bir
karisimdan olusmaktadir (Gheldof et al. 2002). Balin ihtiva ettigi enerji miktar1 yaklagik
olarak 100 gramda 303 kilo kaloridir. Balin enerji miktarinin yliksek olmasi ve yapisisnda
bulunan karbonhidratlarin kolay ve hizli bir sekilde emiliminden dolay1 bal tiim yas

grubundaki insanlarin kullanabilecegi uygun bir gidasal bir tiriindiir (Blasa et al. 2005).

Balin antimikorbiyal etkisinin osmolaritesinden ¢ok, balda bulunan diger komponentlere
bagli olduguna yonelik mikrobiyolojik calismalar bulunmaktadir. Baldaki en etkili
antimikrobiyal ajan olarak bilinen bilesen, 1s1 ve 1s18a duyarli ve glukozoksidaz enzimi
tarafindan iretilen hidrojen peroksittir. Balin antimikrobiyal etkisi ile ilgili yapilan
arastirmalarda, bal en az 10 veya daha fazla sulandirildiginda bile balin yaygin olarak
cesitli enfeksiyonlara neden olan bazi bakteri tiirlerinin geligmesini tamamen yok ettigi

belirtilmektedir (Molan vd. 2000; Dunford 2000).

Balin bir diger 6zelligi sahip oldugu antioksidan 6zelligidir. Bal; bitkisel kaynagina bagl
olarak ihtiva ettigi tokoferol, askorbik asit, flavonoidler ve diger fenolik maddeler
sayesinde antioksidatif bir etkiye de sahiptir. Bu etki sayesinde organizmay1, oksidatif
olaylar sonucunda ortaya ¢ikan bir takim rahatsizliklara; Ozellikle kansere ve
kardiyovaskiiler kollaps (¢evresel damarlarin genisleyip burada kanin toplanmasiyla

olusan agir bir ¢okiintii)’a kars1 korudugu bildirilmektedir. (URL-1, 2013; URL-2, 2013).

Genel olarak biitiin bal ¢esitlerinde fruktoz miktar1 glikoza oranla daha fazla bulunur.
Yalnizca bir kag bal ¢esidinde fruktoz miktar1 glikoz miktarindan az olabilir. Balin ihtiva

ettigi enzimler ve asitlerin etkisiyle balin seker yapisinda zamanla degisimler meydana



gelebilir ayrica balin bolgesel olarak yetisen bitki g¢esidine gore tadinin farklilik
gosterdigi de bilinmektedir (Crane 1980).

Balin tatlilig1 yapisindaki sekerlerden olusmaktadir fakat bazi ballar digerlerine gore daha
fazla tatli olabilmekle beraber kaynagina gore aci ballarda bulunabilmektedir. Bunun
nedeni bahn igerisindeki seker ve fenolik madde miktarinin gesidine ve konsantrasyonuna
bagli olarak tatlilik miktarlar1 farkli olabilirler. Toplam seker miktar1 ve seker
kompozisyonu balin tatli olmasini etkilemektedir. Balin tatlilig1 genellikle fruktoz igerigi
ve miktar ile iligkilidir. Ancak fruktoz miktar1 tek bagina balin tathi olmasinda etkili
degildir. Pek ¢ok seker bir araya geldiklerinde tek baslarina oldugundan daha fazla tatlilik
hissedilebilir (Crane 1980).

1.1.2. Balin Bilesimi ve Kimyasal Yapisi

Balin yaklagik olarak %80'i degisik yapidaki sakkaritlerden olusmaktadir. Bu sakkaritlere
bakildiginda; disakkarit olarak; maltozu ve sakkarozu, monosakkaritler; glukoz ile
fruktozu ve bunlarla beraber olarak gentioblioz, izomaltoz, izomaltuloz, kojibioz,
leukroz, maltuloz, nigeroz, naminaribioz, neutreholoz, turanoz ve polisakkarit ailesinden;
1-kestoz, centoz, erloz, izomaltotetroz, izomaltotrioz, izomaltopentoz izopanoz,
melezitoz, maltotrioz, panoz, 3- izomaltosil plukoz ve theanderoz, olarak ayrilirlar
(Dogaroglu 1999).

Yaklasik neme bagl olarak 15 - %17'si sudan meydana gelmektedir. %3'lik kismi ise
basta enzimler olmak {izere, bala bal ozelligi kazandiran ve bali degerli kilan

maddelerden olugsmaktadir (Korkmaz 2006).

Bal kalori agisindan zengin olmakla beraber yapisinda az miktarda proteinde ihtiva
etmektedir. Bal organik bilesik olan bu biyopolimerler disinda inorganik olan
magnezyum, kalsiyum, aliiminyum, demir, bakir, potasyum, fosfor, silisyum, krom, nikel
ve kobalt gibi mineral maddeleri de biinyesinde bulundurmaktadir. Bazi ballarin
inorganik madde miktarlar1 ve c¢esitlerinde farklilik bulunmaktadir. Salgi ballarina

bakildiginda inorganik madde agisindan ¢igek ballarina gére daha fazla mineral madde



bulundurmaktadir. Cigek ballar1 salgi ballarina nazaran inorganik madde eksikliginden

dolay kristalize olabilirler (Morse et al. 1985).

Tablo 1.1. Nektar ve salgi bilesenlerin degerleri (Crane 1975)

Nektar Bah Salg1 Bal
Bilesen

Ortalama En az-En ¢ok Ortalama En az-En ¢ok
Fruktoz % 38,19 27,25 - 44,26 31,80 23,91-38,12
Glukoz % 31,28 22,03 -40,75 26,08 19,23 - 31,86
Sakkaroz % 1,31 0,25-7,57 0,80 0,44-1,14
Maltoz % 7,31 2,74-1598 8,80 511-12,48
Su % 17,2 13,4-22,9 16,3 12,2-18,2
pH 391 342-6,10 4,45 3,90-4,88
Yiiksek sekerler % 1,50 0,13 -8,49 4,70 1,28 -11,50
Tayin edilemeyen % 31 0-13,2 10,1 2,7-224
Serbest asitlik 22,03 6,75 47,19 49,07 30,29 - 66,02
Lakton 711 0-18,76 5,80 0,36 — 14,09
Total asitlik 29,12 8,68 — 59,49 54,88 34,62 - 76,49
Kiil % 0,169 0,020 - 1,028 0,730 0,212 - 1,185
Diastaz 20,8 2,1-61,2 31,9 6,7 —48,4
Azot % 20,8 2,1-61,2 31,9 6,7 48,4

Nektarin yapisinda bulunan sakkarozun, invertaz enzimi ve fenolik ve karboksillik asitler
etkisi parcalanmasi ile ketoz bir seker olan fruktoz ile aldoz bir seker olan glukoz
olugsmaktadir. Olusan bu sekerler donlismiis olduklarindan dolayr invert seker
denilmektedir. Bahn igerigi ele alindiginda yaklasik olarak % 69-78 oraninda bu invert
sekerli hali bal olarak bilinmektedir (Tetik 1968; Muller et al. 1980).

Ballarin tatlilik orami farklilik gostermektedir bunun nedeni igerisindeki invert seker
oranlarinin ve katilan diger seker bilesenlerinin miktar ve ¢esidine baglidir. Balin tatlilig1
genelde igerisindeki ketoz seker olan fruktoz ile iliskilendirilmektedir. Bakildiginda
yapilan arastirma ve analiz sonuclarina gore igerigindeki fruktoz miktar1 fazla olan ballar

daha tatli olmaktadir.



1.2. Oksidanlar

Kimyasal bilesikler, iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag olusturmasi ile
meydana gelir. Bu baglar negatif yiikli elektronlarla sarilmistir ve bu elektronlarin diizeni
bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlari ¢iftlenmis oktetini tamamlamis
halde bulunurken kararsiz bilesiklerde elektronlar ¢iftlenmemis yani oktetini tamamlamis
oluklarindan bu eksik elektronunun tamamlamak i¢in reaksiyon Ozellikleri yiiksek olup
bir yere baglanma egilimindedirler. Boylelikle molekiil reaktif ve kararsiz bir halde

bulunmaktadir.

Yapilarinda bir ya da daha fazla sayida ciftlenmemis elektrona sahip element veya
bilesiklere serbest radikaller denir. Serbest radikallerdeki ¢iftlenmemis elektronlar kararl
duruma ge¢mek ister ve kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi
yeni bir serbest radikal haline doniistiiriir. Serbest radikallerin baglattigi bu zincirleme
reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder. Bu

durum aslinda hayatin her evresinde yagamakta oldugumuz dogal bir siirectir (Gokpinar
vd. 2006).

