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OZET

Son yillarin Snemli aragtirma alanlarindan biri de pek ¢ok hastaliin olugmasina ve
yaslanmaya neden olan serbest radikallerin temizlenmesinde rol oynayan antioksidanlar
{izerine olmustur. Antioksidan etkiye sahip maddelerin daha ¢ok, sinirsiz sayida alifatik ve
aromatik bilesik tiretme yetenegine sahip bitkiler tarafindan iiretildigi kabul edilmektedir.
Bitkilerden toplanan oziitlerden elde edilen bir besin maddesi olan bal potansiyel
antioksidan olarak ilgi ¢ekicidir. Bu amagla planlanan bu ¢aligmada, Tiirkiye’nin degisik
bolgelerinden toplanan kestane ve ¢icek ballarimin antioksidan 6zellikleri ve mineral
bilesimi tespit edildi. Yapilan antioksidan aktivite 6lgtimlerinde ballarin toplam polifenolik
madde miktarlari, stiperoksit anyonu, peroksinitrit ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikali temizleme aktiviteleri, demir indirgeme kuvvetleri (FRAP), demir baglama
kapasiteleri, potansiyel serbest radikal reaksiyonlarina kars: toplam antioksidan giic (TAR)
tayinleri yapildi. Toplanan ballardan elde edilen metanol ekstraktlarinin antioksidan
6zellikleri bazi standart antioksidanlar olarak kabul edilen Troloks®, BHT ve askorbik asit
ile kargilagtirmali olarak incelendi. Ballarn mineral igerikleri Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometresi (AAS) ile tayin edildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde hemen
hemen tiim bal 6rneklerinin antioksidan aktiviteye sahip olduklar, antioksidan aktivitenin
konsantrasyonla ve balin fenolik madde miktari ile dogru orantili olarak degisim gosterdigi
ve hi¢ bir drnegin prooksidan aktivite gostermedigi belirlendi. Bunun yaninda 6zellikle
kestane ballarinin gigek ballarindan daha iyi antioksidan aktivite gosterdigi ve daha yiiksek
mineral igerigine sahip oldugu bulundu. Sonug olarak, saglikli yasamak ig¢in balin ve
Ozellikle kestane balinin antioksidanca zengin dogal bir iiriin olarak daha fazla tiiketilmesi

Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan Aktivite, Peroksinitrit, DPPH, Siiperoksit Anyonu,
Demir Indirgeme Antioksidan Kuvveti, Demir Baglama Kapasitesi,
Toplam Antioksidan Giig, Mineral, Kestane ve Cigek Bali



SUMMARY

A Comparative Study on the Antioxidant Activities and Mineral Composition of
Chestnut and Flower Honeys from Various Regions of Turkey

One of the important research fields of the recent years has been based on the
antioxidants, which have a role in scavenging the free radicals that cause many diseases
and ageing. The compounds having antioxidant effect are accepted to be produced on a
wide range by plants, which have the capacity to produce infinite numbers of aliphatic and
aromatic compounds. Honey, which is a nutrient obtained from the nectars collected from
the plants, is interesting as an antioxidant source. In this study, planned for this purpose,
the antioxidant properties and mineral content of the chestnut and flower honeys collected
from various regions of Turkey were determined. In the analysis of antioxidant activity,
superoxide anion, peroxynitritte and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl) scavenging
activities, ferric reducing antioxidant power (FRAP), total antioxidant response against
potent free radical reactions and the quantity of total phenolics were evaluated. The
antioxidant properties of the methanol extracts obtained from the honeys were investigated
comparatively with some standard antioxidants Trolox®, BHT, and ascorbic acid. The
mineral contents of honeys were analyzed by AAS. When the results were interpreted, it
was determined that nearly all honey samples had antioxidant activity, and none of the
samples showed prooxidant activity. In addition, it was identified that the chestnut honeys
showed better antioxidant activity and higher mineral content, compared to the flower
honeys. Consequently, it is suggested that for healthy living honey, especially chestnut

honey, should be consumed more as a natural product rich in antioxidants.

Key Words: Antioxidant Activity, Peroxynitrite, DPPH, Superoxide Anion, Ferric
Reducing Antioxidant Power, Iron Chelating Capacity, Total Antioxidant
Power, Mineral, Chestnut and Flower Honeys
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda organik bilesiklerin serbest radikal
mekanizmali oksidasyonunu engelleyen bilesiklerdir. Son yillarda besin kimyasi ve
koruyucu tibbin bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara ilgisi artmugttr. Bunun sebebi
sentetik antioksidanlarin kanserojenik olarak diistiniilmesidir. Dogal antioksidanlar ise,
insan organizmasi i¢in genellikle zararsiz olup yan etkileri bulunmamaktadir. Dogal
antioksidanlar canli organizmalardaki savunma sisteminde oldugu kadar gida sanayinde de
Onemli derecede yararlidirlar. Bu amagla besinlerin bozulmasimi 6nlemek, raf dmriini
artirmak, lipitlerin ve vitaminlerin parcalanmasini engellemek ve besin rengini korumak
icin kullamilan antioksidanlar nemli katki maddeleridir. Dogal antioksidanlarin biiyiik
cogunlugu bitkisel kaynakli olup daha ¢ok polifenoller ve flavonoidler halinde bulunurlar
(Rice-Evans, 1997). Yasamin temel geregi olan oksijen, oksidasyon sirasinda hiicreye
biiyiik zararlar verebilir. Viicuda giren oksijen, oksidasyon sirasinda bir yandan enerji
liretirken bir yandan da serbest radikaller adi verilen molekiilleri olusturur. Serbest
radikaller, kararsiz yapida olup Kkolayca reaksiyon verebilen bilegiklerdir. Serbest
radikalleri olugturan kaynaklarin baglicalari; radyasyon, viriisler, ultraviyole iginlar, fosil
kokenli yakitlarin yanmasi sonucu olusan tiriinler, sigara dumani ve strestir.

Bu ¢alismada Tlrkiye’nin ¢esitli yorelerinde {lretilen ballarin serbest radikal
temizleme aktiviteleri ve antioksidan aktiviteleri yam sira AAS ile mineral igerikleri
incelenmis ve bu ¢aligmalar sonucunda hangi tiir ballarin daha etkili oldugu belirlenmeye
calistlmistir. Caligmalar esnasinda kullamilan DPPH radikali satin alinmus olup,
peroksinitrit radikali laboratuarimizda tarafimizca sentezlenmistir. Diger radikaller ise
cesitli reaktifler ve enzimler kullanilarak reaksiyon ortaminda olusturulmustur.

1.2. Serbest Radikaller ve Genel Ozellikleri

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom veya
molekiiller olarak tamimlanirlar. Serbest radikallerin normal metabolizmaya ait bir triin

oldugu sonradan anlagiimigtir. Bugiin radikallerin pek ¢ok hiicrede molekiiler degisimlere



ve gen mutasyonlarina yol agtifi artik iyi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve
doku yikiminda rol aldig1 kabul edilmektedir (Storz ve Imlay, 1999). Serbest radikallerin
bagslica sigara, alkol ve lipit metabolizmas iirlinleri, viriisler, glines 1sinlar1, X 1sinlar ve
kozmik iginlar, sanayi atiklan, otomobil egzoz gazlari, ozon, agir metaller, kirli su ve
havadan da olugabildigi bilinmektedir (Sies, 1991).

Radikal reaksiyonlarinin zincirleme reaksiyon olusturma yetenegi, Ozellikle
kontrolstiz radikal reaksiyonlarinin gelisebilecegini ortaya koymustur. Radikaller, oksijen
icerip icermedigine gore, serbest oksijen radikalleri (SOR) ve oksijen igermeyen radikaller
olarak ikiye ayrilir (Diindar ve Aslan, 2000). Tablo 1’de organizmalarda en gok olusan ve
tanmnan serbest radikaller gosterilmektedir.

Tablo 1. En sik kargilagilan serbest radikaller ve serbest radikal lireten tiirlerin bazi

ozellikleri

Radikal Simgesi Ozelligi

Hidrojen radikali H* Bilinen en basit radikal

Stiperoksit radikali ~ O,*” Oksijen metabolizmasinin ilk ara tirtin{i

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

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

Singlet oksijen 0, Yarilanma 6mrii kisa, gii¢lii oksidatif form

Perhidroksil HO,' Lipidlerde hizli ¢oziinerek lipid peroksidasyonunu

radikali artirmaktadir

Peroksil radikali ROO* Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olma yetenegi

Triklorometil CClL’ CCly metabolizmas: Uriinii, karacigerde iiretilen bir

radikali radikal

Tiyil radikali RS* Siilfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren tlirlerin genel
ad1

Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikim ile {iretilen oksijen
metaboliti

Azot monoksit NO L — argininden in vivo firetilir

Azot dioksit NO, NO'in oksijen ile reaksiyonundan {iretilir

Radikal metabolitler aslinda aerobik organizmalarin kagimlmaz bilesikleri olup
hiicrelerde kontrollii kullanimlar: ile bir dizi enzimin sentezi ve bir ¢ok organizmanin
antibakteriyel savunmasinda gereklidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin ¢ogunlugunu serbest oksijen radikalleri
olusturur. Bunlarin bilyiik kismu aerobik solunum sirasinda mitokondrilerde indirgenmis

karbon birimlerinden alinan elektronlarin g¢esitli elektron tastyicilardan gegerek en son



elektron alicist olan molekiiler oksijene transferi esnasinda meydana gelir. Oksijenin tam
olarak indirgendifi reaksiyonlarda son iirtin daima sudur. Oksijenin kismi indirgenmesi
sonucu serbest oksijen radikalleri olusur. Bu indirgenme S$ekil 1'de goriilen
mekanizmalarla, genellikle tek elektronlarin transferini igeren basamaklar halinde
gerceklesir (Winston, 1991).

0,
+2e
[All+le  [B]
+4¢ 02- —%ée]——" H202
[D]+1e

<Xl .0H + oH
H,O [E]
Sekil 1. Solunum sisteminde oksijenin indirgenme metabolizmas1

Molekiiler oksijen (0,), iki ¢iftlesmemis elektron igerir, bu sebeple kendisi de bir bi-
radikaldir. Bu ozelliginden dolay1 diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilir.
Molekiiler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle stiperoksit (0O,™), iki elektron
indirgenmesiyle hidrojen peroksit (H,0,) ve iig elektron indirgenmesiyle hidroksil radikali
('OH) meydana gelir (Sekil 1). Hidrojen peroksit (H,O,) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi
baz1 oksijen tiirevleri radikalik ozellik g6stermemesine ragmen son derece reaktif oluslan
sebebiyle diger oksijen radikalleri ile birlikte simiflandinlirlar. Olusan bu radikallerin bir
kismi lizozomlarda ve lokositlerde ksenobiyotik ve savunma mekanizmasinda rol oynarlar
(Halliwel ve Gutteridge, 1984). Temel haldeki oksijen triplet oksijendir ve 30, olarak
gosterilir.

Siiperoksit (O"), molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle meydana
gelen radikaldir. Daha ¢ok O,” veya O, anyonu seklinde gosterilir. Stiperoksit radikali
aerobik hiicrelerde oldukga sik olusur. Fakat daha ¢ok elektron transfer sistemlerinde
meydana gelir. Bunun yaninda pek gok enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla da
meydana gelebilir (Halliwell vd., 1992).

02 + e — > 02.- (1)
HOy + 0 +H ——p 0, +H;0y (2)
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Siiperoksit radikali, diger radikallere nazaran daha az toksik etkiye sahiptir. Ciinkii bu
radikal, hiicre membranindan yiikli oldugu i¢in dogrudan gegemez. Ancak eritrosit
membranlarindaki anyon kanalindan CI° ve HCO; iyonlariin yer degistirmesiyle
gecebilmektedir. Siiperoksit radikalinin esas zararl etkisi onun protonlanmasiyla meydana
gelmektedir. Protonlanma ile gok daha aktif bir radikal olan perhidroksil radikali (HO;)
meydana gelir. Sitiperoksit radikali ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona
girdiklerinde biri yiikseltgenirken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonu sonucu ise
oksijen molekiilii ve hidrojen peroksit meydana gelir (2). Siiperoksit radikali, oldukca
reaktif bir molekiil olup, iyi bir indirgeyici ve zayif bir oksitleyici maddedir (Diindar ve
Aslan, 2000; Fridovich, 1975).

Hidrojen peroksit bir radikal olmadig: halde dogrudan ¢esitli radikallerin olusumunda
Onemli bir rol oynar. Siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur (4).
H0, + 0" ——» °‘OH +OH + O, @)

Bu reaksiyon Haber-Weiss Reaksiyonu diye adlandirilir. Haber-Weiss Reaksiyonu
kataliz6rlii ya da katalizorsiiz meydana gelebilir. Katalizorsiiz reaksiyon olduk¢a yavag
olup, demir katalizérligiindeki reaksiyon ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda &nce Fe*
siiperoksit tarafindan Fe'? 've indirgenir (5). Daha sonra Fe™ kullanilarak “Fenton
Reaksiyonu” ile hidrojen peroksitin dismutasyonu sonucu OH ve OH olusur (6).
Reaksiyon mekanizmasi s6yledir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Niki, 1987).

0" + Fe® —» 0, + Fe? (5)
Fe? + H0, ——» Fe®+ "OH + "OH (6)
02" + H,0, ——» ‘OH+ "OH + O, @)

Biyolojik sistemlerde aerobik solunumun disinda ister enzimatik ister enzimatik
olmayan pek ¢ok yolla daha SOR olugmaktadir. Bunlardan bir tanesi olan azot monoksit
(veya nitrik oksit) (NO"), canlt sistemlerde tiretilen serbest bir oksijen radikalidir. Nitrik



oksit birgok farkli fonksiyona sahip olan bir araci molekiildiir (Sekil 2). Sistemik kan
basincinin diizenlenmesinde, sinir sisteminde ikincil mesajci olarak, immun sistemin
olugsmasinda ¢esitli fizyolojik rollere sahiptir (Tsuda vd., 2000; Edge, 1997). Patolojik
sartlarda agir1 miktarlarda sentezlenen nitrik oksit hem yararli iglevler arz edebilir, ki
bunlar arasinda antimikrobiyal etki g@sterme sayilabilir, hem de hiicre oldirticti etki
gosterebilir ve doku hasarina neden olabilir. Nitrik oksit ¢esitli hiicrelerde fizyolojik ya da
patofizyolojik uyarilara cevaben L-argininden sentezlenir. Bu sentez kiigiik bir enzim ailesi
olan nitrik oksit sentazlar (NOS) aracilifiyla gergeklesir.

