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ÖZET 

 

Bal insanlığın başlangıcından beri var olan çok kıymetli doğal bir ürün ve şifa 

kaynağıdır. Bileşimi ve buna bağlı olarak biyolojik özellikleri üretildiği bölgenin coğrafik 

ve floral özelliklerine bağlı olarak değişim göstermektedir.  

Bu çalışmada, Doğu Karadeniz bölgesine ait Anzer bal ve polenlerinin biyolojik aktif 

bileşenlerinin kompozisyonunun aydınlatılması ve antioksidan özelliklerinin tespit 

edilmesi amaçlandı.  17 adet fenolik bileşik standardı ters faz-yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisi (RP-HPLC) ile analiz edildi. Tüm bal ve polen örneklerinin kateşin ve 

klorojenik asit hariç 15 adet fenolik  bileşiğe değişen oranlarda sahip olduğu ve benzoik 

asit, kuersetin, cis,trans-absisik asit ve trans-sinnamik asitlerin ana fenolik bileşen olduğu 

tespit edildi.    

Ayrıca Anzer bal ve polenlerinin antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik madde 

içeriği, demir (III) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP), bakır (II) iyonu indirgeyici 

antioksidan kapasite (CUPRAC) ve DPPH• (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme 

aktivitesi testleri kullanılarak tayin edildi. Toplam fenolik madde miktarları gallik asit 

standardına göre tayin edildi. FRAP değerleri Trolox® eşdeğeri antioksidan güç (TEAP), 

CUPRAC değerleri Trolox® eşdeğeri antioksidan kapasite (TEAC) ve DPPH• radikali 

temizleme tayini sonuçları SC50 olarak ifade edildi. Çalışılan tüm bal ve polenlerin 

antioksidan aktiviteye sahip oldukları, özellikle polenlerin ballara göre yaklaşık 10-20 kat 

yüksek toplam fenolik madde içeriğine ve buna bağlı olarak yüksek antioksidan aktiviteye 

sahip oldukları tespit edildi.  

Literatürdeki karışık çiçek balları ile karşılaştırıldığında Anzer yöresine ait bal 

örneklerinin, fenolik bileşiklerin gerek çeşitliliği ve gerekse de toplam miktarı bakımından 

daha zengin olduğu ve buna bağlı olarak antioksidanca zengin bir doğal ürün olduğu 

belirlendi. Yapılan çalışma, Anzer balının halk arasında şifa kaynağı olarak bilinmesinin 

nedeninin, yapısında bulunan çeşitli fenolik bileşiklerden kaynaklanabileceğini 

doğrulamaktadır. 

  

 

Anahtar Kelimeler: Anzer, Bal, Polen, HPLC, Fenolik, Antioksidan 
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SUMMARY 
 

Determination of Phenolic Components of Anzer Honey and Pollen by High 
Performance Liquid Chromatography and Their Antioxidant Properties 

 

Honey is a very valuable product and a source of healing since mankind’s beginning. 

Its composition and biological properties vary depending on the region's geographic and 

floral characteristics. 

This study was aimed to elucidate the composition of the biologically active 

compounds and to determine the antioxidant properties of honey and pollens of Anzer 

region of Eastern Black Sea. Analyses of 17 phenolic compound standards were performed 

using reversed-phase high performance liquid chromatography. All honey and pollen 

samples have been found to have 15 phenolic compounds except catechin and chlorogenic 

acid, and benzoic acid, quercetin, cis,trans-abscisic acid, trans-cinnamic acid were found 

to be main phenolic compounds. 

Furthermore, antioxidant activities of honey and pollens of Anzer were determined 

using total phenolic content, ferric (III) reducing antioxidant power (FRAP), cupric (II) 

reducing antioxidant capacity and DPPH• (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical 

scavenging activity tests. Total phenolic contents were determined according to gallic acid 

standard. The results of FRAP , CUPRAC and DPPH• radical scavenging activity 

measurements were expressed as Trolox® equivalent antioxidant power (TEAP), Trolox® 

equivalent antioxidant capacity (TEAC) and SC50, respectively. It was determined that all 

investigated honey and pollen samples have antioxidant activity. Especially total phenolic 

content of pollen samples was approximately 10-20 times higher than that of honey 

samples, and accordingly pollen samples have higher antioxidant activity.  

When compared with mixed flower honeys in the literature, honey samples of Anzer 

region were found to be richer in terms of both variety and the total amount of phenolics 

and accordingly it was concluded that they are a natural product rich in 

antioxidant. Presented study confirms the knowledge of Anzer honey known as a source of 

healing among people may be resulted from the phenolic compounds. 

 

 

Key words: Anzer, Honey, Pollen, HPLC, Phenolic, Antioxidant 
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1. GENEL BİLGİLER 
 

1.1. Giriş  
 

Aerobik solunumun temel gereği olan oksijen, oksidasyon sırasında hücreye büyük 

zararlar verebilir. Vücuda giren oksijen, oksidasyon sırasında bir yandan enerji üretirken 

bir yandan da serbest radikaller adı verilen molekülleri oluşturur. Serbest radikaller, dış 

yörüngesinde eşleşmemiş elektron taşıyan organik ve inorganik moleküllerle reaksiyona 

girebilme yeteneğine sahip, yüksek oranda reaktif ve kısa ömürlü bileşiklerdir. Reaktif 

oksijen türleri insan vücudunda normal metabolik prosesler sonucunda sürekli olarak 

üretilmektedir (Langseth, 1995). Serbest radikalleri oluşturan kaynakların başlıcaları; 

radyasyon, virüsler, ultraviyole ışınlar, petrokimya ürünleri, herbisit ve pestisitler, fosil 

kökenli yakıtların yanması sonucu oluşan ürünler, sigara dumanı ve strestir. Serbest radikal 

mekanizmasının kanser, damar tıkanıklığı, şeker hastalığı, sıtma, rheumatoid arthritis ve 

nörodejeneratif hastalıkları gibi birçok hastalığının patolojisiyle ilişkili olduğu 

bildirilmiştir (Tsao ve Deng, 2004; Halliwell, 2002). Oksijen kaynaklı olan reaktif 

radikallerin hücrede aşırı miktarda oluşmaları "oksidatif stres" olarak tanımlanır. Bu olay, 

tüm hücre bileşenleri (karbohidratlar, proteinler, yağlar) üzerinde tahrip edici etkiye 

sahiptir. 

Organizmanın serbest radikallerin etkisinden korunmak için antioksidatif korunma 

sistemine sahip olduğu bilinmektedir. Canlılar sahip oldukları enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidan savunma sistemleri sayesinde kendilerini serbest radikallerin zararlı 

etkilerinden korumaktadır (Thomas,1995; Blomhoff, 2005). Fakat bazı durumlarda 

antioksidatif koruyucu sistemin iyi çalışmamasından dolayı, oksidan/antioksidan 

dengesinin oksidan lehine bozulması sonucu oksidatif stres gelişimine neden olmaktadır 

(Fang vd., 2002). Antioksidanlar, hücreye zarar veren serbest radikallerle reaksiyona 

girerek bunların başlattığı zincir reaksiyonu durduran ve böylece vücudumuzdaki hayati 

bileşenlerin zarar görmesini engelleyen moleküllerdir. Son yıllarda sentetik 

antioksidanların yan etkilerinin görülmeye başlaması nedeniyle besin kimyası ve koruyucu 

tıbbın bitkisel kaynaklı doğal antioksidanlara ilgisi artmıştır (Koleva vd., 2002; 

Wettasinghe ve Shahidi, 1999).  
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Doğal antioksidanların büyük çoğunluğu bitkisel alifatik veya aromatik organik 

moleküller olup askorbik asit, tokoferol, karotenoidler ve fenolik bileşikler bunların önemli 

sınıflarını oluşturur (Rice-Evans vd., 1997; Shahidi, 2000; Kaur ve Kapoor, 2001; 

Pellegrini vd., 2003; Tsao ve Deng, 2004; Koca ve Karadeniz, 2005; Orman ve 

Bağdatlıoğlu, 2005; Nichenametla vd., 2006; Perera ve Yen, 2007). Gıdalarda doğal olarak 

bulunan antioksidan moleküller serbest radikal bağlayıcı, indirgen ajan, metal şelatlayıcı 

veya singlet oksijen tutucu mekanizmalardan bir veya birkaçı yoluyla antioksidan etkilerini 

göstermektedir (Collins 2005; Lee vd., 2004). Tükettiğimiz gıdalardaki antioksidan 

bileşenlerin fizyolojik etkilerinin kolay, hızlı ve ucuz ölçüm yöntemleri antioksidan 

kapasite tayinleri ile mümkündür (Huang vd., 2005; Fernandez-Panchon vd., 2008) ve bu 

amaçla çok sayıda ölçüm yöntemi geliştirilmiştir. Bu yöntemlerden en yaygın kullanılanlar 

ORAC (oksijen radikal absorbans kapasitesi), FRAP (demir (III) indirgeme antioksidan 

kapasite), TEAC (Trolox® eşdeğer/antioksidan kapasite), DPPH ve Folin-Ciocalteu 

yöntemleridir (Ou vd., 2002; Prior vd., 2005, Tabart vd., 2009; Pellegrini vd., 2003; Tsao 

ve Deng, 2004; Roginsky ve Lissi, 2005; Huang vd., 2005; Özgen vd., 2006; Saura-Calixto 

ve Goni, 2006). Araştırmacılar farklı metotların geniş çapta farklı sonuçlar vermesinden 

dolayı gıda kaynaklı antioksidan kapasitenin değerlendirilmesinde tek bir metodun yeterli 

olmayacağını bildirmişlerdir (Frankel ve Meyer, 2000; Tsai vd., 2002; Huang vd., 2005; Li 

vd., 2008; Hu ve Kitts, 2005). 