ROS (reaktif hale gelmis oksijen tiirleri) ya da diger bir ifadeyle serbest radikaller
organizma da hiicre membranin yapisinda bulunan lipit ve proteinlerini oksitleyerek
hiicre membranindaki zar lipitlerinde bozunma (dejenerasyona) meydana getirmekte

boylece sinirsel sistem bozukluklar da dahil birgok hastaliga neden olmaktadirlar.

Ayrica immiin sistem tizerinde bagigiklig1 saglayan hiicrelerin zar yapisinda bozulma
saglamakta ve bOylece immiin sistemi yavaslatmakta hatta bozmaktadir. Ayni1 sekilde
¢ekirdek zarinda oksidatif etkisinden dolayi g¢ekirdek zarindaki bozunma ile birlikte
genetik materyale etki edip DNA'y1 oksitleyebilmekte ve boylece DNA iizerinde kirilma
ve mutasyonlar meydana gelmesini saglayabilmektedir. ROS ve diger tiirevli oksidan

maddelerin sebebiyet verdikleri rahatsizliklari {i¢ baslik altinda toplanabilir.

a. Genetik materyal iizerindeki defekt sonucu olusan rahatsizliklar.

b. Cevresel faktorlerin olusturdugu radikaller sonucu olusan rahatsizliklar.



c. Hem hiicresel hem de cevresel faktorler tarafindan olusturulan reaktif tiirlerin sebebiyet

verdigi rahatsizliklar (URL-3, 2013).

1.3. Antioksidanlar

Antioksidan terimi, herhangi bir baska kimyasal bileseninin oksitleme kabiliyetini
yavaslatabilme ya da onun bu kabiliyetini tamamen ortadan kaldirabilen molekiil olarak
tanimlanabilir (Moon et al. 2009). Antioksidanlar endojen olarak bilinen viicudun kendi
iirettigi antioksidan olabilirken beslenme ile viicuda alinan eksojen olarak adlandirilan
vucut dis1 antioksidanlarda olabilir. Insanlarda metabolik olaylar sirasinda oksijen
kullanimina bagl olarak siiperoksit (O2 ), hidroksil (OH ), peroksil (ROO ), alkoksil
(RO ), semikuinon (Q ), nitrik oksit (NO )4 kokleri ile hidrojen peroksit (H202),
peroksinitrit (ONOO ) ve singlet oksijen ('O2) gibi aktif oksijen formlari meydana
gelmektedir. Ayrica radyasyon, c¢esitli gazlar, agir metaller, pestisitler, herbisitler ile
tedavi amagl kullanilan birgok ilag, oksidatif stres nedeni olarak gdsterilen aktif oksijen
olusumuna neden olurlar. Oksidatif stres, normal metabolik faaliyetler i¢in gerekli olan
aktif oksijen-antioksidan dengesini aktif oksijen lehine bozarak; DNA, protein,
karbonhidrat ve lipidler de zararlanmaya yol agmakta ve bagta koroner hastaliklar, kanser,
diyabet ve karaciger tahribati olmak {izere birgok hastalia neden olmaktadir (Yiicel ve
Otles 2001). Bu molekiiller viicutta enerji iiretimi dongiisiinde yasamsal faaliyetin temeli
olan oksijenin solunum olayinda islenmesi sirasinda, sindirim sirasinda ya da disaridan
alinan bir serbest radikal ile kimyasal olarak iligkiye girerek reaktif radikalin organizma

iizerindeki etkisini 6nleyen savunma mekanizmalaridir.

Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalar ile reaktif tiirlerin etkilerini ortadan kaldirabilirler.
Bu mekanizmalar; Siipiirme etkisi (Scavenging), sondiirme etkisi (Quenching), zincir
reaksiyonlarmi kirma etkisi (Chain Breaking), onarma etkisi (Repair) (Gokpmar vd.
2006).

Bitkisel tiirevli fenolik maddeler ve vitaminlerin, antioksidan 6zellikleri son yillarda
lizerinde ¢ok calisilan ve giindemde bulunan bilesiklerdir. Vitamin C’nin, oksijen
raktifleri ile diger peroksit ozellikte oksidatif bilesiklerin temizlenmesinde etkili

antioksidan oldugu son yillardaki arastirmalarda ortaya ¢ikartilmigtir. Vitamin E ise yine
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ayni sekilde reaktif oksijen tiirlerine karst antioksidatif olarak etkili antioksidan olarak
oksidasyonu Onler. B-karoten ve diger fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelligini singlet
oksijen aktivitesi (viicudun 1s18a hassasiyet reaksiyonu) ve peroksil koklerine karsi

gostermektedir ( Yiicel ve Otles 2001).

Antioksidanlar ile yapilan caligmalar gostermistir ki, Ozellikle bitkisel kaynakl
antioksidanlarin aktivitesi ile bir¢ok hastaligin gelismesini 6zlemekle birlikte tedavi
amagh olarakta etkin oldugu belirlenmistir. Son yillarda bilimsel literatiirde bitkisel
droglar ve bunlarin tiirevlerinin igeriklerinde bulunan dogal antioksidanlar sayesinde
ozellikle flavonoid ve tlirevleri ile diger fenolik bilesik grubunun arastirilmasi ile birgok

bilimsel sonuglar elde edilmistir (Frankel et al. 2008, Moon et al. 2009).

1.4. Fenolik Bilesikler

Benzen halkasina sahip olan organik bilesikler genel olarak fenolik maddeler olarak
bilinirler. Genellikle bitkilerin kendilerini koruma amaciyla tehdidin siddetine gore
degismekle birlikte bitkide varligin1 devamli olarak gordiigiimiiz, primer metabolitlerden
sentezledikleri sekonder metabolit (ikincil metabolitler) olarak adlandirilmaktadir.
Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin en 6nemli ve en bol bulunanlar1 fenolik asitler ve
flavonoidler olmak iizere 2 ana gruba ayirabiliriz. Bunlarin disginda tanenlerde

bulunmaktadir (Ribéreau et al. 2000).

Bitkiler yapilarindaki fenolik bilesikler ve bunlarin tiirevleri sayesinde kendilerine 6zgii
koku, renk ve tat barindirirlar. Boylece tarih boyunca organizmalarin tiikettikleri bitkisel
kaynaklarin renk olusumunda ve bu rengin cezbediciligin de, koku olarak kokunun
cekiciliginde ve tat olarak kendine has bir lezzetin olusumu ile organizma agisindan tiim

bilesenleri ile ¢ekici olmustur.

Arilarin nektar oziitlerini renk, koku gibi 6zellikler agisindan insanlarda ayni 6zellikler
cezbedici olurken bu iiriinlerin tiiketimi viicutlarinda faydalar1 ile etnobotanik olarak
kullanilmaya baglanmis ve giiniimiizde de halk arasinda belli hastaliklara belli bitkilerin

kullanilmas1 duyusal 6zellikler vasitasiyla olmustur. Ancak son yillarda bu cezbediciligi
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saglayan fenolik bilesiklerin ¢ok etkin birer bilesik grubu oldugu ve hem 6nleyici hem de
tedavi edici ozellikleri giin yiiziine ¢ikartilmistir.

Son yillarda bitkisel kokenli gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin yogun bir sekilde
incelenmesi, bunlarin insan saghgi ile yakindan iliskisi oldugunun saptanmasindan ve
ozellikle de kanser insidansim1 azalttigi yoniindeki epidemiyolojik bilgilerden
kaynaklanmaktadir. Buna karsin, bazi caligsmalar flavonoidlerin karsinojen oldugunu
savunsa da, diger bir¢ok ¢alismada elde edilen bulgular, flavonoidlerin antimutajen ve

antikarsinojen oldugunu desteklemektedir (URL-3, 2013).

1.4.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, kimyasal yonden hidroksisinnamik (sinamik) ve hidroksibenzoik
(benzoik) asitler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2. 1) Hidroksibenzoik asitler
C6-C1 (fenilmetan), hidroksisinamik asitler ise C6-C3 (fenilpropan) yapisindadir.
Benzoik asit tiirevlerine 6rnek olarak, protokatesuik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik
asit, salisilik asit ve gensitik asit verilebilir. Kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit
vesinapik asit ise sinamik asit tiirevlerindendir (Ribéreau et al. 2000, Yiicel ve Otles

2001, Nizamoglu ve Nas 2010).