Yiiksek konsantrasyonlardaki nitrik oksit 6zellikle ayn1 merkezde stiperoksit sentezi
de artmigsa onunla reaksiyon vererek zararli etkisi ¢ok daha fazla olan peroksinitrit
(ONOO") anyonuna déniisiir (Beckman ve Koppenol, 1996; Nedospasov, 1998). Nitrik
oksit ve onun tiriinii olan peroksinitritin seviyelerinin tespitinde temel belirteg¢ dokulardaki
3-nitrotirozin miktaridir. Nitrik oksit bir ¢ok farkli yoldan 3-nitrotirozin olusumuna neden
olmaktadir (Kréncke, 2000).
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Sekil 2. Nitrik oksit araciligiyla 3-Nitrotirozin olusturan mekanizmalar'

Peroksinitrit fizyolojik olarak sentezlenen ve bulundugu ortamlarda daha ¢ok zararli
etki gosteren, biyomolekiillerin birgogunu modifiye edip fonksiyoﬁlanm etkileyen bir
anyondur. Radikal olmamasina rafmen sebep oldugu hasar onu olusturan 6n maddeler olan
nitrik oksit ve siiper oksidin olusturdugu hasara oranla ¢ok daha fazladur.

Peroksinitrit sentez reaksiyonu (Esitlik 8) ikinci mertebeden bir reaksiyon olup,
fizyolojik olrak nitrik oksit ve sliperoksitten sentezlenmektedir.

1

Peroksinitrit, NO* ve O, radikallerinin reaksiyonundan (I) ve S-nitrozo tiyollerin H,O,’in
agirisiyla olan reaksiyonundan (II) elde edilebilir. Peroksinitrit ve onun CO; ile
olusturdugu kiime (III) yaninda, NOy (IV) ve NO,Cl (V) de tirozin birimlerini dogrudan
nitrolayabilir. Ayrica NO” in tirozin radikalleri ile reaksiyon verip olusan {irliniin H,O, ya
da HOCI gibi oksidanlarla reaksiyona girmesi sonucu da nitrotirozin olusabilir (VI).
Bunlara ilaveten myeloperoksidaz (MPO) ve eozinofil oksidaz (EPO) gibi peroksidazlar
H,0, ve NO,” mevcudiyetinde nitrotirozin olusumuna aracilik edebilir (VII).



NO + 0O —_— ~ OONO 8
Nitrik oksit Stiperoksit Peroksinitrit
Radikali Radikali Anyonu

NO' radikali ayrica biiyiik bir gevresel kirlilik olusturan sigara dumaninda oksijen ile
birleserek NO,' radikalini olusturur ki bu radikal de yine lipit peroksidasyonuna ve pek ¢ok
hiicresel hasarlara yol agmaktadir (Tsuda vd., 2000; Edge, 1997; Groves, 1999; Heijnen
vd., 2000).

DPPH (Sekil 3) sulu veya metanolik ¢ozeltilerde kararli ve sentetik olarak {iretilen

ticari bir radikal olup lipit peroksidasyonuna sebep olmaktadir.

Sekil 3. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formiilii

Tim bu oksijen radikalleri canli sistemlerde bulunan proteinler, lipitler,
karbohidratlar, niikleik asitler gibi biyomolekiillerin oksidasyonuna sebep olurlar.
Dolayisiyla bu biyomolekiillerin {i¢ boyutlu yapilar1 ve buna bagl olarak fonksiyonlan
degisir. Tiim biyomolekiiller ii¢ boyutlu yapilariyla fonksiyon gosterirler. Ug boyutlu
yapinin herhangi bir etkiyle defigmesi sonucu bu biyomolekiillerin fonksiyonlar: artar,
azalir ya da durur,

Serbest radikallerin olumsuz etkilerinden en fazla zarar géren yapilar membranlardir.
Serbest radikaller, membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar ile
kolaylikla reaksiyona girerek ¢esitli peroksidasyon {irlinleri meydana getirirken
membranlarin yapisini ve fonksiyonunu bozup, enzimlerin inaktivasyonuna neden olurlar.
Serbest radikaller o©zellikle yaslanma, kanser, norolojik hastaliklar, hipertansiyon,
kardiovaskiiler (kalp-damar) hastaliklar, katarakt, deri hastaliklar1, karaciger hastaliklar1 ve
tirolojik rahatsizliklar gibi hastaliklar olustururlar (Sies, 1991; Winston, 1991).



1.3. Antioksidanlar Hakkinda Bilgi

Radikallerle oldukga ¢abuk reaksiyona girerek oto-oksidasyon veya peroksidasyonun
ilerlemesini 6nleyen maddeler antioksidan olarak tamimlanirlar. Antioksidan savunma;
radikal metabolit {iretiminin Onlenmesi, liretilmis radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre
deformasyonunun onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmast
ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi olarak tanimlanan bes degisik mekanizmada
iglem goriir.

Antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir.
Endojen antioksidanlar bulunduklar1 ve etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gére de
hiicre igi, membranal ve hiicre dis1 antioksidanlar olarak ti¢ sif altinda toplanabilir.
Antioksidanlar1 enzimatik olanlar ve enzimatik olmayanlar ya da dogal antioksidanlar ve
yapay antioksidanlar seklinde siniflandirmak toplamak miimkiindiir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumlu,
glutatyon peroksidaz (GPX) hiicre igersinde olusan peroksit drlinlerin (R2O3)
dismutasyonundan ve katalaz (KAT) yine H,O, nin dismutasyonundan sorumlu birer
enzimatik antioksidan olup etkinliklerini hiicre iginde gosterirler (Matés, 1999; Halliwell
vd., 1992).

Glutatyon (GSH), bilirubin, iirik asit, albumin, seruloplazmin, hemoglobin, ferritin
birer endojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidan olup etkinliklerini hiicre iginde
gosterirler (Meister ve Anderson, 1983; Diindar ve Aslan, 2000).

Askorbik asit (C vitamin), o-tokoferol (E vitamin), B-karoten (A vitamin) ve
polifenoller gibi molekiiller hayvan organizmasinda sentezlenmeyen ve bitkiler tarafindan
sekonder metabolit olarak tretilen maddeler olup radikallerin temizlenmesinde ve zincir
reaksiyonlarmin durdurulmasinda etkili birer antioksidan olup yine enzimatik olmayan
yollarla etkinliklerini stirdiirtirler (Chen vd., 1988; Edge vd., 1997).

Peroksinitritin zararlt etkilerinin engellenmesinde rol oynayan, organizmada bulunan
ya da digaridan alinan bir ¢ok antioksidan bilesik mevcuttur (Kondo vd., 1997; Heijnen
vd., 2000). Peroksinitrit temizleme aktivitesi {izerinde ¢aligma yapilmis bilesikler arasinda
seleno-bilesikleri, flavonoidler, kateginler, hidroksiguanidinler, metalotiyonein,
indirgenmis nikotinamid niikleotidleri ve {irik asit sayilabilir. Bazi bilesikler de
peroksinitriti  ortamdan tiiketmek seklinde aktiviteden ziyade, peroksinitritin
gereeklestirdigi degisikliklerin geri doniistimiinii saglamaktadir.



Stiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan siiperoksit dismutaz
enzimi olup glutatyon, flavonoidler, gesitli polifenoller de etkin rol oynamaktadirlar.
Antioksidanlar konusunda en biiyiik ilgi bu Gzelliklere sahip maddelerin dizaym tizerinde
olmugstur. Bu tlirden geligtirilmis en iyi Ornekler BHA (butillenmis hidroksi anisol),
Troloks® ve BHT (butillenmis hidroksi toluen veya 2,6-di-fert-butil-4-metilfenol) dir.

H,C CH,
mwo” :j?/
CH, CH,

(@) (b)

Sekil 4. Troloks® (a) ve BHT (b)’nin formiilleri
1.3.1. Bitkilerde Bulunan Biyolojik Aktif Bilesikler

Dogal bilesiklere verilen 6nem her gegen giin artmaktadir. Bu bilesiklerin bir kismm
ise bitkiler tarafindan ikincil metabolizma tiriinleri olarak sentezlenen molekiiller olup,
sinyal (mesajc1) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere kars
koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve yaglarn
sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki metabolitleri” veya "fitokimyasallar" diye
adlandirilirlar. Bitkiler simirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine
sahip olup bunlarmn ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substituye olmus
halleridir. Bitkilerde bulunan baglica polifenolik bilegikler basit fenoller, benzokinonlar,
fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetil asitler, hidroksisinnamik asitler, fenilpropenler,
kumarinler, naftakinonlar, kromonenler, ksantonlar, stilbenler, antrakinonlar, flavonoidler
ve ligninlerdir. Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan
biri olup bitki aleminde 6000'den fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir (Bravo,
1998). Polifenoller, bir grup bilesik simifi olup ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum,
cigek, kdk ve govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve
Anklam, 2000).
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Bu bilegiklerin bazilari terpenoidler gibi olup bitkiye koku ve tat verirken bazilar
kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olugtururlar. Pek c¢ok bilesik, bitkinin tadindan
sorumlu olup bunlardan bazilar gida ve bazilar: ise tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Basit fenoller ve fenolik bilesikler, tek bir fenolik halka igeren biyoaktif bilesikler
olup sinnamik ve kaffeik asitler bu gruptandir. Katekol ve pirogallol ise hidroksillenmis

fenollerdir.
OH OH
OH
o O O oD
CH
o) O HO
(a) ® (c) @

Sekil 5. Sinnamik asit (a), Kaffeik asit (b), Katekol ve (c) Pirogallol (d)’tin formiilleri

1.3.2. Flavonoidler

Bitkillerdeki flavonoidler ve lignin gibi fenolik bilesikler potansiyel
antioksidanlardir. C vitamini hem hayvan hem de bitkilerde enzimatik ve anzimatik
olmayan reaksiyonlarla reaktif oksijen tiirlerini temizleyen bir antioksidan olarak gérev
yapar. Flavonoidlerin etkili antioksidan olmalar1 genis bir aragtirma konusudur. 1937°de
Nobel 6diilii kazanmis olan Szent-Gyorgi askorbati izole etmis ve bir flavonoid olan
hesperidinin kapiler gegirgenligi saglama konusunda askorbata benzer davramslar
gosterdigini fark etmistir. Bu gozleme dayanarak flavonoidlerin insanlar igin gerekli
besinler oldugunu 6ne stirmiigtiir (Bentsath vd., 1937).

Fenolikler en az bir aromatik halka (C6) ve bir veya daha fazla hidroksil grubuyla
karakterize edilen kimyasal bilegiklerdir. Hidroksisinnamik asitler (HCA) ve flavonoidler
sirastyla C3-C6 ve C6-C3-C6 karbon iskeletine sahiptirler. HCA ve flavonoidler sikimat
metabolik yolu, genel fenilpropanoid metabolik yolu ve spesifik flavonoid metabolik
yollariyla fenilalaninden tiretilirler. Sekil 6 biyosentetik iligkileri ve HCA ile flavonoidlerin

temel yapilarin: 6zetlemektedir.
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Sikimat metabolik yolu
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Fenilpropanoid metabalik yolu

Sekil 6. Fenolik bilesiklerin biyosentetik metabolik yolu?

Flavonoidler genellikle ¢icek, yaprak, govde, kok, tohum ve meyve gibi bitki
dokularinin epidermal hiicrelerinde glikozidik (glikozitler) veya glikozidik olmayan
(aglikonlar) formda birikirler. Glikozitler baslica vakuoller ve apoplastlar gibi hidrofilik
bélgelerde bulunurlar (McClure, 1975; Wollenweber ve Dietz, 1981). Glutatyon-S
transferazin (GST) fonksiyonu antosiyaninleri tamimak ve onlarin bitki hiicre vakuollerine
tasinmasina aracilik etmektir (Edwards vd., 2000). GST tarafindan medikarpinin (bir
isoflavonoid) glutatyon-S-konjugasyonu ve askorbat peroksidaz tarafindan sinnamik asidin
glutatyon-S-konjugasyonu kendilerinin glutatyon-S-kojugasyon pompalarnn vasitasiyla
membrana girmelerine izin verdigini gostermektedir. Birka¢ flavonoid glikoziti kloroplast

ve etioplastlarda da bulunmaktadir.

2

Fenolik bilesiklerin biyosentetik metabolik yolu. HCA (hidroksisinnamik asit) ve
flavonoidler, fenilalanin amonialiyaz (PAL) tarafindan fenilalaninden iiretilen sinnamik
asitlerden iretilirler. Sinnamik asit sinnamat-4-hidroksilaz (C4H) ve o-metiltransferaz
tarafindan HCA’ya doéntistiiriiliir. 4-kumarat:CoA ligaz (4CL) enzimi hidroksisinnamol
CoA (HCA-CoA)’nin olusumunu katalizler. Aktive olmus bu molekiil lignin ve flavonoid
biyosentezinde kullamilir. Flavonoid sentezi kalkon sentaz (CHS) tarafindan katalizlenen
HCA-CoA ve ii¢ molekiil malonil CoA’nmin kondenzasyonuyla gergeklesir. Kalkon daha
sonra kalkon izomeraz (CHI), flavanon-3-hidroksilaz (F30H), isoflavon sentaz (ISF),
flavon sentaz (FS), flavonol sentaz (FLS), dihidroflavonol reditktaz (DHFR) ve antosiyanin
sentazla (AS) diger flavonoid altgruplarina doniigtiirtiliir.
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Aglikonlarin yag bezleri ve mumsu tabakalar gibi lipofilik bolgelerde lokalize olduklar:
bildirilmigtir (Wollenweber ve Dietz, 1981).

Temel polifenol simflarindan biri olan flavonoidler en 6nemli antioksidan 6zellige
sahip grup olup kendi i¢inde 13 alt siifa ayrilir. Bunlar; kalkonlar, dihidrokalkonlar,
auronlar, flavonlar, flavonollar, dihidroflavonollar, flavanonlar, flavanollar, flavandiollar,
antosiyaninler, izoflavonoidler, proantosiyadinler (taninler) ve biflavonoidlerdir (Bravo,
1998). 1990 yilina kadar 5000 tane flavonoid yapist bildirilmigtir. Flavonoidlerin karbon
iskeletini iki fenil halkasimin propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu
igeren, A, B, C halkalarindan ibaret difenilpropan (C6-C3-C6) yaps: olusturur (Sekil 7).