Gıda, bitki ve ilaçların kimyasal bileşimlerinin incelenmesi amacıyla kromatografik 

teknikler sıkça kullanılmaktadır ve yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) de bu 

amaçla yaygın olarak kullanılan yöntemlerden birisidir. HPLC gıda ve bitkilerdeki amino 

asit, şeker, fenolik bileşikler, steroller ve vitaminler gibi bileşimlerinin incelenmesi ve 

miktarlarının belirlenmesi amacıyla kullanılmaktadır (URL-1, 2010; Proestos vd., 2007; 

Jedrzejczuk  vd., 2001). 

Bal ve polen antioksidan kapasitesi yüksek birer doğal üründür. Antioksidan 

kapasiteleri toplandıkları bölgenin coğrafik özelliklerine, bitki florasına, üretim 

tekniklerine vs. bağlı olarak değişim göstermektedir. Halk arasında Anzer yöresine ait 

balların şifa kaynağı olduğu öteden beri bilinmektedir. Kuzeydoğu Anadolu’da yer alan 

Anzer bölgesi balıyla Türkiye’de ve Dünyada çok meşhurdur. Anzer balının diğer 

ballardan daha fazla sağlık faydaları olduğuna inanılmaktadır ve bu nedenle çok yüksek 

fiyatlara alıcı bulmaktadır. Bal üreticileri ve tüketicileri Anzer balının karaciğer 

hastalıkları, mide- bağırsak hastalıkları ve bazı cilt hastalıklarında tedavi edici olduğunu 
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ifade etmektedirler. Anzer balının şifa özelliğinin Anzer yaylasının zengin bitki florasından 

ileri geldiği düşünülmektedir. Yaklaşık 80 civarı endemik tür içeren ve 500’den fazla farklı 

çiçeğe sahip floral orijiniyle alakalı olduğu düşünülmektedir (URL-2, 2009). Aynı bölgede 

üretilen Anzer polenlerinin ise vitamin, mineral ve proteince zengin olmasının yanı sıra 

kansızlık olmak üzere pek çok hastalıktan koruyucu etkilerinin olduğu ifade edilmektedir. 

Doğu Karadeniz Bölgesinin önemli bitki florasına sahip Anzer yöresine ait bal ve 

polenlerin biyolojik etkinliğinden sorumlu ajanların neler olduğu konusunda bilimsel 

araştırmalar oldukça sınırlıdır. Bu nedenle planlanan çalışmada Anzer bal ve polenlerinin 

biyolojik değerlerinden sorumlu bazı fenolik bileşiklerin yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi ile aydınlatılması ve in vitro olarak antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi 

amaçlandı. Çalışma ile Anzer ballarının diğer çiçek ballarından fenolik bileşenler 

yönünden farklı olup olmadığının ortaya çıkarılması planlandı. Farklılık bulunması 

durumunda yapılan çalışma Anzer balının otantik yapısının belirlenmesinde öncü rol 

oynayacak ve bundan sonraki çalışmalara ışık tutacaktır.  

 

1.2. Serbest Radikaller 
 

Serbest radikaller iyonların veya uyarılmış moleküllerinin ayrılmaları sonucunda 

oluşan, dış yörüngelerinde eşleşmemiş bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel açıdan 

yüksüz atom ya da moleküllerdir. Oldukça kısa ömürlü (yaklaşık 10-5 s) ve son derece 

reaktiftirler, yani diğer atom ya da moleküllerle kolayca reaksiyona girerler. Serbest 

radikallerin normal metabolizmaya ait bir ürün olduğu sonradan anlaşılmıştır. Bugün 

radikallerin pek çok hücrede moleküler değişimlere ve gen mutasyonlarına yol açtığı artık 

iyi bilinmekte olup yaşlanma, hücresel hasar ve doku yıkımında rol aldığı kabul 

edilmektedir (Storz ve Imlayt, 1999). Serbest radikallerin başlıca sigara, alkol ve lipit 

metabolizması ürünleri, virüsler, güneş ışınları, X-ışınları ve kozmik ışınlar, sanayi atıkları, 

otomobil egzoz gazları, ozon, ağır metaller, kirli su ve havadan da oluşabildiği 

bilinmektedir (Sies, 1991). Radikal metabolitler aslında aerobik organizmaların kaçınılmaz 

bileşikleri olup, hücrelerde kontrollü kullanımları ile bir dizi enzimin sentezinde ve birçok 

organizmanın antibakteriyel savunmasında gereklidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990).  

 

 

 



 

 

4

 

Serbest radikaller üç yolla meydana gelirler: 

1- Kovalent bağlı bir molekülün homolitik parçalanması:  Bağı oluşturan elektron 

çiftinden her biri birer atom tarafından alınır ve yüksüz atom ya da atom grupları 

oluşur.  

X  Y X  Y  +              

2- Bir molekülden tek bir elektronun kaybı veya heterolitik bölünme:  

X  X -e+  

3- Bir moleküle tek bir elektronun eklenmesi: 

X e - X  -+  

Serbest radikalleri, oksijen içeren ve oksijen içermeyen olmak üzere sınıflandırmak 

mümkündür. Oksijenin iki eşleşmemiş elektron bulundurması, onun serbest radikallerle 

daha kolay reaksiyona girmesini sağlar. Bu nedenle biyolojik sistemlerdeki en önemli 

serbest radikaller oksijen radikalleridir. Bunların büyük kısmı aerobik solunum sırasında 

mitokondrilerde indirgenmiş karbon birimlerinden alınan elektronların çeşitli elektron 

taşıyıcılardan geçerek en son elektron alıcısı olan moleküler oksijene transferi esnasında 

meydana gelir. Oksijenin tam olarak indirgendiği reaksiyonlarda son ürün daima sudur. 

Oksijenin kısmi indirgenmesi sonucu serbest oksijen radikalleri oluşur. Moleküler 

oksijenin bir elektron almasıyla süperoksit (O2
•-), iki elektron almasıyla  hidrojen peroksit 

(H2O2), üç elektron almasıyla ise hidroksil (OH•) radikali oluşmaktadır (Winston, 1991; 

Matés vd., 1999).    

Oksijen merkezli radikaller; süperoksit radikali (O2
·-), hidroksil radikali (OH·) ve lipit 

peroksil radikalidir (LOO·). Oksijen merkezli radikal olmayanlar ise; hidrojen peroksit 

(H2O2), hipoklorik asit (HOCl) ve singlet oksijendir (1O2). Nitrik oksit (NO·), nitrik dioksit 

(NO2
·) ve peroksinitrit gibi nitrojen türleri ise diğer reaktif nitrojen/oksijen türleri arasında 

yer almaktadır (Günaydın ve Çelebi, 2003; Lee vd., 2004).  

Süperoksit (O2
·-), moleküler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle meydana 

gelen radikaldir (1). Süperoksit radikali, bir eşlenmemiş elektron içerdiğinden ne çok fazla 

reaktif, ne de güçlü bir oksidandır. Daha çok O2
.- veya O2

- anyonu şeklinde gösterilir. 

Süperoksit radikali aerobik hücrelerde oldukça sık oluşur. Fakat daha çok elektron transfer 

sistemlerinde meydana gelir. Bunun yanında pek çok enzimatik ve enzimatik olmayan 

yollarla da meydana gelebilir (Halliwell vd., 1992). 
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Süperoksit radikali, diğer radikallere nazaran daha az toksik etkiye sahiptir. Çünkü bu 

radikal, hücre membranından yüklü olduğu için doğrudan geçemez. Ancak eritrosit 

membranlarındaki anyon kanalından Cl- ve HCO3
- iyonlarının yer değiştirmesiyle 

geçebilmektedir. Süperoksit radikalinin esas zararlı etkisi onun protonlanmasıyla meydana 

gelmektedir. Protonlanma ile çok daha aktif bir radikal olan perhidroksil radikali (HO2
-) 

meydana gelir. Süperoksit radikali ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona 

girdiklerinde biri yükseltgenirken diğeri indirgenir (2). Bu dismutasyon reaksiyonu sonucu 

ise oksijen molekülü ve hidrojen peroksit meydana gelir (Fridovich, 1975). Süperoksit 

radikali hem oksitleyici hem de indirgeyici özelliğe sahiptir (Lee vd., 2004). 

 

                      O2     +   e-                       O2
• -                   (1) 

    HO2
-
    +  O2

•
 
-
   +  H+                       O2    +  H2O2      (2) 

                   2O2
• -  + 2H+                      H2O2  +  O2                              (3) 

 

Serbest radikaller içerisinde hidroksil radikali (•OH),  en reaktif molekül olup, diğer 

kimyasal türlerle sıklıkla reaksiyona girmektedir. Bu radikal, hücrelerde mevcut olan tüm 

organik yapılara saldırabilme yeteneğine sahiptir. Hidroksil radikali iyonlaştırıcı 

radyasyonun etkisiyle de oluşturulabilir ve muhtemelen x-ışını ve γ-ışınlarıyla hücrelerin 

ölmesine sebep olan en temel türlerden biridir. Bu radikal kimyasal olarak süperoksit ve 

peroksit radikalleri arasındaki reaksiyonla da üretilebilir. Dolayısıyla süperoksit ve 

peroksitin aynı anda üretildiği canlı sistemlerde hidroksil radikalinin biyokimyasal 

oluşumu da mümkündür.  

Hidrojen peroksit bir radikal olmadığı halde doğrudan çeşitli radikallerin oluşumunda 

önemli bir rol oynar. Süperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici serbest 

oksijen radikali olan hidroksil radikalini oluşturur (4).  