OH

HO

OH

Sekil 1.1. Fenolik asitlerin kimyasal yapilari
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1.4.2. Flavonoidler

Flavonoidler yiiksek antioksidan kapasitesi gostermektedir. Flavonoidler C6-C3-C6
(difenilpropan) formunda iki fenil halkasinin bir propan zinciri ile birlesmesiyle olusur ve

15 karbon atomuna sahip ana bir iskelete sahiptirler.

Sekil 1.2. Flavonoidlerin genel yapis1 (Fraga 2010)

Antosiyanidinler, flavonlar, flavonoller, katesin ve lokoantosiyanidinler ile
protoantosiyanidinler olmak {izere 5 alt grupta incelenirler. Flavonoidlerin yapisindaki
OH gruplari, reaktif o6zelliklerinden dolay1 kolaylikla iyonize olup aktif bilesik adina
seker gruplarinin baglanmasina oldukga elveriglidirler. Zaten dogal olarak bulunan
bitkisel kaynakli bircok bilesik aglikan formundan ziyade glikolizlenerek c¢esitli seker
gruplari igerirler flavonoidler de bunlardan bir gruptur (Ribéreau et al. 2000, Yiicel ve
Otles 2001, Nizamhoglu ve Nas 2010). Flavonoid ailesi bitkiler alemi igerisinde renk,
koku ve diismandan korunma gibi 6zelliklere sahip olduklarindan dolayr gida ve tedavi
amacl kullanilan bitkilerin icerisindeki en yaygin ikincil (sekonder metabolitlerin)
metabolitlerin en bol bulunan fenolik bilesikleridir. Bunlar bitkisel tirtinlerin kalitesinde
cok 6nemlidirler (Fabre et al. 2001; Borbalan et al. 2003).

Flavonoidlerin  giiclii  antioksidan  oOzellikleri ~ kimyasal yap1  ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Yapilarindaki benzen halkasinin hidroksil gruplart sayesinde
iyonlagmalar1 kolay olabilmekte uygun pH’da bu iyonlagma kabiliyetleri onlarin ytiklii
metal gruplarina baglanmalarini ve onlarin negatif etkilerini ortadan kaldirarak adeta

radikalleri ortadan kaldirmaktadirlar. Halkasal aromatik yapilar1 onlara giiclii inert bir
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yap1 olusturur ve bdylece kararli olarak reaksiyonda kalabilir ve antioksidan ve selatlama
sonrasi bozunmadan kalabilirler (Cam ve Hisil 2003; Naczk et al. 2004). Bu o6zellikleri
onlarin hiicre dejenerasyonu sonucunda meydana gelen dejeneratif hastaliklardan
korunmasi agisindan son derece 6nemli oldugu bilinmektedir. Flavonoidler ayn1 zamanda
bitkilerin U.V. radyasyonun etkilerinden korunmasinda kendi zararlilar1 olan
mikroorganizma ve viriislere karsi onlar1 savunmasinda son derece onemlidir. Bu
ozellikleri sayesinde eksojen kaynak olarakta organizmada aymi O&zellikleri
gosterebilmektedir. Ayn1 zamanda bu bilesik grubu cesitli kanserlere kars1 da sitotoksik
olarak etkin oldugu bulunmustur (Larocca et al. 1990; Hirano et al. 1994) ve yumurtalik
kanseri (Benavente et al. 1997)

1.4.3. Flavonlar ve Flavonoller

Flavon ve flavon glikozidleri U.V. iginlarini tutarak bu 1sinlari sar1 renk olarak yansitma
kabiliyetinde floresan 0Ozellige sahip bilesiklerdir. Flavonlarda flavan halkast C4
pozisyonundan okside olmus durumdadir ve ¢ift bag (C2=C3) icermektedir. C3 atomuna

hidroksil grubunun baglanmasi ile ise flavonoller olusmaktadir.

Temel flovonoid molekiiliinii de orta halkanin 3. karbon atomuna flavonlarda (H),
flavonollarda (OH) grubu baglanmistir. Antosiyanidinler gibi bunlarda sekerlerle glikozit
halinde baslanmis olarak bulunurlar (Nizamlioglu ve Nas 2010).

HO 1

oH

H

Sekil 1.3. Flavonlar ve flavonollerin kimyasal yapisi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak Bingdl yoresinde iiretilen toplanan toplam 5 adet ¢igek bali
kullanildi. Toplanan bal 6rnekleri, 2014 yilinin hasat bali yapan aricilardan temin edildi.
Bal ornekleri, agz1 kapali kaplarda toplandi ve caligsma siiresince oda sicakliginda steril
cam kavanozlar igerisinde muhafaza edildi. Muhafaza esnasinda herhangi bir fiziksel

veya kimyasal islem uygulanmada.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan tiim kimyasallar ve reaktifler analitik yada HPLC sinifi saflikta tedarik edildi.
Ekstraktlardaki fenolik asit ve flavonoidlerin miktarinin belirlenmesi, antioksidan
kapasitenin degerlendirilmesi i¢in benzoik asit, kafeik asit, sinnamik asit, p-kumarik asit,
gallik asit, sinapik asit, askorbik asit p-hidroksibenzoik asit syringic, asit, hidrokorik asit,
stilfiirik asit, galangin, kaempferol, kuersetin, myrcetin, apigenin, luteolin, chrysin,
hesperetin, naringenin, riboflavin, 1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil (DPPH") radikali, ferrozin,
linoleik asit, a-tokoferol, trolox, polioksietilensorbitan monolaurat (Tween-20) ve
trikloroasetik asit (TCA), folin-ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat, sodyum fosfat,
aliminyum kloriir, sodyum hidroksit, sodyum nitrit, sodyum molibdat, amonyum
molibdat, metanol, etanol, butillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), demir kloriir, demir ferro siyanat, hidrojen peroksit, aseton,

hegzan, etil asetat, etanol fenontrolin kullanildi.

Hiicre kiiltiirti i¢in gereken malzemeler: DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium),
RPMI 1640, tripsin-EDTA, tripan blue %4, fetal calf serum, ribonukleaz A, WST-1 hiicre
canlilik ve yayilim maddesi, penisillin-streptomisin, 25 cm?’lik T flasklar, 1 mL serolojik

pipetler, 5 mL serolojik pipetler, 48 gozlii plateler, 15 mL santrifiij tipleri, 1,5



18

mL ependorf tiipleri, PBS (phosphate buffer saline), 0,22 um por ¢apina sahip olan siizme

kartuslar sterilizasyon amagli kullanilacaktir.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Mikrobiyolojik emniyet kabini (Bilser), UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu/ Jasco
V650), UV-Spektrofotometre kiiveti (3cm®’liik Kuartz Kiivet), Manyetik karistirict (Ika),
Isitmali su banyosu (Wise Clean), Otomatik pipetler (Rainin), Dairesel sallayict
(Gerhardt), Derin dondurucu (-86°C, Nuair), Déner evaporatér (Ika RV06-ML), pH-
metre (Hanna Instrument), Hassas terazi ( Precisa/ Denver ), Inkiibator (Elektro-Mag (0-
300°C) Vorteks (Ika MS3 Basic), Saf su cihazt (GFL 2004), Dispenser (Isopenser),
Santrifiij (Hettich Universal 320), Buzdolab1 (4°C, Argelik), Otoklav (Hirayama), Etiiv
(Memmert 100-800) %5 CO: inkiibatdrii (Nuair) kulanildi.

3.2. Ekstraksiyon Teknigi

Ornek bal o6rnekleri Bingdl ili Kigi, Servi, Sancak, Solhan ve Yayladere ilce ve
beldelerinden temin edildi. Bal 6rnekleri cam steril kavanozlar igerisinde ¢alisma
baslayincaya kadar oda sicakliginda direkt giines 15181 almayan bir bolgede saklandi.
Muhafaza esnasinda bal Orneklerine herhangi bir fiziksel veya kimyasal islem
uygulanmadi. Her bir bal érneginden 100 gr 1 Lt 1x10-> mol/dm® HCI (300 mL) ile
karistirildi. Bal iyice coziildiikten sonra slizge¢ kagidindan siiziilerek kati partikiiller

uzaklastirildi.