(a) (b)
Sekil 7. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi1 substituentleri (b)

Tablo 2. Flavonoidlerin genel karbon iskeletleri ve tagidiklar substituentler

Flavonoid R; Ry R3 R4

Luteonil H H OH OH
Luteonil-7-O-glukozit H glc OH OH
Kamferol-3-O-soforozit O-soph H OH

H

Kuersetin-3-O-galaktozit O-gal H OH OH
Galaegin OH H H H
Kuersetin-4'-O-glukozit OH H OH O-glc
Kamferol OH H H OH
Kuersetin OH H OH OH
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A halkas1 ti¢ karbonlu bir bilesik olan malonil-CoA dan yani glukoz {izerinden fenil
alanin ve sinnamik asitten sentezlenirken C ve B halkalar1 sikimat ve fenilpranoid
metabolik yolu {izerinden yine glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin propan zincirine
farkli pozisyonlarda baglanmasi sebebiyle flavonoid alt simiflar1 olusur. Flavonoid
yapilarinda yer alan en yaygin substituenler hidroksil gruplaridir. Dogal flavonoidlerin
yapisinda en fazla yedi hidroksil grubu bulundugu bildirilmistir (Guliyev ve Harmandar,
2000). Bu hidroksil gruplari, reaktif oOzellikte olup kolaylhkla alkillenebilir ve
glikozillenebilirler. Ayrica tasidiklar: farkli hidroksil gruplar ve onlara bagli substituenler
flavonoidlerin farkln indirgenme potansiyeli kazanmasina ve bundan dolayr degisik
antioksidan aktivite gostermelerine sebep olurlar. Omnegin; flavonoid radikallerinin
indirgenme potansiyelleri alkil, peroksil ve sliperoksit radikallerinin indirgenme
potansiyellerine gére daha diisiiktiir. Bu nedenle flavonoidler bu oksit tiirlerini deaktive
ederler ve reaksiyonlarinin verecedi zararlari engellerler. Flavonoidlerin ve in vitro
metabolitlerinin antioksidan &zellikleri niikleer yapilarmdaki fonksiyonel gruplarin
diizenlenmesine baghdir. Flavan iskeletinden c¢ok substituentlerin dilizenlenmesi
antioksidan aktivite i¢in 6nemli bir faktordiir. Cogu polifenolik antioksidanla tutarli olarak
hidroksil gruplarmin hem konfigurasyonu hem de sayist antioksidan aktivite
mekanizmalanm onemli Slg¢tide etkiler. Serbest radikal temizleme kapasitesi ilk olarak

agagidaki reaksiyona katilan hidroksil gruplarinin yitksek reaktivitesine baglidir:

F-OH+R' —% F-O"+RH ©)

Flavonoidlerin yapilan ile antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir iligki vardir.
Ornegin; flavonoid yapisinda C-4' pozisyonunda hidroksil grubunun bulunmasi
antioksidan aktiviteyi artirirken serbest 4'-OH grubunun metoksil grubu ile substituye
olmasi aktiviteyi 6nemli derecede azaltir (Guliyev ve Harmandar, 2000; Havsteen, 2002).
B halkasindaki hidroksil konfigurayonu SOR ve SNR (serbest nitrojen radikalleri)
temizlemede en 6nemli belirleyicidir. B halkasindaki hidroksil gruplar: hidroksil, peroksil
ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve elektron vererek onlar1 daha kararh hale getirirler
ve bu radikallere oranla daha kararli flavonoid radikallerinin olugmasina neden olurlar.

B halkasinda 3’4’-katekol yapisi lipit peroksidasyonu inhibisyonunu artirir. Bu
diizenlenme ayrica hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikali temizleyicilerinin en garpic

Ozelligidir. Bu yapidaki flavonoidlerin radikalleri de kararlidir.
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A halkasindaki substitusyon antioksidan aktiviteyle zayif korelasyon gosterir fakat 5-
OH’in antioksidan aktiviteye katkis1 bulunmaktadir. Flavonoidlerin serbest radikal
temizleme aktiviteleri genellikle serbest 3-OH’1n varligina baghdir. 3-OH ve 3’4’-katekol
yapist iceren flavonoidlerin on kat kadar daha fazla antioksidan aktivite gosterdikleri
bildirilmistir. 3-OH grubunun flavonoidin kararliligini artirmasi dolayisiyla bu etkiyi
gosterdigi diigiiniilmektedir. 3-OH grubunun metil veya glikozil grubuyla yer degistirmesi
aktiviteyi diigtirmektedir.

B halkasi metoksi gruplarmin pozisyonuna duyarlidir ve metoksi gruplarinin
bulundugu yere gore aktivite degisiklik gosterir. 6'-OH/4’-OMe konfigiirasyonunu 6'-
OMe/4'-OH ile degistirmek DPPH radikalini temizleme aktivitesini engellemektedir. 3'4'-
katekol yapisinda 4'-O-metilasyonu antioksidan aktiviteyi distirmektedir. Ornegin
kuersetinin lipit peroksidasyonu inhibisyonu %98 iken 4’-O-metilasyonu ile olusan
tamariksetinin %2.6’dir. Kampferol-3',4'-dimetileterin peroksil temizleme aktivitesi
kampferoliinkinin yaklagik yarisi kadardir. Ayrica A halkasinda metoksi grubu bulunmasi
B halkasinin antioksidan aktivitesini etkilemektedir (Heim vd., 2002).

Bu durum g6z Ontine alindifinda kuersetin, katesin, luteolin ve rutin antioksidan
olarak etkili flavonoidlerdendir. Flavonoidlerin sadece antioksidan aktivite degil aym
zamanda antimikrobiyal, antitoksik, antiviriitik gibi degisik biyolojik aktivitelere de sahip
oldugu bildirilmistir (Cowan, 1999; Weston, 1999; Havsteen, 2002 ).

Bir flavonoid alt smifi olan antosiyaninler suda ¢oziinen en 6nemli pigmentlerden
olup yiiksek yapili bitkilerin ¢icek ve meyve kisminda bulunurlar. Flavonoidlerin bir bagka
alt simfi olan katesinler insan besininin genel bileseni olarak tanimlanir ve yesil cay
yapraklarinda (epikatesin, epikatesingallat, vs.) bulunmaktadir.

Kinonlar iki keton ile substituye olmus aromatik halkalardir. Ubikinonlar dogada
karakteristik olarak oldukga reaktif bilegiklerdir. Bu bilesikler meyve ve sebzelerin
kesildikleri zaman kararmalarindan sorumlu olup pek ¢ok redoks reaksiyonda elektron
tasiyici olarak rol oynayip ayrica koenzim rolleri de vardar.

Taninler oldukga hidroksillenmis molekiiller olup protein ve karbohidratlarla suda
¢6ziinmeyen kompleksler olusturduklari i¢in tanince zengin gidalar teksif 6zelligine sahip
olup protein ¢oktlirmek amaciyla dericilikte ve tekstil sanayinde kullamlirlar. Molekiil
agirliklar: 500 ile 3000 g/mol arasinda degisir ve bitkinin hemen her kisminda (kok, gévde,
odun, yaprak, meyve) bulunurlar. Bitkisel taninler hidroliz olabilen ve kondanse olabilen
taninler diye iki grupta toplanirlar. Hidrolizlenebilen taninler gallik asit igerirler ve
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genellikle D-glukoz ile ¢esitli esterler olugtururlarken kondanse tanninler veya
proantosyanidinler, yiiksek molekiil agirligina sahip flavonoid monomerlerinden olusurlar.
Asit, alkali, sicak su ile ve enzimatik yolla kolaylikla hidroliz olurlar. Taninler belki de
kondenzasyonla bitki dokusu odunun flavan tiirevlerini olugtururlar. Taninlerin bir bagka
ad1 da kinon polimerleridir (Wollgast ve Anklam, 2000).

Kumarinler, benzen ve a-piran halkasi ile kaynagms fenolik bilegiklerdir. Samanin
karakteristik kokusundan sorumludurlar. 1996 yilina kadar en az 1300 tane izole edilmistir.
Kumarinler antitrombotik, antienflamatuar ve vazodilator 6zelliklere sahiptirler. En fazla
kullanilan antikoagiilandir.

Terpenoidler, yag asidi benzeri asetat birimlerinden sentezlenirler. Fakat yag
asitlerinden, dallanmadan dolay: farklilik gosterirler. Bakterilere, viriislere, mantarlara ve
protozoaya kars: etkilidirler.

Alkaloidlere heterosiklik azotlu bilesikler de denir. Tibbi olarak ilk kullanilan
alkaloid morfin olup 1805 yilinda bulundu. Kodein ve heroin birer morfin tiirevidirler.

Lektin ve polipeptidler bir veya birden fazla seker birimi iceren glikoproteinler veya
oligomerik proteinler olup immun reaksiyona sebep olabilirler.

Bitkilerde bulunan bir bagka bilesik olan propolis, ¢esitli agaglarin balsam (koku
verici, teskin edici) ham oziidiir. Cogu zaman ar1 yapiskam olarak agaglardan toplanir.
Kimyasal yapisi olduk¢a karmagsik olup yapisinda yukarida tamimlanan lateksler,
terpenoidler, flavonoidler, benzoik asit ve esterleri, substituye fenolik asitler ve esterler
bulunur, Sentetik sinnamik asitler propolis ile aym olup influenza virlistiniin
hemaglutinasyon aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (Amoros vd., 1992). HSV-1
mutantlarina, adenoviriislere, polioviriis ve vesikular stomatitise kargi etkin olduklar1 da
bildirilmigtir. Karigim diginda, bitkilerin ¢esitli kisimlarinda bulunan organik yapili
bilegiklerden bazilar1 poliaminler, izotiyosiyanatlar, tiyostilfinatlar ve glukozidlerdir.

Fenolik bilegikler enzimatik mekanizmayla veya direk radikal temizleme
mekanizmalariyla antioksidan fonksiyon gosterdiklerinde tek degerlikli kendi fenoksil
radikallerine yiikseltgenirler. Son zamanlara kadar, hizlica radikal olmayan iiriinlere
doniigtiikleri igin bu radikalleri statik elektron spin rezonansla (ESR) tanimak giigtii. Zn*™
gibi divalent metalerin kullanimi, fenoksil radikaller tizerinde spin sabitleme etkisi yaparak
onlarin yapisal ve kinetik dzelliklerinin analizini miimkiin kilmaktadir. Bu sekilde metalle
spini sabitlestirilmis fenoksil radikalleri bitki hiicrelerinde prooksidan etki gosterebilir
(Sakibama vd., 2002).
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1.4. Bal Hakkinda Bilgi
1.4.1. Tarihgesi

Balin 6zellikleri ve liretimiyle ilgili bilinen ilk kitap, Sir John Hill tarafindan yazilmas
1759°da Londra’da basumigtir. Ar1 ve balin tarihgesi incelendiginde, nektar ve polen
tireten ¢icekli bitkiler ile bunlardan faydalanan béceklerin 100-150 milyon yil 6nce, ilk
memelilerin de mevcut oldugu Jurassic/Cretaceous devresinde ortaya c¢iktifi One
stirlilmektedir. Bal tireten arilar 10-20 milyon yil 6nce goriilmiistiir. Bal ile ilgili ilk resmi
dokiimanlar Anadolu’da Catalhdyiik’te bulunmustur. M.O. 5000 yillarinda Stimerlerin
yazili belgelerinde bal iizerine bilgiler mevcuttur. Benzeri bilgiler Anadolu’daki bagka bir
uygarlik olan Hititlerin yazitlarinda da bulunmugstur. M.O. 3200°de Asag Misir Krali 1.
Dynasty, krallik sembolii olarak ariy1 segmis ve kralliginda bununla ilgili figiirlere yer
vermigtir. Musevi topluluklarinda ise Tevrat ve Talmut’ta yazildig1 gibi Kur’an1 Kerimde
de balin yararlarindan s6z edilmektedir. Roma imparatorluguna ait bazi yazitlarda da bal

ve aricilik fizerine gesitli bilgiler bulunmaktadir (Otles, 1995).

1.4.2. Balhn Bilesimi

Tiirk Standartlar1 Enstitiisiine gére bal, bitkilerin ¢iceklerinden ya da diger canli
kisimlarinda bulunan nektar bezlerinden salgilanan nektarin ve bitki tizerinde yagsayan bazi
boceklerin, bitkilerin canlhi kisimlarindan yararlanarak salgiladifi tali maddelerin, bal
arilar1 (Apis mellifera) tarafindan toplanmasi, viicutlarinda bilesimlerinin degistirilip petek
gozlerine depo edilmesi ve buralarda olgunlagsmasi sonucunda meydana gelen tatli bir
iirindtir. Bal, arilarin en 6nemli gida maddesi olup bal olmadan arilar yagamlarini
siirdiiremezler. Arilar kis aylarinda a¢ kalmamak igin petek gozlerini balla doldururlar.
Genel olarak bilegimi toplandig: bitki kaynagina gére degismekle birlikte % 16-20 's1 su
geri kalam ise karbohidratlar, enzimler, vitaminler ve minerallerden olusmaktadir
(Sénmez, 1979; Rodriguez vd., 2004).

Balin kuru maddesinin % 95’i karbohidratlardan olugmus olup baslica sekerleri
glukoz, fruktoz ve ribozdur. Sakkaroz (cay sekeri), laktoz (siit sekeri) ve maltoz (malt
sekeri) daha az bulunan disakkaritlerdendir. Balin pH’s1 3.5-4.5 arasinda degisim gosterip
balda bulunan asitler formik asit bagta olmak lizere asetik asit, biturik asit, sitrik asit,
kaproik asit, laktik asit ve tartarik asitlerdir. Balda en fazla bulunan enzimlerden biri
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diastaz (amilaz) olup invertaz, katalaz, glukoz oksidaz ve fosfatazlarin bir kismi bitkiden
bir kismu arimin midesinden bala salgilanmaktadir. Bal vitamin deposu olup tiamin,
riboflavin, folik asit, pridoksin, pantotenik asit, nikotinamid, biotin gibi B vitaminleri
yaminda askorbik asit ve karotenoidler ve a-tokoferolleri igermektedir. Balin mineral
bilesimi % 0.02 ile % 1 arasinda degisim gosterip bagta K, Ca, P olmak tizere Fe, Cu, Zn,
Se, F ve Cl bulunmaktadir (Rashed ve Soltan, 2004; Sénmez, 1979; Yao vd., 2004).

Arlar an {iriinii olarak balin yaninda polen, ar siitli, propolis gibi yan tirtinler
tiretirler. Polen, ¢igekli bitkilerde ciceklerin erkek organlar1 olup protein, mineral
maddeler, vitaminler ve iz elementler bakimindan ¢ok zengin bir besin maddesidir. Isci
arilar gicekleri ziyaret ettiklerinde viicutlarina yapisan poleni arka ayaklarinda kovana
tagirlar. Arilar poleni yavrularin ve geng is¢i arlarin beslenmesinde kullanirlar. Polen
kovan dnlerine yerlestirilen polen tuzaklan ile toplanir, kurutularak veya taze olarak derin
dondurucularda -18 °C 'de saklanip saf olarak veya balla karigtirtlarak tiiketilir.