 

         H2O2    +    O2
• -                                     • OH  + OH -  +   O2                   (4) 

 

H2O2'deki O-O bağının homolitik parçalanması iki hidroksil radikali verir. Homoliz 

ısıyla ya da iyonize edici reaksiyonla (ışıkla) gerçekleştirilir. H2O2 ve Fe (II) tuzunun 

karışımı hidroksil radikalini verir (Fenton reaksiyonu) (5). 

 

Fe+2   +     H2O2                                         Fe+3    +    .OH    +     OH-                     (5)          
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Bakır (I) tuzları, Fe (II) tuzlarına göre çok daha hızlı olarak hidroksil radikalleri 

vermek üzere H2O2 ile reaksiyona girer (6).   

 

Cu+     +     H2O2    Cu+2     +    .OH    +     OH-     (6) 

 

Hidroksil radikali amino asitler, nükleik asitler, organik asitler, fosfolipitler ve 

sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir çoğuyla reaksiyona girebilir. Hidroksil 

radikalinin reaktivitesi oldukça yüksek ve yarılanma ömürleri çok kısadır. Hidroksil 

radikalinin sebep olduğu en önemli hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest 

radikal zincir reaksiyonudur. Hücre zarı su içermediğinden hidroksil radikalinin başlıca 

hedefi yağ asitleridir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarın yapısını bozar ve geçirgenliğini 

artırarak hücre ölümüne sebep olabilir (Balcı, 2007; Turna, 2008). 

Canlı sistemlerde oluştukları anda yakınlarındaki biyolojik molekül ile derhal 

reaksiyona girerler. Proteinlerde sülfhidril gurupları (7) ve yağ asitleri (8) bu radikallerin 

etkisinde kaldıklarında çeşitli reaktiviteye sahip ikincil radikaller verirler. 

 

R-SH     +     .OH                            RS•    +  H2O                                              (7)                                  
-CH2-    +      .OH                           -CH-  +  H2O                                                                                   (8)          

                

Hidrojen peroksit yapısında paylaşılmamış elektron içermediğinden radikal özelliği 

taşımaz, reaktif bir tür değildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tür olarak bilinmesinin 

nedeni, demir, bakır gibi metal iyonlarının varlığında hidroksil radikalinin öncülü olarak 

davranmasıdır. Hidrojen peroksit kolayca hücre içerisine girebilir ve hem gruplarında 

Fe+2’in yapısına girerek bunları güçlü oksitleyici durumlarına getirebilmektedir. 

 

H2O2 O2O2
- Süperoksit DismutazH

+. +22 +                                   
 

Ayrıca hidrojen peroksit reaktif bir ürün olan hipokloröz asiti (HOCl) oluşturmaktadır (10) 

(Keha ve Küfrevioğlu 2000; Asad vd., 2004). 

 

H
+

H2O2 HOCl OH2Cl+ + +  
 

(9)

(10)
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Tablo 1. Bazı radikaller ve reaktif türler (Ak Tuba, 2006) 
 

Reaktif Oksijen Türleri 
Radikaller  Formülü Radikalik olmayanlar Formülü 
Süperoksit O2

.- Hidrojenperoksit H2O2 
Hidroksi OH• Hipoklorikasit HOCl 
Peroksi ROO• Hipobromikasit HOBr 
Alkoksi RO• Ozon O3 
Hidroperoksi HOO• Singlet oksijen ∆O2 

Reaktif Azot Türleri 
Radikaller  Formülü Radikalik olmayanlar Formülü 
Nitrikoksit NO• Nitrözasit HNO2 
Nitrojen dioksit NOO• Nitrozil katyonu NO+ 

  Nitroksil anyonu NO- 

  Dinitrojen tetraoksit N2O4 
  Peroksinitrit ONOO- 

  Peroksinitroz asit ONOOH 
  Nitronyum katyonu NO2

+ 

  Alkilperoksi nitritler ROONO 
 

Poliansatüre yağ asitlerinin oksidatif yıkımı lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit 

peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu şeklinde ilerler ve oldukça 

zararlıdır. Hücre membranlarında lipit serbest radikalleri (L•) ve lipit peroksit 

radikallerinin (LOO•) oluşması, reaktif oksijen türlerinin (ROS) neden olduğu hücre 

hasarının önemli bir özelliği olarak kabul edilir. Lipit peroksidasyonu genellikle yağ 

asitlerindeki konjuge çift bağlardan bir elektron içeren hidrojen atomlarının çıkarılması ve 

bunun sonucunda yağ asidi zincirinin bir lipit radikali niteliği kazanmasıyla başlar. Lipit 

radikali (L•) dayanıksız bir bileşiktir ve bir dizi değişikliğe uğrar. Lipit radikallerinin (L•) 

moleküler oksijenle (O2) etkileşmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (LOO•) oluşur. Lipit 

peroksit radikalleri (LOO•), membran yapısındaki diğer poliansatüre yağ asitlerini 

etkileyerek yeni lipit radikallerinin oluşumuna yol açarken kendileri de açığa çıkan 

hidrojen atomlarını alarak lipitperoksitlerine (LOOH) dönüşürler ve böylece olay kendi 

kendini katalizleyerek devam eder. 

 

1.3. Antioksidanlar 
 

Hücre ve dokular, radikal ürünleri ve reaksiyonları inhibe eden bir sisteme sahiptir. 

Radikallerle oldukça çabuk reaksiyonlara girerek oto-oksidasyon veya peroksidasyonun 
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ilerlemesini önleyen maddeler ise antioksidan olarak tanımlanırlar. Antioksidanlar vücutta 

sentezlenebildiği gibi diyet ile dışarıdan da alınabilirler. 

Antioksidan savunma çeşitli mekanizmalarla etkilerini göstermektedir. Bu 

mekanizmalar: 

1. Radikal metabolit üretiminin önlenmesi (scavenging/temizleyici etki): Oluşmuş 

serbest radikalleri tutar veya oluşmuş olan radikalleri daha az zararlı hale getirirler 

ve yeni radikal oluşumunu engellerler. Örnek olarak SOD ve glutatyon peroksidaz 

enzimleri ve metal bağlayıcı bazı proteinler verilebilir. 

2. Üretilmiş radikallerin temizlenmesi (quencher/giderici etki): Serbest radikallerle 

birleşip, onlara bir hidrojen vererek aktivitelerini söndüren bileşiklerdir. Örnek 

olarak vitamin C-askorbat, vitamin A, β-karoten, vitamin E, α-tokoferol, 

flavonoidler ve antosiyanidinler verilebilir. 

3. Hücre deformasyonunun onarılması (repair/tamir edici etki): Bu grupta DNA tamir 

enzimleri, metiyonin sülfoksit redüktaz verilebilir. 

4. Sekonder radikal üreten zincir reaksiyonlarının durdurulması (chain breaking/zincir 

kırıcı etki): Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri kırarak, oksidan etkiyi 

durdururlar. Vitaminler, ürik asit, bilirubin, albumin, hemoglobin, seruloplazmin ve 

mineraller zincir kırıcı etki gösterirler. 

5. Endojen antioksidan kapasitesinin artırılması    

Antioksidanlar doğal ve yapay antioksidanlar olarak ikiye ayrılırken doğal 

antioksidanlar enzimatik etki gösteren ve enzimatik etki göstermeyen antioksidanlar olarak 

ikiye ayrılır. Enzimatik etki göstermeyen antioksidanlar ise endojen ve eksojen 

antioksidanlar olarak ikiye ayrılabilir. Endojen antioksidanlar bulundukları ve etkinliklerini 

yerine getirdikleri yerlere göre de hücre içi (intraselüler), membranal ve hücre dışı 

(ekstraselüler) antioksidanlar olarak üç sınıf altında toplanabilir. 
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Katalaz (KAT) H2O2 oluşum hızının düşük olduğu durumlarda peroksidatif 

tepkimeyle (11) veya H2O2 oluşum hızının yüksek olduğu durumlarda ise katalitik tepkime 

(12) ile hidrojen peroksidin (H2O2) dismutasyonundan sorumlu bir enzimatik antioksidan 

olup etkinliğini hücre içinde gösterir. (Mates, 1999: Halliwell vd., 1992). Örneğin dört hem 

grubu bulunan bir hemoprotein olan ve her alt birimin molekül ağırlığı 60 kDa olan 

katalaz, aerobik solunum veya başka yollarla oluşan hidrojen peroksiti oksijen ve suya 

dönüştürerek zararlı etkisinden organizmayı korur. Katalaz, hidrojen peroksit, metil etil 

hidroperoksitleri küçük molekül ağırlıklı molekülleri etkilerken büyük moleküllü lipit 

hidroperoksitlerini etkilemez (Mates, 1999). H2O2 oluşturan enzimlerin çoğunun 

peroksizomlarda bulunmasından dolayı, katalaz en fazla peroksizomlarda lokalizedir. 

 

H2O2 OH2 AAH2+ +2 (peroksidatif)
    

H2O2 H2O2 OH2 O2+ +2 (katalitik)     
 

Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim olan süperoksit 

dismutaz (SOD) süperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumludur (13). Normalde 

metabolizma sırasında hücreler tarafından fazlaca süperoksit üretilmesine rağmen SOD 

sayesinde intrasellüler düzeyleri düşük tutulur. 

Yapay antioksidanlar 
BHT, BHA, Trolox, SOD mimikleri 
ve çeşitli şelat oluşturucu  maddeler. 