Daha sonra siiziintii karisimma (pH’s1 2 olan distile su ile bal ) Amberlite® XAD-2
eklendi, oda sicakliginda yaklasik bir saat boyunca manyetik karistirici ile karigtirildi.
Amberlite® parcaciklari kolona yiiklendi (Amberlite® XAD-2, %80-90 bir oranda baldaki
fenolik bilesikler absorbe eder. Genel olarak, bal 6rnekleri HCI ile pH:2 olana kadar
asitlestirildi, Amberlite® XAD-2 ihtiva eden kolon iginden gegirildi. Sekerler ve diger
daha polar bilesikler, asitlestirilmis su kolondan akitildi, fenolik bilesikler ise kolon
iizerinde kaldi. Biitiin fenolik kistm metanol kullanilarak alindi ve ekstrakt elde edildi.
1x10-2 mol/dm® HCI (300 mL) ile ve deiyonize su (500 mL) ile birlikte kolon dolgu

malzemesi yikandi ve diger bal bilesenleri ¢ikarilmasi i¢in yikandi. Kolonda adsorbe
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edilmis olan fenolik bilesenler 1000 mL metanol (pH: 7) ile yikanarak alindi ve 40°C’de
rotary evaporatorde metanolii ucuruldu ve 40°C’de vakumlu etiivde tutuldu. Bal
orneklerinin fenolik igerikleri bir miktar su ve dietil eter ile ili¢ kez c¢oziildii.
Fraksiyonlama sonucunda her bir ekstrakt i¢in 2 adet fraksiyon elde edildi ve elde edilen
ekstrakt icindeki ¢oOziiciiler uzaklastirildi. Kombine ekstraktlar buharlasmaya maruz

birakildi, sonra agirliklar 6l¢iildii ve verim hesaplamasi yapildi.

3.3. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

3.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Folin ve Ciocalteu’nun metodu kullanilarak toplam fenol icerigi gallik asit esdegeri
olarak kilogram basina hesaplandi. Bunun i¢in 0,5 mL sulandirilmis ekstrakt soliisyonu
0,5 mL Folin ve Ciocalteu soliisyonu ile karistirildi. Sonrasinda bu karisim 5 dakika
karistirildi ve {izerine 0,5 mL sodyum karbonat (litresinde 200 gram olacak sekilde
hazirlanan) eklendi ve 1 dakika karigtirmaya devam edildi. Son hacim 5 mL olacak
sekilde distile su eklendi, 25 derecede 90 dakika inkiibe edilecek devaminda 760 nm de
absorbansi su/sodium karbonat kor soliisyonuna karst okutuldu. Gallik asit monohidrat
standart gibi kullanilarak ¢ikarilan standart grafigine karsi degerler okundu ve toplam

fenolik igerik gallik asit eslenegi olarak verildi (Hajji et. al. 2010).

3.3.2. Toplam Flavonoid iceriginin Belirlenmesi

Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesi icin, bal fenolik ekstrakt ekstraktindan 250 uLL
almarak 1,25 mL distile suyun igerisine aktarildi ve bu karigimin lizerine 75 pL %5’1lik
NaNO: soliisyonu eklenerek karistirildi. 5 dakika sonra %10’luk AICl3 H0 soliisyonu bu
cozeltiye eklenerek karigtirildi. Bunu takip eden altinc1 dakikada, 1 M NaOH’dan 500 pL
eklenir lizerine 275 pL distile su eklenerek tiim karisim cok iyi ve nazikce karistirildi.
Ortaya cikacak olan pembe renk 510 nm’de okunarak daha 6nceden hazirlanan (+) -
katesin standart kalibrasyon grafiginde gore okundu ve (+) - katesin eslenegi olarak
toplam flavonoid igerigi bal fenolik ekstraktin kilograminda miligram cinsinden
hesaplandi (Estevinho et al. 2007).
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3.3.3. Toplam Fenolik Asit Icerigi (TPA)

Taze olarak hazirlanan bal fenolik ekstrakti (1,0 mL) 0,5 M hidroklorik asit (2,0 mL) ve
10 gr sodyum nitrit 10 gr sodyum molibdat’in 100 mL suda ¢6zdiiriilmesiyle hazirlanan
reagent (2,0 mL) eklendi. Bunu takiben %8,5 (w/w) sodyum hidroksitten (2,0 mL) ekledi.
Daha sonra son hacim 10 mL olacak sekilde distile su ilave edildi. Absorbans 505 nm de

okutuldu. Kor olarak her bir ekstrakt i¢in 10 mL su kullanildi.

Toplam fenolik asit igerigi sinapik asit kullanilarak standart kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Bu kalibrasyon egrisinden sinapik asit es degeri (mg/g) olarak toplam fenolik

asit igerigi hesaplandi (EurPharm 5).

3.3.4. DPPH Radikalinin Etkisinin Giderilmesi

Sulu bal fenolik ekstraktlarmin degisik konsantrasyonlarda ya da fenolik ekstraktin (0,3
mL) igerisine, litrede 6x10° mol olacak sekilde hazirlanan DPPH radikali igeren 2,7 mL
metanolik soliisyon karistirildi. Bu karisim giiclii bir sekilde karistirilarak 60 dakika
karanlik bolgede bekletildi. DPPH radikalinin azalmasi 517 nm’de absorbsiyonunun
Olciilmesi ile kararlastirildi. Bu radikalin etkinliginin giderilmesi caligmalar1 gesitli
arastiricilarin - ortaya koyduklart metodu takiben yapildi. Radikalin etkinliginin
giderilmesi i¢in bal fenolik ekstraktindan elde edilen ekstarkt ile radikal karigtirilarak
spektrofotometrik olarak okuma yapildi ve bu okuma sonucunda DPPH’nin renginin

giderilmesi ile etkinligin miktar1 hesaplandi (Hatano et al. 1988).

3.3.5. indirgeyici Gii¢ Ozelliginin Ol¢iilmesi

Degisik konsantrasyonlar da sulandirilmis bal fenolik ekstraktlardan 2,5 mL alinarak 2,5
mL pH: 6,6 olan litresini de 200 mmol bulundu ve hazirlanan sodyum fosfat tamponu ile
%1°lik 2,5 mL potasyum feri siyanit ile karistirildi ve 50 derece de 20 dakika inkiibe
edildi. Uzerine %10’luk hazirlanan trikloroasetik asitten 2,5 mL katild1 ve bu karisim

1000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda {ist faz alindi1 yaklasik 5 mL
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tizerine 5 mL deiyonize su ve 1 mL %0,1°lik demir klorid konularak spektrofotometrik
olarak 700 nm’de okumas1 yapildi. Yiiksek absorbans yiiksek indirgeyici oOzelligi
gosterdi. BHA ve a-tokoferol standartlarina kars1 hesaplama yapildi (Yu et al. 2004).

3.3.6. Metal Selatlama Aktivitesinin Olciilmesi

Metal selatlama aktivitesine demir selatlama 6zelligi lizerinden bakildi. Dinis, Madeira ve
Almeidam (1994)®% metoduna gére yapildi. ,bu metoda gore 6zellik belirlenmesi kisaca;
her bir 0,5 mL ekstrakt’a 1,6 mL deiyonize su ve 0,05 mL 2 mM FeCl,’den eklenerek
baglanildi. 30 saniye sonrasinda 5 mM Ferrozine’den 0,1 mL eklendi. Ferrozine iKi
degerlikli demir ile rekasiyona girdiginde suda c¢ok iyi ¢Oziiniir hale geldi (Kimyasal
olarak tepkime verdiginden dolay1 kiigiik patlamalar ile reaksiyon verdi). Bunu takiben
10 dakika oda sicakliginda bekletildi karisimm Fe*? Ferrozine kompleksinin absorbansi
562 nm’de ol¢iildi. Boylelikle ekstraktin demiri selatlama aktivitesi asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi (Yu et al. 2004).

Selatlama Orani=(Ao- A1)/ AoX %100;

Burada Ao kontrol ya da koriin absorbansi, Az ise ekstraktin varliginda dl¢iilen absorbans

degeridir.