Propolis (bazen “ar1 zamki” olarak da bilinir) bal arilarmin bitki, tomurcuk ve
filizlerinden topladig: reginemsi maddenin genel ismidir (Chemid, 1996). Propolis ismi
yunanca savunma anlamina gelmekte olup arilarin ve kovanin korunmasindan gérevlidir
(Ghisalberti, 1979). Ham propolisin tam bilesimi kaynaga gore degisir. Genelde %50
regine ve sebze plesenki, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve
%35 organik kalintilar1 da igeren gesitli diger bilegiklerden olusmustur (Cisarino vd., 1987).
Propolis tarafindan iyilestirilebilen hastaliklar arasinda nefes darlifi, egzema, go6z
enfeksiyonlari, bogaz enfeksiyonlari, {ilser ve bobrek enfeksiyonlar: yer alir (Hill, 1977).
%10 oranlarina kadar propolisle karistirilmg bal satimaktadir. Propolisin antibiyotik,
antifungal, antiviral ozelliklerinin oldugu ve bol miktarda flavanoid igerdigi igin
antioksidan etkisinin baldan ve BHT den 2 kat daha fazla oldugu bildirilmigtir (URL-1,
2004; Russo vd., 2004).

Arisiitii, 6-12 giinliik is¢i arilarin kafalarindaki ¢ene alti (mandibular) ve hipofarenks
bezlerinden salgilanan, besin degeri ve biyolojik aktivitesi ¢ok yliksek degerli bir {irtin olup
kovan igerisindeki gen¢ larvalarin ve kralice armin beslenmesi i¢in kullanilir. Hayat:
boyunca ar1 siitii ile beslenen kralice arilar 3-4 yil yagayabilirler fakat bal ve polenle
beslenen is¢i arilar sadece 5-6 hafta yagayabilirler. An siitii icerisindeki 10-hidroksi-
dekanoik asit dogal bir antibiyotik olup bakterilerin, virtislerin ve funguslarin gogalmasin

Snlemektedir. Ar siitiiniin i¢inde proteinler, sekerler, serbest esansiyel amino asitler ve yag
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asitleri ile B vitaminleri, mineraller, iz elementler ve antioksidan maddelerin oldugu

belirlenmistir (S6nmez,1979; Nagai ve Inoue, 2004; Santos vd., 2005).

1.4.3. Balin Yararlan

Enerji degeri ¢ok yliksek bir besin olan bal bebeklerin, ¢ocuklarin, sporcularin ve
yaglilarin beslenmesinde kullanilir. Bal dogal bir antibiyotik gibidir ve binlerce yillardan
beri yara ve yaniklarin tedavisinde, mide rahatsizliklarinda ve cilt rahatsizliklarinda yogun
olarak kullanlmaktadir. Ozellikle son yillarda Avrupa'da ve Amerika'da yanik
merkezlerinde tedavi amaciyla bal kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bal
kanser de dahil olmak ilizere bir ¢ok hastalikta enerji ve sifa kaynagi olarak kullamildig:
bildirilmistir (Dustmann, 1993 ; FAO, 1996; URL-1, 2004).

Balin ger¢ek Ozelliklerinden biri uzun siire bozulmadan kalmasim saglayan
antibiyotik Ozellikleridir. Buna ek olarak bal mikroorganizmalar nedeniyle bozulmasina
direncini artiran yiiksek osmatik basinca sahiptir (White, 1979). Balin mide ve bagirsakla
ilgili bozukluklarda (Haffeejee vd., 1985; Ladas vd., 1995), yara ve yaniklarin
iyilesmesinde (Efem, 1988; Subrahmanyam, 1991) bir antimikrobiyal ajan olarak etkili
oldugu (Ladas vd., 1995; Ali vd., 1991), akut ve kronik mide lezyonlarina kars1 gastrik
koruma sagladigi bildirilmigtir (Ali, 1991; Ali, 1995). Dogal antioksidanlar 6zellikle
flavonoidler antibakteriyel, antialerjik, antitrombotik ve vazodilator (kan daman
limenlerinin genislemesi ile ilgili) hareketleri kapsayan genis bir aralikta biyolojik etki
gosterirler (Cook ve Sammon, 1996).

Balin antimikrobiyal aktivitesi balin dogasinda bulunan glukoz oksidaz tarafindan
tiretilen hidrojen peroksitle ve fenolik bilesiklerle iligkilidir. Balin antioksidan aktivitesi
yapisinda bulunan askorbik asit, o-tokoferoller, B-karotenler gibi bilesikler yanminda gok
sayida polifenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Farkli botanik orijinli ballarda birgok
fenolik bilesik tamimlanmaktadir (Frankel vd., 1998). Fenolik bir bilesik olan 3-
aminoasetofenon kestane balimin ugucu bir bileseni olup kestane balimin tammnmasinda

Onemli bir isaret (markir) olusturur (Bonaga ve Guimanini, 1986).
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1.5. Mineraller Hakkinda Bilgi

Mineral besin elementleri, canlilarin gelisimi ve hayatlarim devam ettirebilmeleri
agisindan hayati 6nem tagirlar. Canli saglig1 agisindan, 6zellikle de insan saglig1 acisindan
mineral elementlerin cesitli gidalar aracilifs ile glinliik belli oranlarda viicuda alinmalar
zorunludur. Her bir mineral elementin hem bitki hem de insan biinyesinde birbirlerini
tamamlayan farkli fonksiyonlar1 vardir ve bu ¢ok ¢esitli mineral elementlerin sadece bir
tanesinin bile eksikligi ¢ok ciddi zararlara neden olabilmektedir. Mineraller, kan ve kemik
olusumu, viicut sivilarinin dogru olugumu, saglikli sinir fonksiyonlar1 gibi pek ¢ok viicut
fonksiyonu igin gereklidir. Vitaminler gibi koenzim fonksiyonuna sahip mineraller,
viicudun enerji iiretimi, biiytimesi ve iyilesmesi gibi fonksiyonlarimi yerine getirmesine
imkén verirler. Mineral agidan zengin bitkisel kaynaklar, viicut i¢in gerekli mineralleri
temin etmede Gnemli rol oynarlar. Her bitki tiirti farkli sayida ve farkli miktarlarda mineral
igerir.

Vitaminlerin ve minerallerin giinliik almmasi1 gereken miktarlart (RDA,
Recommended Daily Allowance) American National Academy of Science tarafindan tespit
edilmigtir. Tablo 3 balda analizi yapilan minerallerin giinliik alinmas1 gereken mineral

seviyelerini gostermektedir.

Tablo 3. Bazi mineral elementlerin giinliik alinmasi gereken miktarlar1 (RDA) (Collins,
2004; URL-2, 2004; Cheraskin, 2004; Snow, 2004)

. . Tolere Edilebilir
Mineral Element Normal Seviye (Maksimum)

Kalsiyum (Ca) 800 — 1200 mg 2500 mg
Sodyum (Na) 500 mg -
Potasyum (K) 2000 — 3500 mg -

Demir (Fe) 10— 18 mg 45 mg
Mangan (Mn) 2.5-Tmg 11 mg
Bakir (Cu) 1.5—-3mg 10 mg
Cinko (Zn) 12-15mg 40 mg
Krom (Cr) 50-200 ug 1000 pg

Sodyum su dengesi ve etkin mide, sinir ve kas fonksiyonu i¢in kan pH'sinin
seviyelesmesi ve potasyumun hiicre zarlarindan digsart pompalanmasi igin uygun ortami
saglamaya yardim eder. Sodyum azligi mide kramplari, istahsizlik, dehidrasyon,
depresyon, bag dénmesi, yorgunluk, hayal gérme, bas agrnsi, kalp ¢arpintisi, tat duyusu
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bozuklugu, uyusukluk, diisiik kan basinci, hafiza bozuklugu, kas zayiflig1, tiksinme, zayif
koordinasyon, nébet ve kilo kaybina sebep olur.

Kalsiyum kemik ve diglerin yapi, olusum ve stirdiiriilmesinde temel bir mineraldir.
Bu temel mineral aym1 zamanda kan basincimin ayarlanmasi, kan pihtilagmasi, kas
bilyiimesi, sinir gegirme, kanser 6nleme, enerji tiretme, yag pargalama gibi olaylarda etkin
rol oynar. Azligi eklem agrilan, tirnak kirilmasi, depresyon, garpinti, hayal gérme, yiiksek
kan kolesterolii, kalp c¢arpintisi, yiiksek tansiyon, hiperaktif egzama, uykusuzluk, kas
kramplari, sinirlilik, renk soluklugu, romotoit artirit, ragitizm ve dis ¢lirlimesine yol agar.

Potasyum, kalsiyum ve fosfordan sonra viicutta en fazla bulunan ti¢lincii mineraldir.
Potasyum viicut sivilarinin dengesinin siirdiiriilmesine, sinir sinyallerinin iletimine,
insiilinin serbest birakilmasma ve kas gerilmesine yardimci olur. Potasyum eksikligi
yorgunluk, zayiflik, ruhsal depresyon, diisiik tansiyon, kas yorgunlugu, tuz tutulmasi ve
normal di1 kalp atiglarina sebep olur.

Demir, kirmizi kan hiicrelerinde ve kas dokusu proteinlerinden hemoglobinde
bulunur. Miyoglobinde bulunan bir kofaktordiir. Demir eksikligi viicut dokularim
oksijenden yoksun birakir ve anemiye neden olur. Demir, bagisiklik fonksiyonunu
giiclendirdiginden, demir eksikligi aym zamanda enfeksiyonlara karg1 direncin diismesine
neden olur. Hamile kadinlar, iki yas alti ¢ocuklar, vejetaryenler ve hemoroidli ya da
kanamali mide iilserli ve kan vericiler gibi kanamali durumdakiler, 6zel olarak digaridan
yiiksek oranda demir almasi gereken insanlardir.

Cinko yaralarn iyilesmesinde, hiicrelerin yenilenmesinde rol oynadig1 gibi karbonik
anhidraz enziminin kofaktortidiir.

Kromun yag asitleri metabolizmasi, damar tikanikligi ve kardiovaskiiler hastaliklar
riskini azaltmada yardime bir rol oynadifina dair kanitlar vardir. Krom yetersizligi, alkole
karg1 direngsizlik, kan sekerinde yiikselme ve diyabet benzeri belirtiler gosterir.

Bakir esansiyel bir element olup: kanda hemoglobin olusumuna yardimci; demirin
absorpsiyonunu ve kullanimim diizenleyici, kan basincinm ve kalp atislarmin
ayarlanmasina yardimci, kan damarlarinin, kemiklerin, tendonlarin ve sinirlerin
gliclendirilmesi, normal deri ve sa¢ pigmentasyonunun emniyet alﬁna alinmasinda rol
oynar. Bakir eksikligi, kirilgan ve renksizlesen saglar, viicut iskeletinde kusurlar, anemi,
yiiksek kan basinci gibi belirtilerle ortaya gikar.

Manganez minerali kemik olusumu ve bakimi, beyin fonksiyonlarimin normal

calismasi, baz1 enzimlerin iiretimi ve bag dokular igin ¢ok gereklidir. Protein ve genetik
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malzemelerin sentezine katkida bulunur ve besinlerden enerji iiretmeye yardimci olur.
Aynit zamanda antioksidan gorevi gorilir ve normal kan pihtilagsmasina yardimci olur.
Manganez, glikoz metabolizmasimin anahtar enziminde Onemli bir yardimer faktordiir.
Azlig1 diyabete ve sik sik pankreas sorunlu erken dogumlara sebep olabilmektedir. Ayrica
mangan eksikligi eklem agrilarina, kanda sekerin yikselmesine, kemik problemlerine ve
hafiza zayiflamasina da neden olabilmektedir (URL-3, 2004).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismalarda kullanilan madde ve malzemelerin biiyiik bir kismi proje kod no
2003.111.002.6 olan KTU Arastirma Fonu Projesinden temin edilmis olup geri kalanlar
KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii laboratuarlarindan ve KTU Tip Fakiiltesi
Biyokimya Laboratuari’ndan temin edildi. Denemelerde kullanilan malzemeler ve satin

alindiklar: firmalan gosteren bilgiler Tablo 4'de verilmektedir.

Tablo 4. Denemelerde kullanilan malzemeler

Malzeme ve Cihaz Adi Markasi
Uv-vis spektrofotometre LaboMed ve LKB Ultraopec K4053
Rotary evaporattr Buchi 461 Water Bath
Inkiibator Niive
Vorteks karigtirici Heidof
Su banyosu Niive
Santrifiij MSE Mistral 2000
Ettiv Niive
Derin dondurucu Bosch
Atomik Absorbsiyon .

Spektrofotometresi ATI Unicam 929 model AAS

2.2, Kullanilan Cozeltiler

Denemelerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamislar1 Tablo 5°de 6zetlenmis olup tim
reaktifler analitik saflikta olup ¢ozeltiler bidistile ve deiyonize suda hazirlandi.
Denemelerimizde kullandigimiz kimyasal maddelerin satin alindiklar ticari firmalarin

adlar1 Tablo 6’da gosterilmektedir.
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Tablo 5. Denemelerde kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlaniglar

0.2 N Folin-Ciocalteu 2 N Folinden 1:10 oraninda distile su ile seyreltilerek
kullanldi.

% 2 Na,COs3 2 g Na,CO; 100 mL bidistile suda ¢dziildii.

0.2 M pH 7.0 Fosfat tamponu 1.488 g NaH,PO,, 1.080 g NaHPO,, 50-70 mL distile
suda ¢oziildii pH 7.0°ye ayarlamip 100 mL’ye distile
su ile tamamlandi.

Stok BHT (10 mg/ mL) 100 mg BHT 10 ml etanol:aseton karigiminda
¢oziildii.

Stok Troloks® (10 mg/mL) 100 mg Trolox 10 mL etanol karisiminda ¢éziildii .

Stok Askorbik asit(10 mg/ml.) 100 mg askorbik asit 10 mL etanol : su (1:1)
karigiminda ¢6ziildii.

0.6 M HCI 53 mL %37 HCl (d=1.19 g/mL) saf suda
coziindiirlilerek 100 ml.’ye tamamlandi.

0.6 M NaNO, 4.14 g NaNO, saf suda ¢oziilerek 100 mL c¢ozelti
hazirlandu.

1.3 M NaOH Ayarli NaOH suda seyreltilerek elde edildi.

0.3 M NaOH Ayarli NaOH suda seyreltilerek elde edildi.

pH 7.4 0.2 M KH,PO4-K,HPO4 10.672 g KH,PO4 ve 17.25 g NapHPO4 alinip ayn
ayrt ditile suda coziilerek pH 7.4 seyreltik asit veya
baz ile pH ile ayarlandi ve 11.’ye tamamland.