Doğal antioksidanlar 

Enzimatik 
SOD  
Katalaz  
Glutatyon peroksidaz 
Glutatyon redüktaz 
Sitokrom oksidaz 
Glutatyon S transferaz 

Eksojen 
E Vitamini 
β-Karoten 
Askorbik Asit 
Flavonoidler 

Enzimatik olmayan 

Endojen 
Glutatyon                  
Serüloplazmin           
Bilirubin                    
Ferritin                      
Laktoferin 
Ürik asit  
Haptoglobinler 
Albumin 

(11)

(12)
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H2O2 O2O2
-

H
+. SOD +22 +               

 

Glutatyon peroksidaz (GPx) hücre içinde düşük konsantrasyonda oluşan peroksit 

ürünlerinin dismutasyonundan sorumlu tetramerik 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik 

bir enzimdir. Mitokondride de düşük düzeylerde bulunur. Bu enzim sitozolik hasara karşı 

etkin koruyucu bir mekanizma sağlar, GSH’yi kullanarak H2O2’i ve lipit peroksitlerinin 

redüksiyonunu katalizler (14 ve 15) (Halliwell, 1994). 

 

H2O2 GSH GSSG OH2
GPx

ROOH GSH GSSG ROH OH2
GPx

2+ +

2+ + +

2

 
 

Glutatyon redüktaz (GR) NADPH varlığında yükseltgenmiş glutatyonu (GSSG) 

indirgenmiş hale (GSH) çevirir (16). Alyuvarlarda cereyan eden pentoz fosfat yolu 

reaksiyon için gerekli olan NADP’yi sağlar (Murray, 1998).  

 

GSSG NADPH H
+

GSH P
+

NADGR+ + +2  
 

Glutatyon S transferaz (GST)’lar iki protein alt biriminden oluşan bir enzim ailesidir. 

Genel olarak 3 sitozolik ve bir de mikrozomal olmak üzere dört ana gruba ayrılırlar. GST 

sisteinin sülfür atomu üzerinden elektrofillere glutatyonu aktaran enzimlerdir. 

Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda önemli rol oynamaktadırlar. 

Katalitik olarak, yabancı maddeleri glutatyondaki sisteine ait –SH grubu ile bağlayarak 

onların elektrofilik bölgelerini nötralize eder ve ürünün daha fazla suda çözünür hale 

gelmesini sağlarlar. Başta araşidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak üzere lipit 

hidroperoksitlere (ROOH) karşı GST’lar Se-bağımsız glutatyon peroksidaz aktivitesi 

gösterirler (17): 

 

ROOH GSH GSSG ROH OH2
GST2+ + +  

 

Solunum zincirinin son enzimi olan mitokondriyal sitokrom oksidaz, süperoksit 

radikallerini detoksifiye eder (18). 

 

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)
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O2 H
+

e OH2
- -.4 + +4 4 2

 
 

Bu reaksiyon, fizyolojik şartlarda sürekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu 

yolla yakıt maddelerinin oksidasyonu tamamlanır ve bol miktarda enerji üretimi sağlanır. 

Fakat çoğu zaman süperoksit üretimi bu enzimin kapasitesini aşar. Bu hallerde diğer 

antioksidan enzimler devreye girerek süperoksiti detoksifiye ederler (Halliwell 1991).  

Glutatyon, bilirubin, radikal tutucu özelliği ile ürik asit, albumin, bakır iyonlarını 

bağlayarak metal katalizli reaksiyonları sınırlayan seruloplazmin, hemoglobin, ferritin birer 

endojen kaynaklı enzimatik olmayan antioksidan olup etkinliklerini hücre içinde 

göstermektedirler (Meister ve Anderson, 1983; Dündar ve Aslan, 2000). 

Süperoksit radikali dışındaki tek indirgeyici hücresel ajan olan askorbik asit (C 

vitamini), zincir kırıcı antioksidan etki gösteren  α-tokoferol (E vitamini), radikal toplayıcı 

etkisi bulunan β-karoten (vitamin A) ve polifenoller gibi moleküller insan ve hayvan 

organizmasında sentezlenemeyen bitkiler tarafından sekonder metabolit olarak üretilen 

maddeler olup radikallerin temizlenmesinde ve zincir reaksiyonlarının durdurulmasında 

etkili birer antioksidan maddelerdir ve etkinliklerini enzimatik olmayan yolla sürdürürler 

(Chen vd., 1988; Edge vd., 1997).  

Nitrik oksit ile süperoksidin reaksiyon ürünü olan peroksinitrit çok kısa yarı ömürlü 

ancak oksidatif doku hasarına neden olan son derece reaktif bir moleküldür. Peroksinitritin 

zararlı etkilerinin engellenmesinde rol oynayan, organizmada bulunan ya da dışarıdan 

alınan birçok antioksidan bileşik mevcuttur (Kondo vd., 1997; Heijnen vd., 2000). Seleno 

bileşikleri, flavanoidler, katekinler, hidroksiguanidinler, metalotiyonein, indirgenmiş 

nikotinamid nükleotitleri ve ürik asit peroksinitriti temizleme aktivitesi üzerine çalışma 

yapılmış bileşiklerdir. Bazı bileşiklerde peroksinitriti ortadan kaldırmadan ziyade, 

peroksinitritin gerçekleştirdiği değişikliklerin geri dönüşümü sağlanmaktadır. 

Süperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan süperoksit dismutaz 

(SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve çeşitli polifenoller de etkin rol 

oynamaktadır.  

Sentetik olarak üretilen ve daha çok antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak 

kullanılan ticari adlı Trolox®, rutin, butillenmiş hidroksi toluen (BHT), butillenmiş 

hidroksi anisol (BHA) gibi antioksidanlar da mevcuttur. Peroksi radikaliyle iki aşamada 

etkileşerek çok daha az reaktif ürünlere dönüştüren 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol yani 

butillenmiş hidroksi toluen (BHT) önemli sentetik antioksidandır. 

(18)
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Süper antioksidan haplar, Japon eriği, kokusuz sarımsak, mavi-yeşil alg (yosun), 

havuç, portakal ve badem konsantreleri ilave edilmiş “Activin” üzüm çekirdeği 

ekstresinden oluşan bir bitkisel karışım olup ayrıca A, C, E vitaminleri, selenyum, çinko ve 

kalsiyum mineralleri de içermektedir. Ayrıca ürünü oluşturan doğal bitki özleri, vitaminler 

ve mineraller antioksidan etkileri bilinen ve bu amaç için kullanılan özel maddelerdir. Son 

yıllarda üretilen bu tür haplar yapay antioksidanlara örnek teşkil etmektedir 

Ferritin, laktoferrin, seruloplazmin, hemoglobin, α-globulin gibi plazma ve eritrosit 

proteinleri Fe, Cu gibi serbest metal iyonlarını bağlayabilme kabiliyetinden dolayı Fenton 

reaksiyonunu ve diğer radikal oluşturan reaksiyonların oluşumunu engellediği için birer 

antioksidan olarak rol oynarlar (Dündar ve Aslan, 2000). 

 

1.4. Fenolik Bileşikler 
 

Son yüzyılda sentetik ilaçların kullanımıyla meydana gelebilen ciddi rahatsızlıklar 

insanoğlunu doğal tedavi yöntemlerine ve bitkisel tedaviye yönlendirdi. Yan etkilerin yol 

açtığı tıbbi ve ekonomik sorunlar, uluslararası ilaç sanayinin de yer aldığı, endüstrileşmiş 

ülkelerdeki çevre kirliliğine ve tedavileri henüz mümkün olmayan birçok kronik hastalığın 

oluşmasına yol açtığından bitkisel tedavi çok eski çağlarda olduğu gibi tekrar popüler hale 

gelmiştir. Bitkiler diğer canlı sistemlerden farklı olarak sınırsız sayıda aromatik ve alifatik 

bileşik üretebilme yeteneğine sahiptirler. Bu nedenle de fitoterapi olarak adlandırılan 

bitkisel tedavi yöntemlerindeki etken maddelerin bitkiler tarafından üretilen ikincil 

metabolizma ürünleri olduğu yapılan çalışmalarda bildirilmektedir. Bu bileşikler sinyal 

(haberci) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere karşı 

koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve yağların 

sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki ürünleri" veya "fitokimyasallar" diye 

adlandırılırlar. Bitkiler sınırsız aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine 

sahip olup bunların çoğu fenolik bileşikler veya bunların oksijen ile substituye olmuş 

halleridir. Bitkilerde bulunan başlıca polifenolik bileşikler basit fenoller, benzokinonlar, 

fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetil asitler, hidroksisinnamik asitler, fenilpropenler, 

kumarinler, naftakinonlar, kromonenler, ksantonlar, stilbenler, antrakinonlar, flavonoidler 

ve ligninlerdir.  

Fenolik bileşikler yapısal olarak, bir aromatik halka ve buna bağlı olarak fonksiyonel 

türevleri de dahil bir veya daha fazla hidroksil gruplarını içeren maddelerdir ve basit 
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fenolik moleküllerden yüksek polimerize bileşiklere sınıflandırılmaktadır. Bu yapısal 

çeşitliliğe karşın, bu grup bileşikler çoğunlukla polifenoller olarak isimlendirilirler. Fenolik 

bileşikler ve daha yaygın olarak kullanılan ismiyle polifenoller, benzen halkası içeren 

maddelerdir. Hidroksibenzen çoğunlukla fenol adı ile anılır. Buna göre en basit fenolik 

bileşik, bir tane hidroksil grubu içeren benzen, yani fenoldür. Bu bileşikler zayıf 

asidiktirler: hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli olmalarından dolayı 

oluşan fenolat anyonunun (C6H5O-) sudaki çözünürlüğü hayli yüksektir (URL-3, 2010). 

Fenolik bileşikler bitkilerin temel bileşenlerindendir ve bitkilerin ve onlardan türetilen 

ürünlerinin besinsel ve organoleptik özelliklerinde önemli rol oynarlar (Fabre vd., 2001; 

Borbalán vd., 2003; Fang vd., 2007).  Bu bileşiklerin bazıları terpenoidler gibi olup bitkiye 

koku ve tat verirken bazıları kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini oluştururlar. Pek 

çok bileşik, bitkinin tadından sorumlu olup bunlardan bazıları gıda ve bazıları ise tıbbi 

amaçlar için kullanılmaktadır.  