3.3.7. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Orneklerinin  antioksidan aktiviteleri phosphomolybdenum yontemi ile Prieto ve
digerlerinin (1999) yapmis olduklar1 ¢aligmadaki metot kullanilarak degerlendirildi ve
askorbik asit esdegeri olarak ifade edildi. Kisaca, 0,4 mL metanolde ¢ozdiiriilmiis
ekstrakt ile 4 mL reaktif ¢ozeltisi (0,6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM
amonyum molibdat) karistirildi. Kor olarak bal fenolik ekstrakti yerine metanol
kullanildi. Reaksiyon karisimi vortex ile karistirildi ve su banyosunda 90 dakika siireyle
95%C’de bekletildi ve daha sonra absorbansi 695 nm dalga boyunda &lgiildii. Antioksidan
aktivitesi, askorbik asit esdegeri (AAE mg/1 gr bal fenolik ekstrakt) olarak hesaplandi
(Dinis et al. 1994).
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3.4. PC-3 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Antikanser Etkilerinin Belirlenmesi

3.4.1. Hiicreler

PC-3 hiicre hatlar1 ile MCF-7 hiicre hatlart halen Merkezi Laboratuvar Hiicre Kiltiri

Laboratuvarinda bulunmakta ve bu hiicre hatlar1 ¢alismada kullanilda.

3.4.2. Medium Hazirlama

89 mL RPMI 1640, 10 mL fetal calf serumu ve 1 mL penisillin-streptomisin medium
kabinda karistirildi. Thtiya¢ oldukca aym oranda gereken maddeler karistirildi ve bu

medium hazirlandi.

3.4.3 Bal Ekstraktlarinin PC-3 iceren Platelere Ekilmesi

PC-3 hiicreleri %5 CO2’li inkiibatérde 37°C’de 25 cm? lik hiicre kiiltiir flasklarinda
yeterli sayida c¢ogaltildi sonra her flasktan eski medium 5 mL’lik serolojik pipet
kullanilarak otomatik pipetle tamamen gekilerek uzaklastirildi. Olii hiicreleri flasktan
uzaklastirabilmek i¢in her flaska 1 mL PBS eklendi ve hiicrelerin PBS ile tamamen

yikanmasi saglandi. Eklenen PBS tekrar ¢ekilerek uzaklastirildi.

Hiicreleri kaldirmak igin her flaska 1 mL tripsin-EDTA enzimi eklenerek %5 CO>
atmosferli inkiibatérde 3 dk inkiibe edildi. Hiicrelerin yeterli derecede kalktigindan emin
olunduktan sonra her bir flaska 1 mL RPMI-1640+fetal calf serum+penisillin-
streptomisin mediumu eklenerek tripsin enziminin etkisi inaktif edildi. Her flasktaki

stvinin tamami otomatik pipetle ¢ekilerek 15 mL falkon tiipline aktarildi.

Falkon tiipteki sivi 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
uzaklastirildi. Hiicrelerin tizerine 1 mL RPMI 1640 medium eklendi ve hiicrelerin
mediumla iyice karigmasi saglandi. Hiicre sayimi igin falkon tiipten mikropipet
kullanilarak 10 pL 6rnek alindi ve ependorf tiipe konulur {izerine 10 pL tripan mavisi

eklenir ve iyice karigmasi saglandi.
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3.4.4. Bal Ekstraktlarimin Hiicre Canhlik Testi

Hiicre sayimi ile yasayan hiicreler sayildi. Sekil 3.1°de gosterildigi gibi 96 kuyucuklu
plakalara hiicre ekimi yapilacag i¢in her kuyucukta yaklasik 2x10* hiicre olacak sekilde
kullanildi, hiicre ve medium miktar1 hesapland1 ve medium eklenerek 15 mL falkon tiip
icinde hazirlandi. Her kuyucuga 100 pL hiicre konduktan sonra hiicreler %5 CO2’li
inkiibatorde ¢cogalmalart i¢in 48 saat inkiibe edildi.

Denenmek istenen her bir 6rnekten 1 mg tartildi ve 1,5 mL ependorf tiip igerisinde 1 mL
RPMI 1640 besiyeri iginde c¢oziinerek istenen konsantrasyon hazirlandi. Hazirlanan
konsantrasyonun sonikatorle iyice karistirildi, karigsan bu orneklerin besiyeri igerisinde
homojen olarak dagilmasi saglandi. Tim kuyucuklarda ki besiyeri hiicrelere zarar
vermeyecek sekilde mikro pipetle ¢ekildi ve ortamdan uzaklastirildi. Tiimor hiicreleri, 5-
100 ug/mL olacak konsantrasyonlarda bal fenolik ekstraktina sahip olan besiyeri ile 5%
CO21i inkiibatdrde 48 saat inkiibe edildi ve orneklerin hiicrelere etki etmesi beklendi.

Kontrol grubu olarak kuyucuklara sadece RPMI 1640 besiyeri ilave edildi.

Diger 96 kuyucuklu plaka alinarak ters mikroskopta incelendi ve bu hiicrelerin yeterince
cogaldigindan emin olunduktan sonra her bir kuyucuga bal fenolik ekstraktlarindan 6,25-
200 pg/mL konsantrasyonlarinda her kuyucuga eklendi ve 72 saat inkiibe edildi. Pozitif
kontrol olarak sadece medium, negatif kontrol olarak da H2O2 li medium hiicrelere
uygulandi. 72 saat sonunda her bir kuyucuga 15 pL WST-1 maddesi eklendi. Hiicreler
%5 CO2li inkiibatdrde 37°C 4 saat inkiibe edildi. 4 saat inkiibasyondan sonra 48 gozlii
plate ELISA reader cihazina yerlestirildi ve her bir kuyucugun 440 nm deki absorbans
degerleri alindi ve kaydedildi. WST-1 toksisite testinde yasayan hiicreler sar1 renk
olusturdu ve o6lii hiicrelerde renk olusumu goézlenmedi. Sekil 3.2 ve Sekil 3.3°de
sitotoksik etkiye ugrayan hiicrelerin goriintiileri verilmis olup, elde edilen toksik etki

asagidaki formiil ile hesaplandi.

% inhibisyon = [1 — (Test - MI)/(MO - MI)]x100.



Sekil 3.1. 96’lik plakalara PC-3 hiicre ekimi

Sekil 3.2. Inhibe olan PC-3 hiicrelerin goriintiisii
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Sekil 3.3. Inhibe olan PC-3 hiicrelerin gdriintiisii

3.4.5. Proteinlerin izolasyonu

Uygulama yapilan PC-3 hiicre hatt1 i¢in hiicreler 1:10 (w/v)’ luk soguk hipotonik tampon
[10 mM HEPES (pH 7,8), 10 mM KCI, 2 mM MgClz, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, ve 0,1
mM phenylmethylsulfonyl-fluoride (PMSF)] i¢inde homojenize edildi ve homojenatlar
sogutmali santrifiijde +4°C’de 60 dakika siireyle 60,000 X g’de santrifiij edildi. Ilk
slipernatantlar mikrosantrifiij tiiplere alinarak analizler yapilincaya kadar —86°C’de
saklandi. Siipernatanlar yeni tiiplere alinarak protein konsantrasyonlari Bradford
metoduna uygun sekilde tayin edildi. Proteinlerin proteaz aktivitesi ile bozulmalarini
engellemek amaciyla homojenizasyon iglemleri esnasinda tiim islemler buz igerisinde
yapildi. Pelletler esit hacimde ilave edilen homojenizasyon soliisyonunda [25 mM Tris-
HCI (pH= 7,4), 0,imM PMSF, %2’lik TritonX —100 ve %1’lik SDS] yeniden siispanse
edildi. +4°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra homojenatlar sogutmali santrifiijde
+4°C’de 60 dakika siireyle 60,000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen 2. siipernatantlar
mikrosantrifiij tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri i¢in —86°C’de

saklanda.
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3.4.6. Western Blot Teknigi ile Hedef Proteinlerin Analizi

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) teknigi ile hiicre
kiiltiirtine ait protein Ornekleri uygun konsantrasyonundaki jelde yiiriitiildii ve bunun
devaminda bal ekstrelerinin apoptotik etkilerinin molekiiler mekanizmalarimi daha
ayrintili  olarak incelemek igin PC-3 hiicrelerinde sitokrom ¢ ve prokaspaz-3
proteinlerinin ekspresyonuna odaklanildi. SDS PAGE’deki analiz edilen 6rneklerdeki
bantlar komputerize software program (Lab Works 4.0; UVP, Inc. Cambridge, UK) ile

incelendi ve yogunluklar1 hesaplandi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Verimi ile lgili Bulgular

Ekstraksiyon islemi sonucunda farkli ilgelere ait bal 6rneklerinden elde edilen ekstrakt

miktarlar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Bal drneklerinden elde edilen ekstre miktarlari

Bal Ornegi Bal Miktari(gr) Ekstre Miktari(mg)
Kig1 Bali 100 67.2
Sancak Bah 100 64