2.5 mM tirozin 0.3263 g tirozin 0.1 M pH 7.4 fosfat tamponu ile 500

ml.’ye tamamlandi.

pH 7.8 50 mM Fosfat tamponu

0.347 g KH,PO, ve 1.411 g Na,HPO, ayri ayr1 alinip 50
mL distile suda ¢oziilir ve ¢ozeltiler birlestirilip pH 7.8’¢
ayarlandi ve 250 mL’ye tamamlandi.

0.2 mM FeCl, 4H,0 3976 mg FeCl.4H,O alinarak 100 mL’ye
tamamlandi.

0.05 mM Ksantin 0,38 mg alinip 10 mL pH 7.8 fosfat tamponu, 5 mL
metanol, 0.5 mL Tween-20 ¢oziilir ve 50 mL’ye
distile su ile tamamlanidr

0.05 U /mL Ksantin Oksidaz 110 pL. Ksantin oksidaz 10 U enzimden aliip 4 mL ye
tamponda seyreltildi.

0.75 mM NBT 5 mg NBT 8 mL distile suda ¢oziildii.

10 mM peroksinitrit 10 mL stok peroksinitrit (25 mM) ¢6zeltisi 1 M NaOH

ile 25 ml’ye tamamlanda.

% 10 trikloroasetik asit (TCA)

10 g TCA 100 mL distile suda ¢oziildii.

0.1 mM DPPH

3.943 mg DPPH 100 mL metanolde ¢6ziildii.

%1 K3FC(CN)6

1 g K3Fe(CN)g distile su ile 100 mI.’ye tamamland:.

%1 FeCl;

1 g FeCl; distile su ile 100 mL’ye tamamlanda.

B reaktifi

44728 g KCl bir miktar distile suda ¢oziiliir ve
izerine 1.282 mL HCI eklenip pH 1.8’¢ ayarlanarak
distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
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Tablo 6. Denemelerde kullanilan kimyasallarin satin alindiklari firmalarin ticari adlan

Madde Ad1 Satin Alindif1 Firma
Askorbik asit Sigma
TCA (trikloroasetikasit) Merck
Folin-ciocalteau reaktifi Fluka

Troloks® (6-hidroksi-2,5,7,8-

tetrametilkroman-2-karboksilik asit) Aldrich
K3Fe(CN)g Merck
FeCl,.4H,0O Sigma
FCC13 "
NaH,PO, Merck
Na,HPO4 "
Na2CO3 "
NaOH "
MnOz n
I‘INO3 "
H202 "
HC1 "
Kategin Sigma
Etanol Merck
Metanol "
Aseton !
Ksantin "
Ksantin Oksidaz (10 U) Calbiochem
NBT (Nitro blue tetrazolium chloride) "
n-piridin g
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Calbiochem
BHT(2,6-di-tert-biitil-4-metilfenol) Merck
Sodyum Borat (Na;B407.10H,0) Sigma
MSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifloroasetamid) + Siema
%1 TMCS (trimetilklorosilan) g
R, (o-dianisidin+Fe"? ¢ozeltisi) Abbott
R, (H,0, ¢izeltisi) Abbott

2.3. Orneklerin Toplanmasi

Tek florali bes adet kestane bal1 8rnegi (Castanea sativa) ve gesitli dag ¢giceklerinden
olusan alt1 adet karigik florali bal 6rnekleri Tiirkiye’nin gesitli yorelerinden toplanmugtir.
Kestane ballar1 Dogu Karadeniz Bélgesinden, karigik florali ballar Karadeniz Bolgesi, I¢
Anadolu ve Dogu Anadolu bolgesinden toplanmistir. Rus kestane bali ise Trabzon’daki
Rus Pazarnindan satin alinmistir. Calisilan ballarin {i¢ tanesi TEMA vakfi tarafindan
saglanmigtir. Bu ballar Tema Vakfi’mn Artvin-Camili’de yiriittiigti "Dogal Varliklar
Koruma Amagli Kirsal Kalkinma Projesi" kapsaminda tiretilen katkisiz, dogal ballardir.
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Dogay1 tahrip etmeden yore halkina gelir saglamayr da amag¢ edinen proje, gevre
kirliliginden tamamen korunmus bu bolgede saf ve saglikli bal liretme misyonunu da
listlenmigstir. Tema bal1 kestane, kekik-geven, yayla bali olmak iizere i¢ degisik tiirde olup
Tema vakfi tarafindan satilmaktadir.

Tablo 7. Denemelerde kullanilan bal 6rneklerinin alindig boélgeler ve tiirleri

Tlge-Sehir Bolge Bal tipi
Stirmene(Trabzon) Dogu Karadeniz Bolgesi Kestane
Anzer (Rize) Dogu Karadeniz Bolgesi Cigek
Yomra(Trabzon) Dogu Karadeniz Bolgesi Kestane
Artvin (Tema) Dogu Karadeniz Bolgesi Cigek (Kekik-geven)
Artvin (Tema yayla) Dogu Karadeniz Bolgesi Kestane
Artvin (Tema) Dogu Karadeniz Bolgesi Cicek
Trabzon (Rus Pazarr) Dogu Karadeniz Bolgesi Kestane
Yozgat Dogu Anadolu Bolgesi Cicek
Trabzon Dogu Karadeniz Bolgesi Kestane
Kirikkale f¢ Anadolu Bélgesi Cigek
[gdir Dogu Anadolu Bolgesi Cicek

2.4, Bal Ekstraktlarmm Hazirlanmasi

Bal 6rneklerinden 20’ser gram tartilip destile metanolle 100 mL’ye tamamlandi.
Metanolle yeterli ekstraksiyon yapilabilmesi i¢in ¢alkalayicida 4 saat ¢alkalandiktan sonra
metanolde ¢dziinmeyen kisim stizillerek uzaklagtirildi. Bu gekilde %20°lik (0.2 g/mL)
metanolik bal stok ¢ozeltileri hazirlanarak siselendi ve gerekli denemelerde kullalmak

tizere +4 °C’de saklandi.

2.5. ICsg Degerlerinin Bulunmasi

ICso degerlerinin bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢aligmak gereklidir. Bu
nedenle caligmalarimizda dort veya bes konsantrasyonda ol¢tim yapildi. Numunelerin
yeterli miktarda farkli konsantrasyonlart hazirlamip absorbans Olgtimleri yapilir ve
absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gecirilir. Maksimum absorbansin yarisina
kargilik gelen konsantrasyon miktari ICsy degerini verir. ICso pg/mL, mg/ mL veya g/mL
gibi birimlerle ifade edilir.
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2.6. Toplam Fenolik Madde Tayini

Metot, suda ve dier organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayamir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olugturur (Slinkard ve
Singleton, 1977). Sonuglarin karsilagtirtlmas: amaciyla standart fenolik bilesik olarak
katesin kullanildi. Tayine baslamadan 6nce katesinin 0.625, 0.312, 0.156, 0.078, 0.039 ve
0.0195 mg/ml’lik konsantrasyonlar: hazirlandi. Konsantrasyona karsilik gelen absorbans
degerleri bulunarak standart grafik ¢izildi. Standart grafige gére bal 6rneklerinin de toplam
fenolik madde miktarlart mg/ml cinsinden hesaplandi. Her bir ornek ve degisen
konsantrasyonlarda standart i¢in uygulanan pipetleme islemleri Tablo 8’de dzetlenmis olup
absorbanslar 700 nm’de 6lgtilerek grafik ¢izildi.

Tablo 8. Toplam polifenolik madde tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Standart Test
Distile su 0.1 mL - -
Standart (degisik
konsantrasyonlarda) 4 ol adl i
Bal numunesi (0.2 g/mL) - - 0.1 mL
Distile su SmL 5mL 5mL
0.2 N Folin Reaktifi 0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL

Tiipler vorteks ile karistirilid1 ve 3 dakika sonra

%2 Na,CO; 1.5 mL 1.5 mL 1.5 mL

700 nm'de kore karsi absorbans okundu

2.7. Siiperoksit Anyonu Temizleme Aktivitesi Tayini

Robak ve Gryglewski (1988)’nin metodu modifiye edilerek kullanild:. Stiperoksit
anyonu ksantin-ksantin oksidaz sistemi kullamlarak olusturuldu. Reaksiyon ortamina ilave
edilen NBT siiperoksit anyonu ile renkli kompleks (formazan) vermekte ve ortama konulan
test numunesi bu rengi ne kadar azaltirsa o kadar yiiksek aktivite gostermektedir. Tablo
9°daki pipetleme iglemleri yapilarak ve bes farkli konsantrasyonda (0.0125, 0.025, 0.05,
0.1, 0.2 g/mL) paralel ¢aligilarak 560 nm’de absorbans degerleri okundu. Konsantrasyona
kars1 absorbanslar gelecek sekilde grafik ¢izildi ve her bir &rnek igin %50 siiperoksit
anyonu inhibisyonunu gergeklestiren numune konsantrasyonlar1 (ICsg) bulundu. ICso degeri

en diisiik olan 6rnek en etkili olamdir.
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Tablo 9. Siiperoksit anyonu temizleme aktivitesi tayininin pipetleme iglemleri

Koér Test Standart
Tampon 1.9 mL 1.8 mL 1.8 mL
Ksantin 100 pL 100 pL 100 pL
Ksantin Oksidaz - 100 pL 100 uL
NBT 100 uL. 100 pL 100 pL
Numune (degisik
konsantrasyonlarda) 100 pL. ) i
Standart (degisik
konsantrasyonlarda) ) i 100 uL.

10 dakika 25 °C’de inkiibasyondan sonra 560 nm’de absorbans okundu.

2.8. Peroksinitrit Temizleme Aktivitesi Tayini

Peroksinitrit temizleme aktivitesi i¢in gerekli olan peroksinitritin sentezi laboratuarda
gergeklestirildi. Bu amagla Beckman ve arkadaglarinin geligtirdigi metodun Koppenol vd.,
(1996) ile daha sonra Saha vd., (1998) tarafindan gelistirilen metodun modifikasyonu ile
gerceklestirildi. 0.7 M HCIl igeren 0.6 M H,0, ¢ozeltisinin 0.6 M NaNO, ile
karigtirilmasiyla olusan peroksinitrz asit (HONOO), kararliligi ¢ok diisiik oldugundan
dolayr 1.3 M NaOH ¢ozeltisi ile kangtirilarak nispeten ¢ok daha kararli olan bazik pH’ya
sahip peroksinitrit (ONOOQO") ¢ozeltisi elde edildi. Her bir erlendeki ¢dzeltinin sistemdeki
akis1 10 mL/s olacak sekilde ayarlandi. Akig hizinin sabit tutulmasim saglayabilmek igin
de vakum olusturmada su trompu yerine vakum pompasi tercih edildi. Bu sekilde miimkiin
olan en yiiksek konsantrasyonda peroksinitrit ve en diigiik miktarda yan {irlin elde edilmeye
¢alisildl. Bir tuzak sisesi kullanilarak sentez sirasinda ilk gelen kisim toplama erleni
dondiiriilmek suretiyle alinmadi ve ¢6zelti rengi tamamen sariya dndiikten sonraki kisim
toplama kabinda biriktirildi.

Diizenekte 150 mL’lik erlenler ve 1 mm ¢apinda plastik borular kullamldi. Cozelti
hacimleri ise 100 mL olarak hazirlandi. Sentezlenen peroksinitritin bozunmasini
yavaglatmak amaciyla soguk ortamlarda daha kararli oldugu bildirildiginden toplama kab:
buz banyosunda muhafaza edildi. Reaktif ¢ézeltiler de benzer sekilde buz banyosunda
sogutuldu.

Elde edilen bazik peroksinitrit ¢6zeltisi, ortamdaki fazla hidrojen peroksitten
kurtulmak i¢in MnO, ile muamele edildi. Bu amagla sentezlenen peroksinitrit ¢ozeltisi bir

erlen iginde MnO; ile 10 dakika buz banyosunda karigtirildi ve sonra ince gbzenekli siizgeg
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kagidi kullanilmak suretiyle siiziilerek tayinlerde kullanilan peroksinitrit ¢ozeltisi elde
edildi.

Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla spektrofotometrik
yontem kullanildi. Bunun igin peroksinitrit ¢dzeltisinin 302 nm dalga boyunda gosterdigi
absorbans 6l¢iildii. Lambert-Beer esitligine gore (Esitlik 10) 151n yolu (b) 1 cm alinarak,
6lgtilen absorbans (A) peroksinitritin bu dalga boyundaki molar absorptivite katsayisi (g,,,)

olan 1670 M lem™’e boliinerek konsantrasyon belirlendi.

A=¢g.b.c > c=A (10)
e.b v

Peroksinitrit ¢dzeltisinin her kullanimdan 6nce mutlaka spektrofotometrik yontemle
konsantrasyonu belirlendi. Calisma sirasinda ¢6zelti buz banyosunda bekletildi. Bu sayede
istenilen konsantrasyonda peroksinitrit ile ¢aligilmas1 miimkiin oldu.

Peroksinitrit temizleme aktivitesi Ketsawatsakul vd., (2000) ve Beckman ve Chen
(1994) tarafindan Onerilen metodlarin modifikasyonu ile tayin edildi. 0.8 mL 0.1 M
KH,PO4-K,HPO4 tamponu (pH 7.4) 100 pL’lik degisik konsantrasyonlarda (0.0125, 0.025,
0.05, 0.1, 0.2 g/mL) numune ¢ozeltileriyle kangstirildi ve 0.1 M fosfat tamponuyla
hazirlanmis 0.8 mL 2.5 mM tirozin ¢6zeltisiyle kangtirildi. 100 pL peroksinitrit (70 mM)
ve ona esdeger miktarda 100 pL 0.21 M HCI gbzeltisi ile karistirilip hizlica vortekslendi.
Reaksiyon karigimlar1 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda karigimlarin
pH’s1 2 mL 0.2 M sodyum borat ilavesiyle pH 9.5 ile 10 arasina getirildi. Karnigimlarin
hacimleri distile su ile 4 mL’ye tamamlanarak 430 nm’de absorbanslar okundu.
Absorbanslar konsantrasyona karsi grafife gegirilerek y=ax+b denklemlerinden her bir
ormegin ICso degerleri hesaplandi. ICsy peroksinitrit konsantrasyonunu %50 oraninda

azaltan madde miktar1 olarak tamimlanir.