Fenolik bileşikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapılardan biri olup 

bitki aleminde 8000’den fazla fenolik yapının bilindiği belirtilmektedir (Pietta ve Gardana, 

2003). Polifenoller, bitkilerde çeşitli meyve, sebze, kuruyemiş, tohum, çiçek, kök ve gövde 

kısımlarında doğal olarak sentezlenen maddelerdir. (Wollgast ve Anklam, 2000; Bilaloğlu 

ve Harmandar, 1999). Doğal olarak oluşan fenolik maddelerin en yaygın grubu 

flavonoidlerdir. Flavonoidlerin dışında bitki fenolleri; basit fenolleri, fenolik asitleri 

(benzoik ve sinnamik asitler), kumarinleri, stilbenleri, hidrolize ve kondense tanenleri, 

lignan ve ligninleri içermektedir (Naczk ve Shahidi, 2004).  

Fenolik asitler yaygın olarak bitki taç kısmında bulunur ve antioksidan karaktere 

sahiptir. Fenolik asitler; sinnamik ve benzoik asitler olmak üzere iki gruptan oluşmaktadır. 

Fenol karbon asitleri ile de anılan fenolik asitlerden sinnamik asitlerin yapısı C6-C3 

iskeletine dayanmaktadır ve ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit örnekleridir. Benzoik 

asitler ise C6-C1 iskeletine dayalı bileşiklerdir ve yapılarındaki hidroksi ve metoksi 

gruplarının yerleşimi ve sayılarına göre çeşitlenirler. Bunlardan birkaçı; gallik asit (3-4-5-

trihidroksibenzoik asit), vanillik asit (3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit), şiringik asit, 

salisilik asit (2-hidroksibenzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik asit) ve 

protokatekuik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit)’tir. Şekil 1’de benzoik asit ve sinnamik asit 

iskelet yapısı gösteren fenolik maddelerin temel kimyasal yapısı gösterilmiştir (Harborne 

ve Simmond, 1964; Hulme, 1971; Naczk ve Shahidi, 2004). 
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Şekil 1. Fenolik asitlerin temel kimyasal yapısı 
 

Monohidroksi benzoatlar etkili hidroksil radikal süpürücülerdir çünkü 

hidroksillenmeye ve hidroksil radikallere yüksek reaktivite göstermeye eğilimlidirler. 

Fenolik halka ile karboksilat grubu arasına metilen grubu girmesiyle oluşan fenil asetik 

asitlerde orto ve meta hidroksi türevleri de antioksidan aktivite gösterirler. Dihidroksi 

benzoik asit türevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarının pozisyonlarına bağlı 

olup, o-p pozisyonlarında aktivite yüksek olurken, m-p pozisyonlarına sahip olanlarda 

aktivite düşer (Rice-Evans vd., 1996). 

Flavonoidler çeşitli besin ve tıbbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygın 

grupları arasında olan fenolik bileşiklerdir. Bu bileşikler renk, tat ve koku gibi organoleptik 

özelliklerden sorumlu oldukları için, analizlerini önemli derecede ilginç yapan bu tür 

ürünlerin kalitesiyle yakından ilgilidirler (Fabre vd., 2001; Borbalán vd., 2003). Genellikle 

tüm flavonoidler; üç fenolik halkaya sahip ve hidroksil ile metil grubuna göre değişen 2-

fenilkromanın türevleridirler. Kimyasal yapıları (C6-C3-C6) iskelet yapısına dayanır 

(Madhavi vd., 1996; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2006; Plochmann vd., 1997). 

 

 
 
Şekil 2. Flavonoidlerin C6-C3-C6 iskelet yapısı 
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Flavonoidler genişçe düzlemsel moleküllerdir ve yapılarının çeşitliliği 

hidroksilasyon, metoksilasyon, prenilasyon veya glikozilasyon gibi sübstitüsyon 

modellerinden kaynaklanır. C halkasındaki sübsitüye gruplara ve B halkasının pozisyonuna 

bağlı olarak flavonoidler çeşitli alt gruplara sınıflandırılmıştır Doğal olarak meydana gelen 

flavonoidler, kimyasal yapılarına göre altı gruba ayrılabilirler; flavanon, flavonlar, 

flavonoller, flavanoller, izoflavonlar ve antosiyaninler (Cam ve Hışıl, 2003; Madhavi, 

1996; Peterson ve Dwyer, 1998). Tüm yapılar ana bileşik olan flavon (2-fenil benzopiron) 

ile ilişkilidir (Prasain vd., 2004).  

Son yılarda pek çok araştırma çalışmaları polifenoller bakımından zengin besinlerin 

tüketimiyle onların antioksidan özellikleri sayesinde kardiovasküler hastalıklar, belli 

kanser tipleri ve diğer yaşlanmayla ilgili hastalıklardan korunmayı ilişkilendirmişlerdir 

(Fabre vd., 2001; Borbalán vd., 2003; Rice-Evans ve Packer,1998; Chang ve Kinghorn, 

2001). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasiteleri onların molekül yapılarına 

bağlıdır. Hidroksil gruplarının pozisyonu ve sayısı ve flavonoidlerin kimyasal 

yapılarındaki diğer özellikler onların antioksidan ve serbest radikal temizleme aktiviteleri 

için önemlidir (Suschetet vd., 1998). Kuersetin dietlerde en bol bulunan flavonol olup 

serbest radikal temizleme aktivitesi açısından tüm doğru yapısal özelliklere sahip olduğu 

için potansiyel bir antioksidandır (Pietta, 2000; Erkoç vd., 2003). Flavonoidler insan 

vücudu tarafından üretilemezler ve bundan dolayı da başlıca günlük diyetlerden 

alınmalıdırlar.  

Bazen aglikonları halinde mevcut olmalarına rağmen flavonoidler genellikle onların 

sudaki çözünürlüğünü artıran ve inaktif formda depolanmalarına müsaade eden glikozit 

formlarında bulunurlar (Cuyckens ve Claeys, 2004).  O- ve C- olmak üzere iki glikozidik 

bağ tipi vardır. C- glikozilasyon bölgesi aglikonun C–6 veya C–8 pozisyonuyla sınırlıyken, 

O- glukozilasyon bölgesi genelde aglikonun fenolik hidroksil grubunda bulunur (Şekil 2) 

(Becchi ve Fraisse, 1989). Aglikonların bir ya da daha fazla hidroksil grupları asit-kararsız 

glukozidik O-C bağıyla oluşan bir şekere bağlıdırlar. Flavonoidlerde genellikle 

glikozillenen belli hidroksil grupları vardır. Bunlar flavonlar, flavanonlar ve izoflavonlarda 

7-hidroksil grubu ve flavonoller ve flavanollerde 3- ve 7-hidroksil gruplarıdır. 5-hidroksil 

grubu C–4 de bitişik karbonil grubuyla hidrojen bağına katıldığı için C–4 de karbonil 

gruplu bileşikler için 5-O-glukozidler nadirdir (Prasain vd., 2004). 
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Tablo 2. Flavonoidlerin grupları ve bu gruplara ait bileşikler 
 

Antosiyanidinler 

 

Flavonlar 

O

O
 

İzoflavonlar 

 

O

O

 

Siyanidin 
Delfiinidin 
Malvidin 
Pelargonodin 
Petunidin 
Peonidin 

Apigenin 
Baisalein 
Diosmin 
Genkwain 
İsohoifolin 
Luteloin 
Riyofilin 
Tektokrisin 

BiokemA 
Daidzein 
Formomonetin 
Genistein 
Glisitein 
Glisititein 
Daidzm 
Genistin 
Siyertim 

Flavonoller 

O

OH
O  

Flavanoller 

O

OH
 

Flavanonlar 

O

O
 

Astralagin 
Hiperosid 
İsokuersitrin 
İsohamnetin 
Kempferid 
Kampferol 
Mirisetin 
Kuersetin 
Kuersitrin 
Ramnetin 
Rutin 

 

Kateşin 
Gallokateşin 
Epikateşin 
Epigallokateşin 
Epikateşin-3-gallat 
Epigallokateşin-3-gallat 
 

Diydmin 
Eriositrin 
Eriodisitiyol 
Hesperetin 
Hesperidin 
İsosakuranetin 
Naringenin 
Naringin 
Narirutin 
Neriositrin 
Neohesperidin 
Pinosembrin 
Ponsirin 
Prunin 

 

Antosiyaninler, flavanollerin B aromatik halkasına bir hidroksil grubunun 

bağlanmasıyla meydana gelir. Aglikonları antosiyanidinler’dir. En önemlileri; apigenidin, 
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siyanidin, malvidin ve delfiinidin’dir. Antosiyaninler bitkilere kırmızı, mavi veya menekşe 

rengi veren, suda çözünür pigmentlerdir. Renkli meyvelerde özellikle kırmızı ve mor renkli 

meyvelerde bol miktarda bulunur. Flavilyum katyonunun B halkasında yer alan bileşene 

bağlı olarak renk değişir; renk, -OH grubu arttıkça maviye, -OCH3 grubu arttıkça kırmızıya 

doğru değişmektedir (Mazza ve Brouillard, 1990). Bitkilerde yaklaşık 200 farklı 

antosiyanin teşhis edilmiştir. Antosiyaninlerin yapısında hetorosiklik bir halka olan 

pirilyum katyonu bulunmaktadır. Pirilyum ise yapısında pozitif yüklü bir oksijen bulunan 

bir oksonyum iyonudur. Antosiyaninler bu eksik elektrondan ötürü oldukça aktif 

niteliktedir. Antosiyaninler kimyasal olarak 2-fenilbenzopirilin’in polihidroksi ve 

polimetoksi türevlerinden oluşan glikozitlerdir. Bu yapı, şeker gruplarının (mono-ditri 

sakkaritler), şeker olmayan (aglikon) maddelerle birleşmesi ile oluşmaktadır. 