Servi Bali 100 71

Solhan Bal 100 85.1
Yayladere Bali 100 56.2

4.2. Antioksidan Arastirma Bulgular

4.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktar fle Tlgili Bulgular

Bu yontem, balda bulunan fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu fenol reaktifini oksitleme
prensibine dayanmaktadir. Ortamda fenolik maddenin bulunmasi durumunda FCR
ilavesiyle 760 nm’de maksimum absorbans veren iriinler olugsmaktadir. Meydana gelen
mavi renk ve absorbanstaki artig toplam fenolik bilesiklerin miktari ile orantilidir. Folin-
Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde en sik kullanilan
standart bilesik gallik asittir. Bunun i¢in dncelikle gallik asitten standart grafik hazirlandi.
Toplam fenol igerigi, standart egri grafigi kullanilarak hesaplandi ve sonuglar gallik asit
(mg/g ekstre) esdegeri olarak ifade edildi. Standart grafikten elde edilen formiilden de bal
ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 galik asit ekivalent (GAE) olarak
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hesapland1 (r?: 0,9953). Bu amagla gallik asit kullanilarak elde edilen standart calisma
grafigi Sekil 4.1°de goriilmektedir. Standart grafiginden elde edilen dogru denklemi:

Absorbans = 0, 0006 x [Galik asit] + 0,6872 R =0,8423

Gallik Asit Standart Grafigi

o
©

e
o N
| I—

g 0,5
2 y =0,0109x - 0,0142
o 0,4 R>=0,9953
303
(@]
80,2
<
0,1
O T T
01 60 80 100
Gallik Asit Konsantrasyon (pg/mL)
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Sekil 4.2. Toplam Fenolik Icerigi (ug gallik asit/g)
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Bal metanol ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam fenolik igerikleri Sekil 4.2°de goriildiigi
gibi en fazla Kigt (426,01 + 23,50 pg gallik asit/g) ilgesine ait bal ekstraktinda
bulunmustur ve birbirlerine fenolik igerik agisindan benzerlik gosteren Servi (237,70 =
71,27 ng gallik asit/g), Solhan (172,90 + 50,02 pg gallik asit/g) ve Yayladere (140,34 +
41,40 pg gallik asit/g) bal ekstraktlarindan fenolik igerik agisindan fazladir ancak sancak
(326,17 + 35,45 ng gallik asit/g) ilgesi ait bal ekstrakti ile istatistiksel olarak benzerlik

gosterir.

4.2.2. Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi ile ilgili Bulgular

Bal orneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid miktari
icin Oncelikle Kuersetin kullanilarak bir standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiil yardimiyla ekstrelerde bulunan total flavonoid miktar1 Kuersetin eslenigi
(QE) olarak hesapland1 (r% 0,9705). Bu amagla hazirlanan standart Kuersetinin standart
grafigi Sekil 4.3°de verilmistir.

Absorbans = 0,0001 x [Kuersetin] + 0,0608 R2=10,9705

Kuersetin Standart Grafigi
0,25

0,2°
0,15

0,1

y =0,0001x + 0,0608

Absorbans (510 nm)

0,05

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Kuersetin konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.3. Toplam flavonoid miktari tayini igin hazirlanan kuersetinin standart grafigi
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Sekil 4.4. Toplam flavonoid igerigi (ug kuersetin/g)

Bingdl ili i¢in denemis oldugumuz bal ekstraktlarinin metanol ekstrelerinin 1 g’da
bulunan toplam flavonoid igerikleri Sekil 4.4’de goriildiigi gibi en fazla Kigi (0,1981 +
0,0084 pg kuersetin/g) ilcesine ait bal ekstraktidir ve birbirlerine flavonoid igerik
acisindan benzerlik gosteren Servi (0,0805 + 0,0115 pg kuersetin/g), Solhan (0,0817 +
0,0013 pg kuersetin/g) ve Yayladere (0,0876 + 0,0214 pg kuersetin/g) bal
ekstraktlarindan flavonoid igerik agisindan fazladir ancak Sancak (0,1482 + 0,0052 ug

kuersetin/g) ilgesi ait bal ekstrakt: ile istatistiksel olarak benzerlik gdsterir.

4.2.3. Toplam Fenolik Asit icerigi (TPA) Belirlenmesi ile ilgili Bulgular

Fenolik asitlerde flavonoid ve diger fenolik maddeler gibi bitkilerde genel olarak yiiksek
konsantrasyonda bulunan dogal antioksidan maddelerdir. Fenolik asitler, renk, koku ve
tat gibi duyusal ozelliklerden sorumludurlar. Bu tip bilesiklerin gidalarda var olmasi
besinlerin depolama &zelligini, renginin var olmasi ve korunmasini, kokusunu devamini

ve boylelikle besin degeri ile kalitesini belirgin olarak korumaktadir (Robbins 2003).
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Bu yilizden fenolik asitler gidalarda depolama kararliligi ve raf Omriiniin uzatilmasi
amaciyla katki maddesi olarak ticari tirlinlerde kullanilmaktadir. Ayrica fenolik 6zelligin
ortaya c¢ikarttigt koruyucu oOzellikten dolayr da koruyucu ve tedavi edici olarak
kullanilmaktadir (Bektas 2005).

Bal orneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinde bulunan fenolik asit miktari igin
oncelikle sinapik asit kullanilarak bir standart grafigi hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiil yardimiyla ekstrelerde bulunan fenolik asit miktar1 sinapik asit eslenigi
olarak hesaplandi (r2: 0,9861). Bu amagla hazirlanan standart sinapik asit standart grafigi
Sekil 4.5’te verilmistir. Sinapik asit standart grafiginden elde edilen dogru denklemi:

Absorbans = 0,0002 x [Sinapik asit] + 0,0073 R2=10,9861
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Sekil 4.5. Toplam fenolik asit miktar1 tayini i¢in hazirlanan sinapik asit standart grafigi
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Sekil 4.6. Toplam fenolik asit igerigi (ug sinapik asit/g)

Bing6l ili i¢in denemis oldugumuz bal ekstraktlarinin metanol ekstrelerinin 1 g’da
bulunan toplam fenolik asit icerikleri Sekil 4.6’da goriildiigii gibi en fazla Sancak (868,17
+ 38,00 ug sinapik asit/g) ilgesine ait bal ekstraktidir ve birbirlerine fenolik asit igerik
acisindan benzerlik gosteren Servi (262,02 = 10,00 pg sinapik asit/g), Solhan (817,24 +
0,0013 pg sinapik asit/g) ve Yayladere (312,66 + 54,00 pg sinapik asit/g) bal
ekstraktlarindan fenolik asit igerik agisindan fazladir ancak Kigi (723,33 + 77,00 pg

sinapik asit/g) ilgesine ait bal ekstrakti ile istatistiksel olarak benzerlik gosterir.

4.2.4. Metal Selatlama Aktivitesinin Olciilmesi ile Tlgili Bulgular

Ozellikle fenolik bilesiklerim metal tutma kapasitesi yapilarinda mevcut olan fonksiyonel
gruplar ve bunlarin iyonlagma kabiliyetlerinden dolayr yiiksektir. Metal selatlama
aktivitesi ¢caligsmasi fenolik bilesiklerin indirgeme giiciine bakilmistir. Bir indirgeyici ajan
varligindaki ki biz burada fenolik bilesiklerin metal tutma kabiliyetleri iizerinden

degerlendirmede bulunduk. Burada Fe+3 ferrosiyanid kompleksinin antioksidan
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varliginda Fe+2 ferrik formuna doniisii 700 nm absorbansta mavi rengin olusumuna
dayanarak belirlendi. Burada metal selatlama aktivitesi Sekil 4.7°de yiizde inhibisyon
seklinde 12,5 (ug/mL)’dan 1000 (png/mL) artan konsantrasyonlarda denenmistir Bingol
ve metanol ekstrelerinin 1 g’da bulunan Metal Selatlama Aktivitesi sekilde goriildigii
gibi (1000 pg/mL)’lik konsantrede en fazla Servi (18,76 = 0,960 pg/mL EDTA) ilgesine
ait bal ekstraktidir ve birbirlerine Metal Selatlama Aktivitesi agisindan benzerlik gosteren
Solhan (11,44 + 0,660 pug/mL EDTA) Kig1 (7,17 + 0,852 pg/mL EDTA), Yayladere (3,74
+ 0,562 pg/mL EDTA) ve Sancak (2,74 + 0,985 pg/mL EDTA) siralamasiyla en yiiksek
Solhan bali fenolik ekstraktin da demiri selatlama aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanarak (Yu et al. 2004) belirlenmistir.