2.9. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup denelerimizde satin alinan bu radikalin 0.1 mM’lik metanolik ¢6zeltisi kullanildi.
Denemelerde Hatano vd., (1989) metodu kullaruldi. Metanolik bal numuneleri degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 g/mL). Esit hacimde DPPH
¢6zeltisi ve numuneler karigtirilip oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi. Stire
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sonunda DPPH’1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Kér
olarak DPPH ¢6zeltisi ve numunenin ¢6ziildiigii ¢6ziicti kullanildi. Bulunan absorbanslar
ve kargilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilerek ICsy degerleri g/mlL cinsinden
hesaplands.

2.10. Fe (IIT) Indirgeme Antioksidan Kuvveti (FRAP) Tayini

Oyaizu (1986) tarafindan geligtirilen metoda gore indirgeme kuvveti numunelerin
dolayl1 olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup F ¢ — Fe™ indirgenmesi
ile meydana gelen Fe*2, K3(Fe)CNg 700 nm'de absorbans veren renkli kompleks olusturur.
Sonuglar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda standart bir antioksidan madde
olan askorbik asit ile kargilagtirilmak suretiyle yorumlandi. Konsantrasyona karsi
absorbans grafigi cizildi. Bu metotta artan absorbans artan indirgeme kuvvetini gésterir.
Denemelerde ii¢ farkli konsantrasyonda (0.05, 0.1, 0.2 g/ml) calisilmis olup yapilan

pipetleme islemleri Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. indirgeme kuvveti tayini i¢in deney sartlar:

Hacimler (mL)
Kor Standart Test
Distile su 1.0 - -
Standart (degisik konsantrasyonlarda) - 1.0
Numune (degisik konsantrasyonlarda) - - 1.0
0.2 M KH,PO4-K;HPO4 tamponu (pH 6.6) 2.5 2.5 2.5
%1 K3Fe(CN)g 2.5 2.5 2.5
50 °C’de 20 dakika inkiibasyon
%10 TCA 2.5 2.5 2.5
3000 g'de 10 dakika santrifiij edildi ve iist fazdan 2.5 mL alinarak
Distile su 2.5 2.5 2.5
%1 FeCl; 0.5 0.5 0.5

FeCl; eklendikten tam 4 dakika sonra 700 nm'de absorbans okundu.

2.11. Demir Baglama Aktivitesi Tayini

Demir baglama aktivitesi tayini Dinis vd., (1994) metoduna gore yapildi. Ortama
miktar1 belli oranda Fe™ katilmakta ve ortama katilan test numunesi Fe*” baglama
kapasitesi oraninda Fe*>’yi baglamaktadir. Daha sonra ortama demir ile selat olusturmak
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lizere 593 nm’de renkli kompleks veren ferrozin ilave edilmekte ve test numunesinin
baglayamadigi demir, ferrozin tarafindan baglanmaktadir. En yiiksek absorbansi koér
vermektedir. Numune ve standartlarin demir baglama oranlart kore oranla % olarak

verilmektedir ve agagidaki formiile gére hesaplanmaktadir (Esitlik 11).

% Demir baglama aktivitesi = Koriin absorbansi-Numunenin absorbansi 100 8))
Koriin absorbansi

Deney esnasinda yapilan pipetleme iglemleri Tablo 11°deki gibi olup numuneler dort
farkli konsantrasyonda (0.0125, 0.025, 0.05, 0.2 g/mL’lik metanolik bal ¢ozeltileri) ve
paralel olarak ¢aligilmugtir.

Tablo 11. Demir baglama aktivitesi tayini i¢in deney sartlart

Kor Test Standart
Numune (degisik g ]
konsantrasyonlarda) 0.2 mL
Standart (degisik _ _
konsantrasyonlarda) 0.2 mL
DiSﬁlC su 1.2 mL 1 mL 1 mL
0.2 mM FeCl.4H,0 02mL 02 mL 02 mL
Ferrozin 0.4 mL 0.4 mL 0.4 mL

Karisimlar vortekslendi ve tam 10 dakika sonra 562 nm’de absorbans okundu.

2.12. Potansiyel Serbest Radikal Reaksiyonlarmma Karsi Toplam Antioksidan
Gii¢ (TAR) Tayini

Bu tayin Erel (2003) metodu modifiye edilerek yapilmigtir. Fe*2-o-dianisidin ¢6zeltisi
ve H,0, ¢ozeltisi Fenton tipi bir reaksiyon vererek OH" radikalini olugturmaktadir. Olusan
bu radikal diigiik pH’larda renksiz o-dianisidin molekiillerini, sari-kahverengi rengindeki
dianisidil radikallerine oksitlemektedir (Sekil 8). Dianisidil radikalleri iizerinden baslayan
bu oksidasyon sonucu dianisidil radikalleri de kendi aralarinda reaksiyona girerek biiyiik
kompleksler olugturmakta, diger oksidasyonlara neden olmakta ve zincirleme oksidasyon
reaksiyonlar1 gereklesmekte ve olugan renk giderek koyulagsmaktadir. Fakat ortama katilan
ve antioksidan 6zellik g6steren bir madde bu oksidasyon reaksiyonlarint durdurmakta ve

dolayisiyla rengin koyulagmasini da engellemektedir.
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R; (Fe"-o-dianisidin+ o-dianisidin)+ R, (H,0,) — Fe™-o-dianisidin + OH®
+ o-dianisidin — OH® + o-dianisidin —p dianisidil radikali (sar1 kahverengi renk
olusumu) (12)

Yukarida bahsedilen zincirleme oksidasyon reaksiyonlar1 giderek artan renk
vermelerinden dolayr spektrofotometrik yontemle izlenebilmektedir ve belirli bir siireden
sonra absorbans maksimum olmakta ve bundan sonra absorbans degismemekte yani
reaksiyonlar tamamlanmaktadir. Bu nedenle R;, R, ve B reaktiflerinden olusan karigim
spektrofotometreye bir kiivet icerisinde yerlestirildi ve bu maksimum absorbansin ne kadar
siirede gergeklestigi bulundu. Bizim denememizde 55 dakikada maksimum absorbansa
ulagildi ve diger tiim denemelerde bu stire kullamlda.

R; ve R, reaktifleri satin alinmig olup denemede kullamilacak olan B reaktifi
spektrofotometrik 6Slgtimlerin yapilabilmesi igin gerekli hacimleri elde etmek igin
seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanildi.

Standart olarak Troloks®un 0.25 (Ss), 0.125 (S4), 0.0625 (S3), 0.0312 (Sy), 0.0156
(S1) ve 0 (S,) mg/mL’lik konsantrasyonlar1 kullanildi. Absorbansa karsi konsantrasyon
grafige gecirilmis ve standart grafik elde edildi. Diger numunelerin sonuglan da bu grafik
kullanilarak Troloks®a egdeger miktar olarak mg/mL cinsinden verildi. Tablo 12°de TAR

metoduna gore yapilan pipetleme iglemleri verilmektedir.

Tablo 12. Potansiyel serbest radikal reaksiyonlarina karsi toplam antioksidan gii¢ tayininde
yapilan pipetleme islemleri

Hacimler (uL)

So S S Ss3 Sy Ss Test
B reaktifi 1265 1265 1265 1265 1265 1265 1265
R, reaktifi 200 200 200 200 200 200 200
Standart (belirtilen
konsantrasyonlarda 25 25 25 25 25 25 -
Numune

- - - - - - 25
(0.2g/mL)

Karisim vortekslendi ve 444 nm’de absorbans okundu.
R, reaktifi 10 10 10 10 10 10 10
Karisim vortekslendi ve 55 dakika sonra 444 nm’de absorbans okundu.
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2.13. Mineral Igerigin Belirlenmesi

Mineral igeriklerinin belirlenmesi analizinde 5 g bal numunesi alimp {izerine 10 mL
konsantre nitrik asit ilave edilerek yaklagik 1 saat 95 °C’de san renkli ¢6zelti elde edilene
kadar 1sitildi. Karisim sogutulduktan sonra 5 mL konsantre HNOj ilave edilip 180 °C’ye
wsitildi ve gerekli durumlarda 1 mL daha HNO; eklenerek berrak renk veya soluk saman
rengi elde edilinceye kadar 1sitma iglemine devam edildi. Sogutulduktan sonra 1 mL H;O,
(500 g/L) ilave edilerek 200 °C’de 1sitild1 ve kahverengi pis kokulu gazlar bitene kadar bu
asama tekrarlandi. Sogutma isleminden sonra 10 mL distile su ve 0.5 mL konsantre HNO3
eklenerek beyaz renkli pis kokulu gazlar elde edilinceye kadar yavag yavas 200 °C’de
1sit1ldi. Tekrar sogutma islemi yapildiktan sonra 10 mL distile su ve 1 mL H,O, (500 g/L)
ilave edilerek beyaz renkli pis kokulu gazlar olusana kadar yavasca 240 °C’de 1sitildi.
Sonugta elde edilen kisim sogutulup 25 mL’lik balon jojeye aktarilarak AAS’ye verildi
(Dean, 2003). Orneklerin mineral igerikleri daha énceden analiz edilmis konsantrasyonu

bilinen standart ¢ozeltilerle karsilagtirilarak bulundu. Sonuglar ppm (mg/kg) olarak verildi.



3. BULGULAR
3.1. Toplam Fenolik Madde Miktarlar

Hazirlanan metanolik bal ekskraktlarinda gerekli olan seyreltme iglemleri yapildiktan
sonra toplam fenolik veya polifenol madde miktarlan kategin standardina gére tayin edildi.
Konsantrasyon tayini igin degisik konsantrasyonlarda hazirlanan (0.0195-0.625 mg/mL.)
standart katesin ¢ozeltileri ile Boliim 2.6'da anlatilan metoda gore toplam fenolik madde
miktarlar1 tayin edildi. Elde edilen 700 nm'deki absorbans degerleri y-ekseninde ve
konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde olacak gekilde bir standart galigma grafigi
hazirlandi. Elde edilen standart ¢alisma grafiinde absorbans (Sekil 8) konsantrasyonla
dogru orantil1 olup, elde edilen dogru denklemi y = 0.5857x + 0.0048 olarak tespit edildi.
Hazirlanan standart calisma grafigi kullanilarak 1 g balin igerdigi mg cinsinden polifenol
miktan (Sekil 9), 700 nm'de 6lgiilen absorbans degerleri kullanilarak belirlendi.

04
y =0,5857x + 0,0048
£ 03
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0 : T . . - ,
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Kategin konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 8. Toplam fenolik madde tayini igin katesin standardi kullanilarak hazirlanan
standart caligma grafigi (Tayinler en az li¢ kez tekrar edilmis olup grafikte
kullanilan degerler bunlarin aritmetik ortalamalaridur.)

Metanolik bal numunelerinin igerdigi toplam fenolik madde miktarlar1 Sekil 9°da
verilmektedir. Toplam fenolik madde miktarinin en yliksek oldugu numuneler Yomra

kestane bali ve Artvin tema ¢icek (kekik-geven) bali iken en diigik fenolik madde
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miktarina sahip numuneler Anzer ¢igek ve Igdir ¢igek ballar olarak bulundu. Genel olarak
kestane ballarinin (0.792+0.085 mg/g) cicek ballarina (0.503+£0.21 mg/g) kiyasla daha
fazla toplam fenolik madde igerdigi bulundu.

Toplam polifenol miktarlar: (mg/g bal)

Sekil 9. Kestane ve ¢igek bal1 6rneklerinin toplam polifenolik madde miktarlar

3.2. Siiperoksit Anyonu Temizleme Aktivitesi

Tayinde Troloks® standart olarak kullanild ve tiim tayinler paralel olarak ¢aligild.
Ksantin-ksantin oksidaz sisteminde olugturulan siiperoksit anyonu NBT ile renkli
kompleks olugturur. % 50 siiperoksit olusumunu engelleyen ya da inhibe eden ekstrakt
miktar1 ICso olarak belirlendi. ICso miktar1 ne kadar diisiik ise stiperoksit temizleme
aktivitesi o kadar yiiksek demektir. En diisiik ICso degerine sahip ornekler Siirmene
kestane bali (0.003 g/mL) ve Trabzon kestane bali (0.013 g/mL) olup standart Troloks®'tan
(0.017 g/mL) daha aktif olduklar goriildii. En diisiik stiperoksit temizleme aktivitesine
sahip Srnegin ise Artvin tema gigek bali oldugu bulundu. Biitiin rnekler ve standart igin
stiperoksit temizleme aktivitesi tayininden elde edilen ICso degerleri Sekil 10°da verilmis

olup sonuglara bakildiginda kestane ballarimin aktivitesinin ¢igek ballarindan ¢ok daha



35

yitksek oldugu ve iki kestane balmin standart Troloks®tan daha iyi aktivite gosterdigi

goézlendi.

ICs (g/mL)

Sekil 10. Kestane ve ¢igek bali 6rneklerinin stiperoksit anyon temizleme aktiviteleri

3.3. Peroksinitrit Temizleme Aktivitesi

Metanolik bal ekstraktlarinin peroksinitrit temizleme aktivitesi 0.125, 0.25, 0.5, 0.1,
0.2 g/mL arasinda degigen bes ayr1 konsantrasyonda caligildi. Ballar igin elde edilen ICsg
degerleri standart antioksidanlara ait ICso degerleri ile karsilastirildiginda metanolik bal
drneklerinin ¢ogunun standartlardan ¢ok daha diigiik peroksinitrit temizleme yetenegine
sahip oldugu goriildi (Sekil 11). Yiiksek ICso degerleri diisiik peroksinitrit temizleme
aktivitesini ve diigiik ICsq degerleri ise yliksek peroksinitrit temizleme aktivitesini gosterir.
Buna gore caligilan bal drnekleri arasinda yiiksek peroksinitrit temizleme yetenegine sahip
bal 6rneklerinin Igdir ¢igek ve Tema (kekik-geven) ¢icek bali oldugu goriildil. Yiiksek
peroksinitrit temizleme aktivitesine sahip ballardan Artvin tema gi¢ek balimn standart BHT
ile hemen hemen aym aktiviteye sahip oldugu bulundu. En distik aktiviteye sahip bal

Orneginin ise Rus bali oldugu gortildii.
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ICso (g/mL)

Sekil 11. Kestane ve gicek bali 6rneklerinin peroksinitrit temizleme aktiviteleri (ICso
peroksinitritin tirozine oksidasyonunu % 50 oraninda azaltan g/mL cinsinden
konsantrasyon miktaridir. Standart antioksidan olarak BHT ve Troloks®
kullanilmigtir)

3.4. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH sulu veya metanolik ¢ozeltilerde kararli ve sentetik olarak tiretilen ticari bir
radikal olup lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Hazirlanan 0.1 mM’lik metanolik
DPPH ¢6zeltisi mor renklidir. DPPH ¢bzeltisine esit miktarda eklenen degisen
konsantrasyonlardaki bal ¢6zeltileri DPPH radikalini temizleyerek DPPH’1in mor rengini
agmaktadir. 517 nm’de absorbanslar okunarak konsantrasyona kars1 grafige gegirildi ve %
50 DPPH miktarin1 inhibe eden madde miktar1 (ICsp) belirlendi (Sekil 12). Sonuglara
bakildiginda en yiiksek aktiviteyi Trabzon kestane balinin en diisiik aktiviteyi de Rus
kestane balinin gosterdigi bulundu. Sonuglara genel olarak bakildiginda tiim ballann
birbirine yakin oranlarda DPPH radikali temizleme aktivitesine sahip oldugu goriildii.
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0,058

ICs0 (g/ml)

Sekil 12. Kestane ve ¢igek bali orneklerinin DPPH radikali temizleme aktiviteleri
(ICso degeri DPPH miktanim % 50 oraminda azaltan g/mL cinsinden
madde miktardir.)