Antosiyaninlerin şeker olmayan kısmı, fenolik maddelerden antosiyanidinler (C6-C3-C6) 

olarak adlandırılmaktadır. Her bir antosiyanidinin farklı şeker ya da asitlerle, farklı 

pozisyonlarda bağlanması ile çok sayıda antosiyanin oluşabilmektedir. (Jamet ve Ebeling, 

2002). Antosiyaninler arasındaki farklılıklar moleküldeki hidroksil ve metoksil gruplarının 

sayısı ve konumu, moleküle bağlanan sekerlerin sayısı, türü ve bağlanış pozisyonu ve 

moleküldeki sekerlere bağlı bileşiklerin türünden kaynaklanmaktadır (Clifford, 2000). 

Antosiyaninler, yüksek antioksidan kapasiteye sahip olup aktif oksijen formlarının neden 

olduğu kanser, kalp hastalıkları gibi birçok hastalığın oluşum ve gelişimini önlemektedirler 

(Wang vd., 1997; Nakajima vd., 2004). Tablo 3’de bu çalışmada analiz edilen fenolik 

bileşiklerin formülleri verilmektedir. 
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Tablo 3. HPLC analizlerinde kullanılan fenolik bileşikler ve formülleri 
 

Fenolik Bileşiğin 
İsmi Formülü Fenolik Bileşiğin 

İsmi Formülü 

Gallik asit 

 
OHO

OH
OHOH

 

p-Kumarik asit 

OOH

OH  
 

Protokatekuik asit 

OHO

OH
OH

 

Ferulik asit 

OHO

OH
OMe

 

 p-Hidroksibenzoik 
asit 

OHO

OH  

Benzoik asit 

 

OH

O

 

Kateşin 

 

O

OH

OH

OH
OH

OH

 

Rutin 

Klorojenik asit 

 

OH
OHOH

OOH O

O
OH

OH

 

o-Kumarik asit 

OOH

OH
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Tablo 3’ün devamı 
 
Fenolik Bileşiğin 
İsmi 

Formülü Fenolik Bileşiğin 
İsmi 

Formülü 

Vanillik asit 

OHO

OH
OMe

 

cis, trans-
Absisik asit 

 

CH3 O OH
OH

CH3

O

CH3 CH3

 

Kafeik asit  

OHO

OH
OH

 

trans-Sinnamik 
asit 

OHO

 

Şiringik asit 

OHO

OH
OMeMeO

 

Kuersetin 
O

OH
OOH

OH

OH
OH

 

Epikateşin 

 

O

OH
OH

OH

OH
OH

 

Propil paraben 

 
OO

OH

CH3

 
 

1.5. Kromatografi 
 

Kromatografinin ilk uygulamalarını bir Rus botanikçi olan Mikail Tswett 1903 

yılında gerçekleştirmiştir. Tswett bitki pigmentlerini, içini kalsiyum karbonat ile 

doldurduğu bir cam boruda birbirinden ayırmıştır. Pigmentler kolunun içinde ayrılırken 

renkli bantlar oluşturduğunda Tswett bu yönteme yunanca renk anlamına gelen “chroma” 
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ve yazma, kaydetme anlamına gelen “graphien” kelimelerini birleştirip “chromatography” 

adını vermiştir (Skoog vd., 1998; Gündüz, 2001; Ettre, 2003).  

Kromatografi, bir karışımda bulunan bileşenlerin birbirinden ayrılmasını 

gerçekleştiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapıldığı yöntemlerin genel 

adıdır (Yıldız ve Genç, 1993). Bu yöntemlerde çalışma düzeneği temel olarak iki 

bileşenden oluşur. Bu bileşenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz adı verilir. Sabit 

faz bir kolon içerisine doldurulmuş veya düz bir zemin üzerine yayılmış herhangi bir katı 

veya katı üzerine emdirilmiş bir sıvı, hareketli faz ise sıvı, gaz veya süperkritik bir akışkan 

olabilir. Sabit fazın amacı maddeleri üzerinde alıkoymak, hareketli fazın amacı da 

maddeleri sabit fazın üzerinde hareket ettirmektir. Hareketli faz bir kolon içinde, ya normal 

gravitasyon (yer çekimi) kuvvetiyle veya basınçla kolondaki sabit faz üzerinden geçirilir. 

Ayırım, maddelerin sabit faz ile hareketli faz arasındaki tercihi doğrultusunda 

gerçekleşmektedir. Hareketli fazın içerisinde yer alan bileşenler, sabit faza ait dolgu 

maddesiyle etkileşmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, örnekteki farklı 

bileşenler için farklı miktarlarda olur. Karışımdaki bileşenler farklı kimyasal ve 

fizikokimyasal özelliklerinden dolayı sabit faza farklı kuvvetlerde tutunmakta bu nedenle 

hareketli faz maddeleri farklı hızda sürüklemektedir. Böylece bileşenler sabit fazın 

sonlarına doğru, farklı hızlarda ilerledikleri için, birbirinden ayrılmış vaziyette sabit fazı 

farklı zamanlarda terk ederler. Bu şekilde sabit fazdan çıkan bileşenlerin derişimleri uygun 

bir biçimde ölçülür ve zamana veya mobil fazın kullanılan hacmine karşı y-ekseninde 

işaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde edilir (Skoog vd., 1998; Gündüz, 

2001). 

 

1.5.1. Kromatografik Yöntemlerin Sınıflandırılması 
 

Kromatografik yöntemleri tek bir ölçüte göre sınıflamak zordur. Birden fazla kriterde 

farklı özellikte kromatografik uygulamalar mevcuttur. Kromatografik yöntemler sabit fazı 

taşıyan yüzeye göre temelde kolon ve düzlemsel olarak ikiye ayrılır. Kolon ve düzlemsel 

kelimeleri, sabit fazın tutturulduğu yüzeyin geometrik şekillerini anlatmaktadır (Skoog vd., 

1998; Gündüz, 2001).  

Ayırma mekanizmalarına göre ise kromatografik yöntemler; 

• Adsorpsiyon kromatografisi 

• Dağılma (paylaşım) kromatografisi 
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• İyon değiştirme kromatografisi 

• Boyut eleme (jel filtrasyon) kromatografisi  

olarak sınıflandırılabilir. 
 

Tablo 4. Kromatografik yöntemlerin sınıflandırılması 
 

Hareketli fazlar Ayırma mekanizmaları Sabit fazın  
tutturulduğu yüzey 

Gaz kromatografisi: Gaz-sıvı; 
Gaz-katı Adsorpsiyon kromatografisi Kolon  

Sıvı kromatografisi: Sıvı-sıvı; 
Sıvı-katı 

Dağılma (paylaşım) 
kromatografisi Düzlemsel  

Süper kritik akışkan 
kromatografisi İyon değiştirme kromatografisi  

 Boyut eleme kromatografisi  

 

Adsorbsiyon Kromatografisi: Sıvı kromatografi tarihinde ilk olan ayrım yöntemidir. 

Adsorbsiyon kromatografisi silikajel ve alumina gibi adsorban maddelerin yüzeyi ile 

ilgilidir. Bu adsorban moleküller sabit fazı oluşturur. Bir maddenin tutunma gücü, 

molekülündeki fonksiyonel grup türüne ve sayısına bağlı olup, farklı maddeler kolonu 

farklı zamanlarda (alıkonma zamanı) terk eder (Trathningg vd., 2004). 

Dağılma (paylaşım) Kromatografisi: Örnekteki madde veya maddeler, sabit ve 

hareketli faz arasında dağılır. İki faz arasında sürekli aktarımlar sonunda çözünen 

moleküller, hareketli faz sisteme verildikçe numunenin çözünmüş kısmı kolonda taşınır. 

Çözünen madde kolonda yalnız hareketli fazla taşındığından, ortalama göç hızı, çözünen 

maddelerin hareketli fazda geçirdiği zamanın sabit fazda geçirdiği zamana oranına 

bağlıdır. Sabit faz tarafından kuvvetli tutulan türler için bu oran küçük, hareketli fazda 

tutulma büyük ise aynı oran büyüktür. Dağılma kromatografisinde sistemin ayırım gücü, 

sabit faz, hareketli faz ve maddenin polaritesine bağlı olarak değişir (Skoog vd., 2000). 

İyon Değiştirme Kromatografisi: İyonların iyon yüklerine göre yüzeye tutturulmuş 

başka bir iyonun yerini alma olayıdır. İyonların (katyon-anyon) yer değiştirmesine dayanan 

bu kromatografi, inorganik iyonların, proteinlerin, peptidlerin ve aminoasitlerin ayrımı için 

oldukça uygundur. İyon değiştirme mekanizmasında hareketli fazın pH' sı ve iyonik gücü 

alıkonma süresi üzerinde, hareketli fazın organik çözücü içeriğine oranla daha fazla 

etkilidir (Kato vd., 2004). 
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Boyut Eleme Kromatografisi: Jel geçirgenlik veya jel süzme kromatografi adı verilen 

boyut eleme kromatografi, özellikle yüksek mol kütleli türlere uygulanabilen bir tekniktir. 