Selatlama Orani=(Ao- A1)/ AoX %100;

Burada Ao kontrol ya da koriin absorbansi, A1 ise ekstraktin varliginda 6lgiilen absorbans

degeridir.

100
EE EDTA
= Kigi

804} B Sancak
B Servi
3 Solhan
Yayladere

20

Metal Selatlama Aktivitesi (% inhibisyon)

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.7. Metal Selatlama Aktivitesi (% Giderme)
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4.2.5. DPPH Radikal Aktivitesinin Belirlenmesi

Bal ekstraktlarinin radikal giderme aktivitesi metanolik soliisyon igerindeki stabil DPPH
517 nm’de koyu pembe olan renginin agilmasi ile aktivitenin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. DPPH serbest radikali beklenmeyen metal selatlama gibi ve enzim
inhibisyonu gibi yan reaksiyonlara sebebiyet vermez (Amarowicz et al. 2004).
Antioksidant bilesikler DPPH’a tutunurlar ve bdylece aktiviteye bagli olarak DPPH’1n

rengi renksizlesir. Boylece DPPH radikali bir hidrazin analoguna doniisiir.
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Sekil 4.8. DPPH giderme aktivitesi (% Giderme)

Sekil 4.8’de 1000 pug/mL konsantrasyondaki bal ekstraktlarinin DPPH radikali giderme
aktivitesi verilmistir. En yiiksek giderme aktivitesi Kig1 bolgesinin bal ekstraktinda
%56,94493038, Sancak %50,62626828, Servi %18,16178014, Yayladere %33,64355189
ve sentetik antioksidan olan BHA’da %69,89492919 belirlenmistir.

4.2.6. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi ile ilgili Bulgular

Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi yontemin temeli asidik Mo (VI)’nin Mo
(V)’e bal ekstraktlarinin aktif bilesikleri olan antioksidan grup tarafindan indirgenmesi
sonucu asidik pH’ ta yesil renkli fosfat ile Mo (V) kompleksinin olusmasina

dayanmaktadir. Caligmada kullandigimiz metanol ile hazirlanmig bal orneklerinin
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ekstraktlar1 antioksidan kapasitesi spektrofotometrik fosfomolibden yontemine gore

belirlendi. Sonuglar mg a-TE/g ekstre seklinde verildi.

Absorbans = 0,0012 x [Sinapik asit] + 0,0073 R2=10,9861
o Tokoferol y =0,0011x + 0,0298
2 _
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Sekil 4.9. Toplam antioksidan kapasitenin tayini i¢in hazirlanan AlfaB-tokoferol standart grafigi
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Sekil 4.10. Toplam Antioksidan Kapasite (g askorbik asit/g)

Bal ekstraktlarinin metanolik fenolik ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam antioksidan
kapasite Sekil 4.10°da goriildiigii gibi BHA ve a-Tokoferol ile kiyas edilmesi agisindan
degerlendirilmistir. Buna gore en yiiksek kapasite Kig1 (2275,40 = 61,03 pg askorbik

asit/g) ilgesine ait bal ekstrakti olarak belirlenmistir. Birbirlerine flavonoid igerik
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acisindan benzerlik gosteren Sancak (1498,25 + 75,05 pg askorbik asit/g), Servi (811,90
+ 84,40 ng askorbik asit/g) ve Solhan (646,98 + 7,70 ug askorbik asit/g) ve Yayladere
(16,34 £ 1,567 ng askorbik asit/g) olarak belirlenmistir.

4.3 Antikanser Calisma Sonuglari

4.3.1. Hiicre Canlilik Testi

Hiicre canliligt MTT metabolik aktivite deneyi kullanilarak belirlendi. Calisma prensibi
temel olarak boliinmeye ve g¢ogalmaya ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim
aktivitesi ile MTT nin sar1 rengi formazan (mor) rengine déonmesi sonucu goriilen renk
degisiminin absorbans olarak spektrofotometre ile 6l¢iilmesi esasina dayanir. Ne kadar
canli hiicre varsa absorbans degeride o Ol¢iide yiiksek ¢ikar. Prostat kanseri (PC-3)
hiicreleri 96’lik plakalarda ¢ogaltildi ve farkli konsantrasyonlarda bal ekstraklart (6,25-
200 pg/mL) ile 48 saat inkiibe edildi. Biiyiime ortamindaki PC-3 hiicre hatti sadece
besiyeri eklenerek kontrol gurubu olarak kullanildi ve bekleme siiresinden sonra ortam
temizlenerek MTT (1 mg/mL) ilave edildi ve inkiibe i¢in 37 °C’de 4 saat bekletildi. 440
nm ve 550 nm’lik absorbans degerlerinde Sekil 4.11°de gorildiigi gibi farkh
konsantrasyonlarda her bir bal ekstraktinin gostermis oldugu sitotoksite etkisinin farkli
PC-3 hiicre hattinda en ¢ok hiicre canliligin1 engeleyen konsantrasyon 200 pg/mL oldugu
ancak genel itibariyle bal ekstraktlarin biitiin konsantrasyonlarda sitotoksite etki
gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Hiicre canlilik grafigi
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4.3.2. Western Blotting Analizi

Daha sonra total protein 6rneklerinden %12’lik SDS-PAGE jel (Clear page precast gel,
C.B.S. Scientific, CA) i¢ine esit miktarlarda protein yiiklenerek elektroforez islemi
gerceklestirildi. Arkasindan jelde ayrimi yapilan proteinler 0,2 um por capli nitroselliiloz
membranlara Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, USA) yardimiyla aktarildi.
Nitroselliiloz membranlar TBS-T (TBS - %0,05 Tween-20) i¢inde 5 dakika siireyle 2 kez
yikand1 ve %5’lik sigir serum albiimini igerisinde primer antikor uygulamasindan 6nce 60
dk siireyle galkalandi. Primer antikorlar TBS-T igerisinde sitokrom ¢ (1:1000 diliisyon,
sc- 13156, mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology); prokaspaz-3 (1:500 diliisyon,
sc- 271759, mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology); p-Aktin (1:500 dilution, sc-
47778, mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology) olacak sekilde uygulandi.
Nitroselliiloz membranlar 180 dk boyunca 37°C’de primer antikorlar1 ile inkiibe edildi.
Blotlarin yikama islemi TBS-T igerisinde 5 dk siireyle 3 er kez olacak sekilde
gergeklestirildi. Daha sonra sekonder antikor (horseradish peroksidaz-conjugated goat
anti mouse 1gG, sc- 2005, Santa Cruz Biotechnology) ile inkiibe edildi. Spesifik
baglanma tespit edilmesinde ECL (Advansta, CA) tamponu kullanilarak protein
konsantrasyonlart medikal filmlere tab edildi. Protein diizeyleri bir goriintii analiz sistemi
(GelDoc EZ ve Image Lab. 5.2.1 software; Bio-Rad, USA) ile dansitometrik olarak analiz
edildi. Tiim sonuclar ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi. Istatistiksel analizler
GraphPad Prism 5,01 yaziliminda One-way ANOVA, Newman-Keuls Post-Hoc Test;
testleri uygulanarak p<0,05 degeri 6nemli kabul edilerek gergeklestirildi.

Yedi farkli bal ektresininde sitokrom c protein seviyesini 6nemli olgiide arttirdigi
gozlemlendi. Dahasi, balin tim bu ekstrelerinin prokaspaz-3 protein diizeylerini 6nemli
olgiide azalttigr gozlemlendi ki bu PC-3 hiicrelerinde tiim bal ekstrelerinin aktif kaspaz-3
protein diizeylerini onemii oOlgiide arttirdigi anlamima gelmektedir.ve sonrasinda bu
bantlar, komputerize software program (Lab Works 4.0; UVP, Inc. Cambridge, UK) ile

incelendi ve yogunluklar1 hesaplanda.
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Sekil. 4. 12. Bal ekstrelerinin PC-3 hiicrelerindeki apoptoz iliskili protein ekspresyonu iizerine etkileri. (A)
Sitokrom ¢ (15 kDa) ve prokaspaz-3 (34 kDa) protein diizeyleri Western blotting analizi ile 6lgiildii.
Yiikleme kontrolii olarak B-Actin kullamildi. (B) Veriler ortalama + SEM ile gosterildi. ***p<0,01 Kontrol
vs Ekstreler



5. TARTISMA VE SONUC

Daha oOnce bircok akademik calimada ham olarak balin antioksidan aktivetesi
gosterilmistir (Frankel et al. 1998; Aljadiand et al. 2004; Al-mamary et al. 2002). Fakat
balin ozellikle fenolik ekstrakti ve onun biyolojik aktivitesi ile ilgili olarak yapilan
calisma Estevinho ve arkadaslarinin (2008) Portekiz ballar1 ve Kaya ve arkadaslarinin
(2016) Bingol ili ballarinin fenolik ekstraktlarinin etkisini arastirarak yapmis olduklari
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada antioksidan aktivite, DPPH giderme aktivitesi,
metal selatlama aktivitesi ve toplam antioksidan kapasitesine bakilmistir. Anti kanser
calismasinda ise WST-1 hiicre canlilik ile Western blot analizi ile protein analizi

yapilmistir buna gore antikanser aktivitesi belirlenmistir.