3.5. Fe (III) indirgeme Kuvveti (FRAP)

Radikal zincir reaksiyonlarimn kirlma kapasitesini yansitan Fe (III) indirgeme
kuvveti testi, antioksidan kapasitenin iyi bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(Giilgin vd., 2003). Bu metotta artan absorbans yiiksek Fe™ indirgeme kuvvetini
gostermektedir. Sekil 13’ten de goriildigi gibi gigek ballarina oranla genelde kestane
ballan daha yitksek absorbanslar verdiler yani daha yitksek aktivite gosterdiler. Bu metotla
yapilan testte bal ¢rnekleri arasinda en yiiksek aktiviteyi bir ¢igek ball olan tema kekik
geven ball gosterdi. Bu yiiksek aktivite tema kekik geven balmn yiiksek fenolik madde
icerigiyle agiklanabilir (Sekil 9). En digiik fenolik madde igerigine sahip olan Igdir gigek
bali en diisik FRAP aktivitesini gosterdi. Indirgeme kuvveti testinde tim bal drnekleri
konsantrasyonla dogru orantt gosterdi. Konsantrasyon arttikga indirgeme kuvetlerinde de
artiy gorildii. Elde edilen bu sonuglar bu metodun ballarin antioksidan kapasitesini

degerlendirmede kullanilabileceginin bir kanitidur.
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Sekil 13. Kestane ve ¢igek bal1 8rneklerinin Fe (III) indirgeme kuvveti (FRAP)

3.6. Demir Baglama Kapasitesi

Bal 6rneklerinin antioksidan kapasitesini belirlemede kullanilan diger genel bir metot
ise demir baglama aktivitesi tayinidir. Ortama belli miktarda katilan Fe*?, demir baglama
kapasitesi olan maddeler tarafindan baglanmaktadir. Ortamda baglanmadan kalan serbest
Fe'? ortama selatlayic1 olarak katilan ferrozin ile renkli kompleks olugturarak 593 nm’de
absorbans vermektedir. Dolayisiyla diigiik absorbans yiiksek demir baglama kapasitesini
ifade etmektedir. Sonuglar yiiksek metal baglama kapasitesine sahip oldugu bilinen EDTA
ile karsilagtinlarak elde edildi. Yapilan c¢aligmalar sonucunda kestane ballarinin ¢igek
ballarindan daha yiiksek demir baglama kapasitesine sahip oldugu bulundu. Ayrica
konsantrasyonla demir baglama kapasitesi arasinda bazi bal 6rneklerinde dogru oranti
gozlenirken bazilarinda g6zlenmemistir. Bu metotta en yliksek aktiviteyi standart olarak
kabul edilen EDTA gostermigtir. Tiim drneklerin demir baglama kapasitelerinin sonuglart

Sekil 14°te 6zetlendi.
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Sekil 14. Kestane ve gigek bali 6rneklerinin % demir baglama kapasiteleri

3.7. Potansiyel Serbest Radikal Reaksiyonlarmna Kars1 Toplam Antioksidan Giig¢
(TAR)

Bu tayinde satin alinan reaktiflerle maksimum oranda radikal olugmas: saglandi ve
daha sonra ortama katilan numunelerin bu radikalleri ne oranda temizledigine bakildi.
Tayinde standart olarak Troloks® kullanildi ve standart grafik elde edildi (Sekil 15).

0,3
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o
§ 0,2
2 015 -
£ o1
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0 T T T 1] R i
0 0,05 0,1 0,15 0.2 0,25 03
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 15. Troloks® konsantrasyonuna bagli TAR standart grafigi

Bal ekstraktlarinda Erel (2003) tarafindan yeni gelistirilmig bir metodla yapilan
potansiyel serbest radikal reaksiyonlarina karg1 toplam antioksidan gii¢ tayininin sonuglar
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Seklil 16’da verildi. Sonuglar Troloks®a esdeger mg/mL cinsinden madde miktarlari
olarak verildi. Orneklerin Troloks® esdeger miktarlar: ne kadar yiiksekse aktiviteleri o
derecede yiiksek anlamina gelmektedir. Sonuglara bakildifinda en yiiksek aktiviteyi
stirmene kestane balinin en diisiik aktiviteyi ise Artvin tema ¢icek balinin gosterdigi
goriildii. Genel olarak kestane ballarmin TAR aktivitesi ¢icek ballarindan daha yiiksek

bulundu.

0,07 1™ 0,0627

0,0459 0,0458

0,0384

TAR (mg/mL)

Sekil 16. Kestane ve gicek bali rneklerinin TAR tayini sonuglari

Tablo 13’te kestane ve ¢igek ballarmmin farkli antioksidan metodlara gére bulunan
aritmetik ortalama ve standart sapma degerleri verilmektedir. Buna gore kestane ballarinin
toplam fenolik madde miktarlar: gigek ballarindan % 50 daha fazla bulundu. Ayrica toplam
antioksidan kuvvet (TAR) ise kestane ballarinda anlamli derecede yiiksek bulundu.
Radikal temizleme yoniinden sadece siiperoksit radikali temizleme aktivitesi tayininde
kestane ballarmnmn diigiik ICsy degerine sahip odugu, DPPH ve peroksinitrit temizleme
aktivitesi yoniinden ortalamalarm ¢ok farklh olmadifi bulundu. Rus kestane bali
givenilirligi olmadigindan ve standart sapmayr ¢ok etkilediginden dolayr kestane

ballarinin ortalamasi hesaplanirken hesaba katilmada.
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Tablo 13. Kestane ve ¢igek ballarinin ortalama toplam fenolik madde miktarlari, TAR
degerleri ve radikal temizleme aktrivitelerinin karsilastirilmasi

Toplam Radikal Temizleme Aktivitesi
Ornek Polifenol TAR :
0 (mg/mL) DPPH Stiperoksit | Peroksinitrit
(mg/mL) (ICs: g/mL) | (ICse: g/mL) | (ICso: g/mL)

Kestane
Ballar 0.792+0.085 | 0.0597+0.007 | 0.0257+0.008 | 0.283+0.321 | 0.955+0.466
(n=4)
Cicek
Ballan 0.503+0.21 | 0.0484+0.007 | 0.0293+£0.007 | 1.855+£2.09 | 0.806+0.594
(n=6)

3.8. Mineral i¢erik

]'3a1 Orneklerinin ortalama mineral igerikleri (mg/kg yas bal) Tablo 14’te gosterildi.
Genelleme yapilacak olursa kestane ballarimin mineral igerikleri ¢igek ballarindan daha
fazla bulundu. Kestane ballarinin $zellikle potasyum, kalsiyum ve magnezyum bakimindan
zengin oldugu gozlendi. Metal analiz sonuglarinin ortalama bagil % standart sapmasi %3-5
arasinda oldugu tespit edildi.

Tablo 14. Kestane ve ¢igek ballarmin metal iyonu konsantrasyonlar1 (Konsantrasyon
degerleri ppm (mg/kg) olarak verilmigstirr ND AAS’de belirleme limitinin
altinda kalmis olan kii¢ilik degerlerdir.)

Ornek ve Tipi Na K Ca Fe Cu Zn Mn Cr
Anzer Cigek 80 1595 395 5,05 0,08 2,12 2,11 ND
[gdir Cigek 113 305 108 0,77 0,19 0,72 0,13 ND
Kirikkale Cigek 55 1168 315 3,83 0,30 0,83 0,32 ND
Tema-gigek Cigek 58 750 205 1,57 0,12 0,70 2,07 ND
Tema-kekik geven Cigek 58 695 215 3,19 0,46 1,71 0,58 ND
Yozgat Cigek 33 223 90 0,49 ND 0,50 0,14 ND
Mineral igeriklerin .
ortalama degerleri Cigek 66 789 21 248 023 1,10 0,89
Standard Sapma () 25 476 107 1,67 0,14 0,60 0,86
Tema-Artvin Kestane 65 1595 415 2,78 0,20 0,83 6,79 ND
Stirmene Kestane 75 3700 870 1,01 0,37 093 25,79 ND
Rus Kestane 38 668 205 0,63 0,03 0,34 2,11 ND
Yomra Kestane 80 3268 803 10,17 0,55 1,56 12,32 0,89
Mineral igeriklerin
ortalama degerleri Kestane 65 2308 573 3,65 0,29 0,92 11,75

Standard Sapma () 16 1231 275 3,85 0,19 0,43 8,87




4. TARTISMA

Bal anlar1 (4pis mellifera) tarafindan tiretilen degerli bir gida maddesi olan bal,
bitki florasi, iklim, ar tlirleri ve diger gevresel faktorlere bagli olarak bilesiminde
bulunan maddeler agisindan degisiklik gosterir (Kaur Bath ve Singh, 1999). Bal
Tiirkiye’de ve Orta Dogu’da ¢ok f{iretilen ve tiiketilen bir Griindiir. Degisik cografi
iklim &zelliklerine sahip tilkemiz olduk¢a zengin bitki florasina sahip olup tek bir
floradan olusan ballar tiretildigi gibi kansik florali ballarda tiretilmektedir (Uren vd.,
1998). Ozellikle Bat1 ve Dogu Karadeniz bélgesinde bol miktarda tiretilen kestane
ballar1 acimtirak bir tada sahip oldugu i¢in halk arasinda fazla tercih edilmez. Fakat son
yillarda bu balin solunum yollar1 hastaliklar1 6zellikle astim ve bronsit tedavisinde
kullanildigr bildirilmektedir (Orhan vd., 2003). Fenolik bir bilesik olan 3-
aminoasetofenon kestane balinin ugucu bir bileseni olup kestane balinin taninmasinda
dnemli bir isaret (markir) olusturur (Bonaga ve Guimanini, 1986; Guyot vd., 1998).

Arilar bali iiretmek igin gerekli olan maddeleri ve polenleri ¢igeklerden topladig:
i¢in, bitkilerin antioksidan kapasiteleri ile balin antioksidan kapasitesi arasinda bire bire
iligki bulunmaktadir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar sonucu bitkisel gidalan fazla
tilketen toplumlarda kanser riskinin azaldif1 belirtilmektedir (Balachandran ve
Govindarajan, 2005; Riboli ve Norat, 2003). Zincirleme bir reaksiyonda okside olabilen
bir substratin oksidasyonunu durduran veya geciktiren antioksidanlar koruyucu tibbin
vazge¢ilmez ilaglarn arasinda kabul edilmektedir (Halliwell vd., 1992). Yiiksek
antioksidan madde igermesinden dolay1 dogal bilesiklere verilen énem her gegen giin
artmaktadir. Dogal bir bilesik olan bal bu nedenle ilgi ¢ekici bir karisgim
olusturmaktadir. Tiirkiye’de ¢ok gesitli ballar liretiliyor olmasina ragmen kestane
ballarinin biyolojik 6zellikleri hakkinda detayl: bilgiler kisithdir (Sorkun vd., 2001). Bu
amagla yapilan bu ¢aligmada Tiirkiye’nin gesitli yorelerinden toplanan tek florali bes
adet kestane bali (Castanea sativa) ile gesitli dag cigeklerinden olusan alti1 adet karigik
floralh bal orneklerinin antioksidan kapasiteleri incelendi. Anklem (1998), ballarin
biyolojik aktiviteleri ve kesin kalitelerini 6lgecek dogrudan parametreler olmadigim ve
uygulanan rutin kimyasal testlerin ballarin kalitesi hakkinda giivenilebilir bilgiler
saglamayacagim bildirmistir. Omegin HMF (hidroksimetilfurfural) ve diastaz sayis1 bal
analizlerinde rutin yapilan testlerden olup ballarin biyolojik etkinligini degil ancak
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sadece tazeliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Yapilan bu g¢alismada dogal
bilesiklerin karisimi olan kestane ve ¢igek ballarinin radikal temizleme yetenegi
dolayisiyla antioksidan kapasitesi ile ballarin mineral bilesimleri incelenmistir.

Reaktif oksijen tiirlerine karg: bitkilerde savunma mekanizmasinda gérev yapan ve
bitkiler tarafindan ikincil tiriinler olarak sentezlenen antioksidan bilesikler, daha ¢ok
fenolik yapida bitkilerde bulunurlar (Rice-Evans vd., 1997). Fenolik bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri; hidrojen verici, singlet oksijen tutucu, metal iyonlarini baglayici
(selat olusturma), H,O,, O,~, ve OH" gibi radikalleri dismutasyona ugratici gibi farkl
mekanizmalardan ileri gelmektedir. Bu amagla toplam fenolik madde miktari, TAR ve
FRAP tayinleri toplam antioksidan aktiviteyi gosterirken, DPPH, stliperoksit ve
peroksinitrit temizleme aktiviteleri serbest radikal temizleme yeteneklerini gosteren
testler olarak ¢calismada kullamldi.

Folin reaktifi ile renkli kompleks olusturmaya dayanan toplam fenolik madde
tayininde kestane ballarinin ¢igek ballarindan daha yliksek fenolik madde igerdigi
bulundu. Caligmada kullanilan ballarin rengi kargilagtirildiginda kestane ballarimin koyu
renkli oldugu gériildii. Dolayisiyla fenolik madde miktar: ile balin rengi arasinda pozitif
iliski bulunmaktadir. Koyu renk, balin antioksidan 6zellige sahip karotenoidler ve
flavonoidler gibi pigment igerigini yansitmaktadir (Frankel vd., 1998; Havsteen, 2002;
Peterson ve Dwyer, 1998; Wollgast ve Anklam, 2000; Robards vd., 1999).