Boyut eleme kromatografi için dolgu maddeleri, çözünen madde ve çözücü moleküllerinin 

içine difüzlenebileceği düzgün bir gözenek ağı içeren küçük boyutlu silis veya polimer 

partiküllerden meydana gelmiştir. Gözenekler içinde moleküller, etkin bir şekilde yakalanır 

ve hareketli faz akımı ile uzaklaştırılır. Dolgu maddesinin ortalama gözenek açıklığından 

daha büyük olan moleküller dışarıda tutulur ve böylece hiç alıkonmazlar. Bu gibi türler ilk 

olarak elüe edilirler. Gözeneklerden önemli derecede küçük çapa sahip olan moleküller, 

labirent şeklindeki gözeneklere nüfuz edebilir veya geçebilir, böylece en uzun süre 

tutulmuş olurlar; bunlar en son elüe edilirler. Dolgu maddesinin gözenek büyüklüğü ve 

örnekte bulunan moleküllerin boyutu alıkonma süresini etkiler (Skoog vd., 1998).  

Kromatografi hareketli fazın özelliklerine bağlı olarak başlıca üç forma ayrılabilir: 

gaz kromatografisi, sıvı kromatografisi, süperkritik akışkan kromatografisi. Hareketli fazın 

gaz olduğu kromatografi türü gaz kromatografisi, sıvı olduğu türe ise sıvı kromatografisi 

denir. Kritik sıcaklığının üzerindeki sıcaklığa kadar ısıtılıp, basınç ile sıvılaştırılan gazlar 

ile gerçekleştirilen kromatografiye süper-kritik akışkan kromatografisi denir (Skoog vd., 

1998). 

Kromatografik yöntemde hareketli faz apolara yakın, sabit faz polar ise normal faz 

kromatografi (Normal Phase Chromatography, NPC), hareketli faz polara yakın sabit faz 

apolar ise ters faz kromatografi (Reversed Phase Chromatography, RPC) olarak 

adlandırılır. Normal faz kromatografisinde sabit faz oldukça polar yapıda (örneğin silika 

jel), hareketli faz ise n-hekzan ya da tetrahidrofuran gibi apolar yapıdadır. Burada polar 

olan kolon dolgu materyali ile etkileşen polar örneklerin alıkonma süreleri daha az polar 

olan örneklere oranla daha fazladır. Bu nedenle örnek bileşenlerinden daha polar olanlar, 

kolondan daha geç çıkarlar ve ayırma gerçekleşir. Ters faz kromatografisinde ise sabit faz 

apolar (hidrofobik), hareketli faz ise su ve asetonitril karışımı gibi polar yapıdadır. Burada 

apolar yapıdaki örnek bileşenleri kolonda daha uzun kalırlar (Snyder vd., 2010).  

 

1.5.2. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 
 

Sıvı kromatografisinin ilk uygulamaları, cam bir kolona doldurulan tanecik boyutları 

100-250 µm olan sabit fazlarla yapılmaktaydı. Hareketli fazın bu taneciklerin arasından 

numuneyi sürüklemesi yer çekimi kuvvetiyle olduğundan analiz uzun sürmekte dolayısıyla 
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bileşenlerin bantları geniş olmaktaydı. Cam kolona basınç ya da vakum uygulandığındaysa 

sabit faz taneciklerinin büyük olması sebebiyle maddeler sabit fazla etkileşememekte ve 

ayırım gerçekleşememekteydi. Sabit faz taneciklerinin gelişen teknoloji ile 3-5 µm 

indirilmesi ve bu taneciklerin arasından hareketli fazı geçirebilecek basınçta pompalar 

geliştirilmesiyle yüksek performanslı sıvı kromatografisi oluşmuştur (A.Ü., 2006). Yüksek 

performanslı sıvı kromatografisine, İngilizce söylenişinin baş harfleriyle oluşmuş HPLC 

(High Performance Liquid Chromatography) denilmektedir Günümüzde özellikle 

biyolojik, farmakolojik, besinsel, çevresel ve endüstriyel v.b. numunelerde organik ve 

anorganik bileşiklerin ayrılma ve belirlenmesi için uygulanmaktadır.  

Avantajları; 

• Analiz sonuçlarının tekrar edilebilirliğinin yüksek olduğu bir cihazdır. 

• Uygun kolonlar kullanıldığında tüm kromatografik tekniklerin uygulanabildiği bir 

cihazdır. 

• Sıvı ortamda çözünebilen hemen hemen tüm bileşenlerin ayrımı için kullanılabilir. 

• Uçucu olmayan ve sıcaklıkla kolayca bozulabilen maddelerin ayrılmasına 

uygundur. Amino asitler, proteinler, nükleik asitler, hidrokarbonlar, 

karbohidratlar, ilaçlar, terponoidler, pestisitler, antibiyotikler ve steroidler gibi 

birçok biyoteknolojik ürüne uygulanabilir. 

• Farklı prensiplerle çalışan çok sayıda dedektöre uygundur. 

• Analiz için kullanılan örnek hacmi küçüktür (10-100 µL). 

• HPLC kolonları rejenerasyon gerekmeksizin pek çok kez kullanılabilir. 

• Duyarlık çok yüksektir, 10 µg lık bir örnek bile, floresans veya elektron yakalama 

dedektörleri kullanılarak tayin edilebilir. 

• Analiz süresi nispeten kısadır. 

Dezavantajları; 

• Hareketli faz sarfiyatı fazladır. 

• HPLC’de hareketli faz olarak kullanılan çözücülerin maliyeti yüksektir. 

HPLC enstrümanları bir hareketli faz deposu, bir pompa, bir enjektör, bir ayırma 

kolonu (seçimli ön-kolon), bir dedektör ve bir integratör veya bilgisayarlı dijital sinyal 

alıcısı ve ihtiyaca göre bir kolon ısıtıcısı içerirler. Kromatografik analiz süreci, çözücüde 

çözünmüş örneğin sisteme enjekte edilmesi ile başlar. Bu sistemin kalbi, ayırmanın 

gerçekleştiği kolondur. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan örnek, kolon içinde 

bileşenlerine ayrılmaya başlar. Her bileşenin gönderdiği sinyaller dedektör tarafından 
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kaydedilir. Dedektör tarafından kaydedilen ve bilgisayara aktarılan sinyallerin tamamı 

kromatogram olarak adlandırılır. 

 

 
 
Şekil 3. Bir HPLC cihazının şematik gösterimi 

 

1.5.2.1. Hareketli Faz Deposu ve Hareketli Faz 
 

Modern bir HPLC cihazı, bir veya daha fazla, 200-1000 mL çözücü içeren camdan 

veya çelikten yapılmış hazne içermektedir. Çözücülerin bulunduğu hareketli faz depoları 

kolonda ve dedektör sisteminde gaz oluşturarak bozucu etkilere sebep olan çözünmüş 

gazların (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi için bir cihazla donatılmıştır (Skoog vd., 

1998). Çoğunlukla bu sistemler, çözücü içinde bulunabilecek toz ve partikül halindeki 

maddelerin pompaya ve enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu tıkamaması 

için, toz ve partikül maddeleri süzmeye yarayan bir süzme düzeneği de içerirler. 

Sabit bileşimdeki tek bir çözücü kullanılarak yapılan bir ayırma izokratik elüsyon 

olarak adlandırılır. Sıklıkla, ayırma etkinliği gradiyent elüsyonu ile büyük ölçüde arttırılır. 

İzokratik Elusyon: Kolona sabit bileşimdeki hareketli faz pompalanır. Hareketli fazın 

polaritesi sabit olduğu için kolona çok fazla ilgi duyan bileşenleri kolondan atmak zorlaşır 

ve elusyon süresi uzar. Maddelerin molekül büyüklüğüne göre tayini de bu elusyon türü ile 

gerçekleşir.  

Gradient Elusyonu: Hareketli faz bileşimi analiz boyunca doğrusal olarak değişir. 

Analiz örneğinin kolon dolgu materyali yüzeyine afinitesi önemlidir. Ortamdaki eluentin 

polaritesi zamanla değiştirilerek örneklerin partikül yüzeyine afinitesi değiştirilir ve ayırma 

sağlanır. Gradiyent elüsyonda çözücünün bileşimi programlanarak ya devamlı veya 

basamaklı arttırılabilir. Gradiyent elüsyonu da düşük basınçlı ve yüksek basınçlı gradient 
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elüsyon olmak üzere iki kısma ayrılır. Düşük basınçlı gradient sistemde tek pompa, 

maksimum 4 farklı mobil faz kullanılır ve hareketli fazlar pompadan önce karıştırılır. 

Yüksek basınçlı gradient sistemde ise 2 ya da 3 pompa, 2 ya da 3 farklı mobil faz kullanılır 

ve mobil faz pompadan sonra karıştırılır.  

Maddeleri kolonda sürükleyen çözücü sistemidir ve içeriği analize göre 

belirlenmelidir. Hareketli faz maddelerin kolona tutulmasına izin vermeli fakat aynı 

zamanda tutunan maddeleri sürükleyebilmelidir. Eğer hareketli faz maddelerin kolondan 

tutulmasına izin vermez ise maddeler birbirinden ayrılamaz, kolonda tutunan bileşikleri 

sürükleyemez ise de kolondan çıkartıp dedektöre ulaştıramaz ve bileşenler dedekte 

edilemezler (A.Ü., 2006). 

Hareketli faz olarak kullanılan çözücüler çok saf olmalıdırlar ve kesinlikle partikül ve 

hava kabarcığı içermemelidirler. Analiz esnasında sistemde oluşabilecek bir hava 

kabarcığı, dedektörün önünden geçerek istenmeyen sinyaller verebilir ve kolondaki 

partiküllerin homojen dağılımını bozabilmektedir. Fakat çoğu çözücücünün içerisinde 

çözünmüş gazlar bulunduğundan, hareketli fazlar hazırlandıktan sonra bu çözünmüş 

gazlardan arındırmalıdırlar. Bu işleme gazan arındırma (degaz) denir. 