Metal selatlama aktivitesi agisindan degerlendirilme yapildiginda 1 mg/mL bal
ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi yayladere, sancak, kig1 ekstraktlarinda sirasiyla
0,7779, 0,7802, 0,7471 olarak belirlenmis Estevinho L. ve arkadaslarinin (2008) yapmis
olduklar1 c¢aligmada koyu ballarda 0,79 olarak 50 mg/mL bulduklar1 degerle
karsilagtirildiginda yaklasik olarak 50 kat fazla bir aktivite gostermis oldugu

bulunmustur.

Fenolik bilesik ekstraktinin DPPH giderme aktivitesi kigi, sancak, servi, solhan,
yayladere ekstraktlarinin 1000 pg/mL konsantrasyonlarina bakildiginda ICso degerleri
olarak bulunmustur. Bu degerleri Estevinho ve arkadaslarinin (2008) karsilastirdigimizda
koyu ve agik ballar i¢in bulduklari ICso deger konsantrasyonlari sirasiyla 0,73 mg/mL, 0,9
mg/mL, 1,697 mg/mL, 1,2 mg/mL, 1,408 mg/mL ve sentetik antioksidan olan BHA igin
1,242 mg/mL seklinde bulunmustur. Bu degerler agisindan degerlendirme yapildiginda
Portekiz ballarindakinden koyu renkli ballarda bu deger ICsp 29,6 mg/mL agik renkli
ballarda ise 115,6 mg/mL daha yiiksek bir radikal giderme aktivitesi ortaya ¢ikmuistir.
Fenolik ekstrakt miktarina bakildiginda kigi, sancak, servi, solhan, yayladere igin

sirastyla 0,426012, 0,326168, 0,237694, 0,172897, 0,140321 mg/mL bulunmustur.
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Bu sonuglar literatiirde acgisindan degerlendirildiginde yapilan antioksidan c¢aligmalarda
elde edilen sonuglara gore en fazla fenolik madde igeren Kigi yapilan tiim antioksidan
caligmalarda en aktif bal ekstrakti olarak belirlenmistir. Sonuglara bakildiginda kig1 bal
ekstrelerinde fenolik asit acisindan sancak bal ekstresinden az miktarda fenolik asit
icermesine ragmen fenolik madde miktarinin ¢ok olmasi diger fenolik bilesik gruplarinin
fazlaligin1 ortaya koymaktadir. Boylece diger fenolik grup olan flavonoid bilesiklerinin
daha fazla miktarda oldugunu disindiirmistir yapilan toplam flavonoid miktar
belirleme ¢alismalar1 da bu sonucu desteklemektedir. Buldugumuz bu sonuglar kalitatif
acidan literatiirde Estevinho ve arkadaslarinin (2008) Portekiz ballar1 ve Kaya ve
arkadaglarinin (2016) Bing6l ili ballarinin fenolik ekstraktlarinin sonuglariyla benzerlik

gostermektedir.

Bu ¢alismada bal 6rneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin PC-3 kanser hiicre hatti
iizerinde antikanser 6zelligi hiicre kiiltiiriinde inhibisyonun artirilmasina dayali olarak
MTT hiicre sitotoksisite Ol¢limii ile ve Western Blot teknigi ile protein ifadelerinin
artmasi ve azalmasina bagli olarak antikanser aktivitesi belirlenirken, ¢esitli invitro

antioksidan yontemler ile antioksidan kapasitesine degerlendirdi.

Buna gore; calismamizda PC-3 hiicrelerinde balin metanolik ekstrelerinin apoptozu
indiikledigi mekanizmalardan biri incelendi. Onemli apoptotik yolaklardan biri,
sitoplazmadaki sitokrom c seviyeleri ile karakterize edilen mitokondrial yolaktir. Artan
sitokrom c seviyesi, kaspaz-9 aktivasyonuyla sonuglanan apoptozom olusumunu tesvik
eder. Kaspaz-9 daha sonra apoptozun morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerini
indiikleyen hiicresel substratlari parcalayarak apoptozu arttiran prokaspaz-3'i azaltirken
aktif kaspaz-3'tin miktarinida artirir ve bu sekilde apoptozu indiikledigi gozlemlenir
(Kroemer et al. 1998; Chipuk et al. 2004; lzuta et al. 2008; Jin et al. 2014; Darendelioglu
vd. 2016).

Calismamizda da yedi farkli bdlgeden toplanan bal ektrelerinin sitokrom c protein
seviyesini 6nemli olgiide arttirdigi ve prokaspaz-3 protein diizeylerini 6nemli Olgiide
azalttigi gézlemlendi ki bu PC-3 hiicrelerinde aktif kaspaz-3 protein diizeylerini 6nemli

olgtide arttirdig1 anlamina gelmektedir.
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Sonug olarak,

R/
L X4

X/
°e

Bu calismada kullandigimiz bal metanolik ekstrelerinin literatiirde ayni manada
yapilan caligmalara benzerlik gosterdigi ve literatiir sonucglarina goére bakildiginda
daha aktif oldugu belirlenmistir. Artan konsantrasyon artan aktiviteyi ortaya

koymaktadir.

Antikanser canlilik testinde ¢alisma yaptigimiz 6rnek bal ekstraklarinin tamaminin

kanser hiicresi tizerinde sitotoksik etki gosterdigi tarafimizca goriilmiistiir.

Ulkemizin zengin bitki ortiisii, farkli iklim ve cografik ozellikleri ve nektarr bol
bitkilerce zengin bir floraya sahip olmasi nedeniyle ariciliga son derece elverisli
ekolojiye sahip oldugu bilinmektedir. Bal iiretimi, arazi kullaniminin az olmasi,
maliyetinin diisiikk olmasi, verimin kisa bir siirede alinmasi, daha az is giicline ihtiyag
duyulmasindan dolayr maddi olarak getirisi fazla olan bir tarimsal faaliyet haline

gelmistir.

Balin antimikrobiyal ve antioksidan yapisi ile ilgili yeterli miktarda c¢aligmalarin
yapilmasina ve balin cesitli gidalarla birlikte kullanilarak antimikrobiyal ve

antioksidan ve antikanser 6zeliklerinin arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir.

Bal antioksidan etkisinden dolay1 gida alaninda sanayi alaninda ve ilag sektoriinde
genis kullanim alan1 bulabilir. Bu sebeple gidalara koruyucu amagla katilmasi
ozellikle son zamanlarda gida katki maddelerinin zararl etkilerinden dolayr dogal
gida tiiketme istegi de goz Oniline alinacak olursa balin bu 6zeliklerinin arastirilmasi

bilime katki saglayacaktir.

Bingo6l ilinin bitki Ortiisiine ve dogal kaynaklarina bakildiginda aricilik i¢in son derece

uygun oldugu goriilmektedir. Bu bakimdan Bingél ilinde tarimsal bir faaliyet olan aricilik

ile ugras gelistirilerek ve artirilarak bal iiretimi arttirilmali, gida alaninda tip alaninda,

eczacilik ve kozmetik gibi endiistrinin diger uygun alanlarina kullanilmasi igin alternatif

tirlinlerin piyasaya sunulmasi ve ¢alismalar yapilmasi ve yapilan bu ¢aligmalarin marka

olusturularak tiim diinya i¢in bir marka degerine sahip olunmasi saglanmalidir.

Bu tiirlii aragtirmalarin Bingdl ilinde daha da genisletilerek calisilmasi iilkenin dogal

zenginliklerinin degerlendirilmesi ve ekonomiye katki agisindan 6nem arz etmektedir.
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