Bir redoks reaksiyonu olan ve kisaca demir indirgeme kuvveti (FRAP) olarak
adlandirilan test, Dbiyolojik materyallerin toplam antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesinde kullanilabilir. Indirgeme kuvveti 6rnekte bulunan biitiin bilegiklerin
indirgeme potansiyellerinin toplamini olusturur. Bu metotta yiiksek absorbans yiiksek
Fe? indirgeme kuvvetini gostermektedir. Buna gore kestane ballarmin genelde gigek
ballarindan daha yiiksek absorbansa sahip olduklari bulundu. En yliksek FRAP
aktivitesine sahip balin Tema vakfl tarafindan tiretilen bir gigek (Kekik-Geven) balina
ait oldugu ve buna bagli olarak da yine en yiiksek fenolik madde miktarina sahip balin
aym bal oldugu bulundu. Yine benzer gekilde en diisiik fenolik madde igerigine sahip
Igdir ¢icek balinin diisiik FRAP aktivitesine sahip oldugu bulundu. Nitekim Katalini
vd., (2004) ve Guo vd., (2003) yaptiklan ¢aligmalarda toplam fenolik madde miktar: ile
toplam antioksidan aktivite arasinda paralellik oldugunu gostermislerdir. Kestane
ballarinin fenolik bir madde olan asetofenon, 1-feniletanol ve 2-aminoasetofenon

icerdigini bildirilmistir (Guyot vd., 1998 ).
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Polifenollerin ézellikle de flavonoidlerin Fe*, Cu™? ve Zn*? gibi gegis metallerini
bagladidi, elektron transferini katalizledigi ve serbest radikalleri temizledigi
bilinmektedir (Peterson ve Dwyer, 1998; van Acker vd., 1998). Yiiksek Fe*2-baglama
Ozelligi iyi antioksidan aktivitenin bir gostergesidir ¢iinkii serbest Fe (I) iyonlar1 redoks
aktif tlirler olup ve Fenton reaksiyonlan aracilifiyla serbest radikal olusumlarina ve
lipid peroksidasyonlarina yol acarlar (Ferrali vd., 1997; van Acker vd., 1998).
Yaptigimiz ¢aligmada kestane ballarinin gigek ballarindan daha yiiksek demir baglama
kapasitesine sahip olduklar1 bulundu. Ayrica &rnek konsantrasyonuna bagli olarak
demir baglama kapasitesinin daha ¢ok kestane ballarinda dogru orant1 oldugu gézlendi.
Bu da bize yine toplam fenolik madde miktar ile demir baglama kapasitesi arasinda
pozitif iligkinin bulundugunu gostermektedir. Nitekim Giilgin vd., (2003); Ferrali vd.,
(1997) ve van Acker (1998) de benzer sonuglar: bulmuslardir.

Solunum sirasinda oksijenin eksik indirgenmesiyle olusan siiperoksit anyonu tam
bir radikal olmayip radikalik anyon seklinde anyon kanallarindan kolayca hiicreye
gecebilmektedir. Fakat Haber-Weis reaksiyonuna gore stiperoksit anyonu hidrojen
peroksit ile reaksiyon vererek ¢ok daha toksik olan hidroksil radikalinin olusmasina
sebep olabilir (Matés vd., 1999). Test ortamunda in vitro olarak olusturulan stiperoksit
anyonunu temizleme aktivitesi ile bal konsantrasyonlar1 arasinda pozitif iligki bulunmusg
olup kestane ballarinun stiperoksit temizleme aktiviteleri ¢igek ballarindan daha yitksek
bulunmustur. Ozellikle Siirmene ve Trabzon yoresine ait kestane ballarimin Troloks® tan
daha yiiksek stiperoksit temizleme aktivitesine sahip oldugu bulundu. Bu metot da bize
yiiksek fenolik madde miktar1 igeren kestane ballarmn yiiksek siiperoksit temizleme
yetenegine sahip olabilecegini gostermektedir (Selloum vd., 2001; Jin Jun vd., 2001).

DPPH sulu, etanolik veya metanolik ortamlarda bozunmadan kalabilen sentetik
orijinli bir radikaldir. Tiim serbest radikaller lipid peroksidasyonunun baglamasina
neden olabilirler. Bal orneklerinin potansiyel DPPH temizleme aktiviteleri (ICso
degerleri) g/mL cinsinden Sekil 12°de gosterilmistir. Ttim ekstraktlarin DPPH radikal
temizleme yetenegine sahip oldugu ancak en yiiksek aktiviteyi Trabzon kestane balinin
en diisiik aktiviteyi de Rus kestane baliun gosterdigi bulundu. Trabzon kestane balimin
DPPH aktivitesine paralel olarak yiiksek stiperoksit temizleme yetenegine sahip oldugu
ve bunun yine toplam fenolik madde miktari ile orantili oldugu goriilmektedir.

Metanolik bal ekstraklarinin bir bagka radikalik anyon olan ve in vitro olarak
laboratuarda sentezlenen peroksinitrit anyonunu temizleme yetenekleri de incelendi.

Peroksinitrit canli organizmalarda fizyolojik veya patolojik olarak olusan bir radikal
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tirli olup daha ¢ok proteinlerdeki tirozin ve metiyonin gibi aminoasitlerin
nitrolanmasina ve proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarmin bozulmasina neden olabilmektedir
(Crow, 2000). Ballar i¢in elde edilen ICsy degerleri standart antioksidanlara ait ICsg
degerleri ile karsilagtirildiginda metanolik bal 6rneklerinin standartlardan ¢ok daha
diisiik peroksinitrit temizleme yetenegine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 11). En
yiiksek peroksinitrit temizleme yetenegine sahip bal Grneklerinin Igdir ¢igek bali ve
Tema cicek (kekik-geven) balina ait oldugu goriilmektedir. En diistik aktiviteye sahip
bal 6rnegi ise Rus balidir.

Yeni bir toplam antioksidan aktivite 6l¢lim metodu olan potansiyel serbest radikal
reaksiyonlarma karsi toplam antioksidan glic (TAR) tayininde sonuglar Troloks®
esdeger madde miktari cinsinden mg/mlL cinsinden hesaplanmig olup yiiksek TAR
miktar1 yiiksek aktiviteyi gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore kestane ballarinin
¢icek ballarma gore daha yiiksek TAR aktivitesine sahip oldugu bulundu. Ozellikle
Trabzon kestane (0.0627 mg/mL) ve Siirmene kestane (0.0675 mg/ml) ballarimin
Troloks® esdeger miktarlar1 yitksek olup en iyi aktiviteyi bu iki bal géstermistir (Sekil
16). Trabzon ve Siirmene yoresine ait kestane ballarinin antioksidan aktiviteleri diger
caligilan metotlardakine paralel olarak TAR metodunda da yiiksek antioksidan aktivite
gosterdikleri bulundu.

Sonu¢ olarak antioksidan aktivite yOniinden bir degerlendirme yapildiginda
ballarda antioksidan aktivitenin toplam fenolik madde miktan ile iligkili oldugu ve
yilksek fenolik madde icerigine sahip kestane ballarimin daha yliksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bulundu.

Kas kasilmasinda, sinir iletiminde, enzim aktivasyonunda, kan pithtilagmasinda vs.
gibi ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin yiirtitiilmesinde rol alan mineraller
canlilar i¢in vazgegilmez elementlerdir (Campbell, 2001). Sodyum, potasyum, kalsiyum
ve magnezyum en bol bulunan minerallerden olup, demir, bakir, ¢inko, mangan ve
krom eser elementlerdendir. Yas ¢oziiniirlestirme metodu ile tayin edilen bal
orneklerinden kestane ballarinin hemen hemen iki kat daha yliksek mineral maddeye
sahip oldugu bulundu. Balin mineral bilesimi balin toplandig1 bélgenin florasina, toprak
yapisina ve cofrafi ve iklim yapisina bagh olarak degisir (Hardisson vd., 2001).
Nitekim Yilmaz ve Yavuz, (1999) da yaptiklan ¢alismada Giiney Dogu Anadolu
bolgesinin kestane ballarinin mineral igeriklerinin ¢icek ballarindan daha ytiksek
oldugunu buldular.
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Yapilan galigmay: 6zetleyecek olursak yiiksek polifenolik madde igerigine Yomra
kestane, Trabzon kestane ve Tema kekik-geven bali, yitksek siiperoksit anyonu
temizleme aktivitesine Siirmene kestane ve Trabzon kestane bali, yiiksek peroksinitrit
temizleme aktivitesine Igdir ¢icek ve Tema (kekik-geven) cicek bal, yiiksek DPPH
radikali temizleme aktivitesine Trabzon kestane bali, yiiksek demir indirgeme kuvvetine
Tema kekik-geven bali, yliksek demir baglama aktivitesine Yomra kestane bali, yiiksek
TAR aktivitesine Trabzon kestane ve Siirmene kestane bali, yliksek mineral i¢erigine ise
kestane ballarinin sahip oldugu belirlendi. Giilgin vd., (2003) ve Siddhuraja vd., (2002)
yaptiklar1 ¢aligmalarda indirgeme kuvveti, total antioksidan aktivite, sliperoksit radikal
temizleme aktivitesi ve DPPH radikal temizleme aktivitelerinin aym ekstraktta farkli
farkli oldugunu gosterdiler. Ornegin, stiperoksit radikal temizleme aktivitesi yliksek
olan bir ekstraktin hidroksil radikal temizleme aktivitesini diisiik buldular. Orneklerin
farkli radikal temizleme kapasiteleri onlarin yapilarinda bulunan antioksidan test
bilesiginin yapisina bagl olarak degismektedir. Ornegin bir polifenol veya flavonoid
DPPH radikali iizerinde etkili olurken bir bagka tlir fenolik madde stiperoksit anyonu
tizerinde etkili olmaktadir. Bu tamamen molekiillerin ii¢ boyutlu yapilar1 ve dolayisiyla
onlarin indirgenme potansiyelleri ile ilgilidir (Fukumoto ve Mazza, 2000; Rice-Evans
vd., 1997). Ayrica buna benzer olarak kullanilan standart antioksidanlarin da farkh
serbest radikal temizleme yeteneklerine sahip oldugu goriildi. Yine standart
antioksidanlarn kapasitelerinin kullanilan metoda gére degisim gosterdigi, 6rnegin
askorbik asidin oksijen temizleme yoniinden sekonder antioksidan olarak etkili oldugu,
¢ogu antioksidan metotta ise BHT nin diger standartlara gore daha etkili oldugu
bildirilmektedir (Fukumoto ve Mazza, 2000; Kolayh vd., 2003).

Sonug olarak yiiksek antioksidan kapasitesinden dolay: giinliik diyete ilave edilecek
birka¢ kagik bal viicudun antioksidan kapasitesini artirdigi gibi mineral ihtiyacini da
karsilayabilecektir.



5. SONUCLAR

1. Farkli bal 6rneklerinden elde edilen metanolik ekstraktlarinin farkli miktarlarda
polifenol igerdigi, herbir ekstraktin farkli antioksidan aktiviteye sahip olup higbir ekstaktin
oksidasyonu artiric1 6zelliginin olmadigi bulundu.

2. Bal ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin bal konsantrasyonlari ile uyumlu
oldugu ve dolayisiyla yapilan ¢aligmalarin anlamli oldugu gézlendi.

3. En yiiksek fenolik madde miktarina sahip bal ekstraktinin Yomra kestane ve Tema
(kekik-geven) ballar1 oldugu ve en diisiik fenolik madde miktarina sahip balin Igdir ¢igek
bal1 oldugu bulundu.

4. En yliksek siiperoksit anyonu temizleme aktivitesine sahip balin Stirmene kestane
ile Trabzon kestane balinin ve en diigiik aktiviteye sahip balin ise Artvin (Tema) gicek bali
oldugu bulundu.

5. En yiiksek peroksinitrit temizleme aktivitesine sahip 6rnegin Igdir gicek ile Tema
(kekik-geven) cicek ballar1 oldugu ve en diisiik aktiviteye sahip 6rnegin Rus bali oldugu
bulundu.

6. DPPH radikali temizleme aktivitesi tayinine gére en yiiksek aktiviteyi Trabzon
kestane balinin en diigiik aktiviteyi de Rus kestane balimin gosterdigi bulundu.

7. Fe (III) indirgeme kuvveti (FRAP) testine gore en yiiksek aktiviteyi Tema kekik-
geven (gicek) bali gosterirken en diisiik FRAP aktivitesine sahip balin Igdir ¢igek bali
oldugu bulundu.

8. Demir baglama aktivitesi tayininde en iyi demir baglama aktivitesini Yomra
kestane ve Stirmene kestane ballari gosterirken en diisiik demir baglama aktivitesine sahip
Ornegin Yozgat ¢igek bali oldugu tespit edildi.

9. Potansiyel serbest radikal reaksiyonlarna kargi toplam antioksidan giic (TAR)
tayininde en yiiksek aktiviteyi Siirmene ve Yomra kestane ballar1 gosterirken en diistik
aktiviteyi Artvin (Tema) gigek bali gosterdi.

10. Calisilan farkli antioksidan metodlarda antioksidan aktiviteler ile 6rnegin toplam
fenolik madde konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon bulundu.

11. Farkli metotlara gére ¢alisilan antioksidan aktivitelerden TAR ve FRAP metotlar:
orneklerin toplam antioksidan kapasitelerini ortaya koyarken diger metotlar (stiperoksit,

peroksinitrit, DPPH radikali temizleme vs.) farkli radikallere karsi Orneklerin farklhi
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mekanizmalar ile davrandifim gosterdi. Bu sonug bize, c¢alisilan 6rnegin antioksidan
kapasitesinin bir veya iki metotla belirlemenin ne kadar zor oldugunu ve metotlarin
artirilmasi ile antioksidan kapasitenin daha dogru 6Sl¢iilebilecegini géstermektedir.

12. Caligilan bal 6rneklerinin mineral yoniinden olduk¢a zengin oldugu fakat kestane

ballarinin mineral igeriginin ¢i¢ek ballarindan daha zengin oldugu bulundu.



6. ONERILER

1. Cahsmay1 yaptiimz sirada elimizde yeterince numune bulunmadigindan
kullamlan bal 6rneklerinin (kestane ve ¢igek ballari) sayisimin artirilmasi ile (15-20 adet)
daha dogru ve kesin sonuglar elde edilebilir.

2. Antioksidan kapasite ol¢limiinde ¢alisilan antioksidan metotlarin sayist her ne
kadar ¢ok olsa bile birkag farklt metot daha kullanilarak sonuglarin daha kesin olmasi
saglanabilir.

3. Calisilan bal dmeklerinin GC-MS (Gaz-Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi) ile
analizleri yapilarak ballarin bilesimleri tespit edilebilir.

4. Preperatif amacgli HPLC (Ytiksek Basinghh Sivi Kromatografisi) kullanilarak
ballarin  fakli elusyonlarma gore bilesimi (GC-MS) ile antioksidan Kkapasiteleri
karsilastirilip antioksidan aktiviteyi artiran madde veya maddeler tammlanabilir.
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