Hareketli faz olarak kullanılacak çözücüler istenen kromatografik ayırma 

mekanizmasına göre belirlenir. Normal faz sıvı kromatografisinde maddeler polar kolonda 

adsorpsiyon prensibiyle ayrılacaksa, hareketli faz çözücüleri apolar olmalıdır (hegzan, 

pentan, kloroform, ksilen vb. ya da bunların karışımları). Ayırım ters faz yöntemi ile 

yapılacaksa hareketli faz çözücüleri polara yakın olmalıdırlar (su, metanol, asetonitril, 

etanol vb. ya da karışımları) (Snyder vd., 2010).  

 

1.5.2.2. Pompa 
 

Kolon dolgu materyali olarak üretilen partiküllerin kolon içerisine doldurulması 

işlemi ve hareketli fazın hareketlendirilmesinde kullanılan parçadır. Bir HPLC pompası 

6000 psi (≈410 atm) basınca kadar çıkabilmektedir (Skoog vd., 1998; A.Ü., 2006). 

Kullanılan partiküllerin boyutu küçüldükçe uygulanan basıncın da arttırılması 

gerekmektedir. Ancak küçük partiküller yüksek çözünürlük, hızlı analiz ve yüksek örnek 

yükleme kapasitesi gibi bir takım avantajlara da sahiptir. Modern pompalar aşağıdaki 

özelliklere sahiptir:  

• 400 atm’e kadar basınç üretimi, 
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• Puls içermeyen basınç çıkışı, 

• Çok sayıda çözücünün korozyon etkisine dayanaklı (paslanmaz çelik veya 

teflondan yapılmış sızdırmazlık), 

• Akış hızı hassas ayarlanabilmeli ve kararlı akış hızında çalışabilme (0,01–10 

mL/dk arasında akış hızı ve %0,5 veya daha iyi bir bağıl tekrarlanabilirlikte akış 

kontrolü). 

Ticari olarak mevcut pompalama sistemlerinin farklı tipleri şunlardır (Skoog vd., 

1998; URL-4, 2010): 

• Pistonlu pompalar (emme basma pompa) 

• Şırınga tipi (sürgülü) pompalar 

• Doğrudan gaz basınç pompaları  

• Pnömatik hızlandırıcı pompalar 

Pistonlu pompalar en yaygın kullanılan HPLC pompalarıdır. Çalışma mekanizması 

tulumba gibidir. Genellikle motor kontrollü bir pistonun ileri ve geri hareketiyle çözücünün 

pompalandığı küçük bir silindirden meydana gelmiştir. Pistonlu pompalar pulslu bir akış 

ürettiklerinden dolayı sakıncalıdır. Pistonlu pompaların üstünlüğü; küçük iç hacimleri (35-

400 µL), yüksek basınç çıkışı (700 atm’e kadar), gradiyent elüsyona uyarlanmaya hazır 

oluşları ve kolon geri basıncından ve çözücü viskozitesinden büyük ölçüde bağımsız olan 

sabit akış hızlarıdır. 

Şırınga tipi pompalar, enjektör gibi çalışırlar ve bir piston haznesindeki hareketli fazı 

sisteme enjekte ederler. Bir motordan güç alan vidalı mekanizma ile kumanda edilen 

sızdırmaz bir sürgüsü olan, şırınga benzeri silindirik bir kaptan ibarettirler. Sürgülü 

pompalar da viskoziteden ve geri basınçtan bağımsız bir akış üretirler. Ayrıca çıkış akımı 

pulssuzdur. Sakıncaları; sınırlı çözücü kapasitesi (≈250 mL) ve çözücü değiştirilmesi 

gerektiğinde karşılaşılan güçlüklerdir.  

Doğrudan gaz basınç pompalarında, yüksek basınçta sıvı akışının sağlanması, 

genellikle azot veya helyum gazının kullanılmasıyla olur. Gaz basıncı, hareketli fazın 

yüzeyine doğrudan veya bir diyafram yoluyla uygulanır. Bu sistem sınırlı bir hacme 

sahiptir, bu yüzden durdurularak tekrar çözücü ile doldurulmalıdır. Avantajı, ucuz ve tek 

hareketli faz kullanıldığında güvenilir olmasıdır.  

Pnömatik (havalı) pompalar da gaz basıncıyla çalışır. Gaz basıncı küçük alanlı bir 

pistonu iten büyük alanlı bir pistona etki eder. Gaz basıncı böylece pistonların yüzey 

alanları oranında kuvvetlenir. Sabit basınçtaki sıvı sisteme dağıtılır. Sıvının pompayı terk 
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etme hızı, çözücünün viskozitesine, pompa çıkışındaki akışın direncine ve kolon dolgu 

maddesiyle olan etkileşimine bağlıdır. 

Modern HPLC donanım pompaları bilgi işlemci kontrollü olup, çok çeşitli firma 

tarafından değişik modellerde üretilmektedir. Pompaların aynı zamanda çözücü oranlarını 

da değiştirebilecek şekilde programlanabilmesi, çözücü programlaması adı verilen ve çok 

daha etkin bir ayırmayı sağlayan tekniğin uygulanmasına olanak verir. Çözücüler, ayırma 

kolonuna girmeden önce karıştırılırlar. Bu sistem gerekli ayırmayı sağlamakta kullanılan 

iki hareketli faz için, iki yüksek basınç pompasına ya da gradiyent valfe sahiptir. Bu 

amaçla kullanılacak iki hareketli fazın tamamen karışabilir olması gerekir. Pompalar 

yoluyla çözücüler, ya difüzyon ya da mekanik olarak çalışan küçük hacimdeki karıştırma 

odalarında karıştırılırlar. 

 

1.5.2.3. Enjeksiyon Loopu 
 

Analiz edilecek karışımın sisteme verildiği parçadır. HPLC cihazlarında manuel (elle 

kumanda edilen) ve bilgisayar kumandalı oto-enjektörler (auto sampler) olmak üzere 2 

çeşit loop bulunmaktadır (A.Ü., 2006; URL-4, 2010).  

Manuel enjektörlerde örneğin enjekte edilebilmesi için enjektör önce doldurma 

pozisyonuna (load position)  getirilerek örnek, isteğe göre seçilebilen sabit hacimli,  loop 

içerisine doldurulur. Loop’a doldurulan örnek hacmi loop sabit hacmini geçerse, fazla olan 

kısım dışarıya otomatik olarak atılır. Daha sonra enjektörün kolu enjeksiyon pozisyonuna 

(inject position) getirilerek örnek mobil faz içerisine enjekte edilmiş olur. Kullanılan loop 

hacimleri çok değişken olup genellikle 5 µL-5 mL aralığında değişir. Loop hacmi 

küçüldükçe tekrarlanabilirlik adına yapılan hata oranı da büyümektedir.  

Oto enjektörler XY tipi ve carousel tipi olmak üzere iki tiptir. XY tipinde enjektör 

hareketli olup belirtilen koordinatlara giderek örneği şişesinden çekmekte ve loop 

vasıtasıyla mobil faza enjekte etmektedir. Bunun için seçilen örneklere ait bilgilerin, 

gerekli yazılım kullanılarak, önceden bilgi işlemciye girilmesi gerekmektedir. Carousel 

tipinde ise örnekler dönen, dairesel şekilli bir taşıyıcı vasıtasıyla sabit bir enjektörün altına 

taşınmaktadır. Otomatik enjektörler ile istenen hacimlerde numuneyi sisteme vermek 

mümkündür. 

Numune enjeksiyonu yüksek basınçta yapılır. Enjekte edilen numune, yüksek 

basınçta pompalanmakta olan hareketli fazın arasına verilir ve numune kolona doğru 
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hareketli faz tarafından sürüklenir (Gündüz, 2001). Ulaşma çok küçük bir hacim içinde 

olur (numune dağılmaz). Çünkü hareketli faz, sıvısının büyük bir kısmı yan geçişten 

yoluna devam ederken, çok az bir kısmı numuneyle karışıp ana hareketli fazla birleşir. 

Böylece numune fazla seyrelmeden (dağılmadan) kolona ulaşır. Numune seyrelirse 

dedektörden yayvan pikler elde edilir.  

 

1.5.2.4. Kolonlar 
 

Modern HPLC donanımının 4 temel yapı taşından birisi olan kolon, karmaşık 

örneklerde bileşenlerin birbirinden iyi çözünürlükle ayırımından sorumlu sabit fazdır. 

Kolon imalatında yapı materyali olarak 316 paslanmaz çelik, teflon, cam veya peek en sık 

tercih edilenlerdir.  

Bir kromatografik sistemin performansı, kolonda gerçekleştirilen ayırma ile yani, 

kolon dolgu maddesinin seçilmesi ve kullanılmasıyla tayin edilir. İyi bir kolon dolgu 

maddesi kararlı olmalıdır ve hem hareketli faz çözücülerine hem de örnek çözeltilere karşı 

inert olmalıdır. Geniş yüzey alanına, düzgün olarak dağılmış ve hareketli faza kolay 

erişebilir açık yapısal yüzeye sahip olmalıdır. Yüksek basınç ve yüksek akış hızlarından 

etkilenmemelidir. Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama parçacık çapı, kolonu 

doldurmak için kullanılan teknikler, kolonun iç çapı ve kolonun iç yüzeyinin geometrisi 

gibi pek çok faktör tarafından tayin edilir. Paslanmaz çelik kolonların, malzeme özellikleri 

açısından en uygun kolonlar olduğu ortaya çıkmıştır. Analitik uygulamalarda, 2,1 mm, 3,2 

mm ve 4,5 mm iç çapa sahip kolonlar 10-30 cm arasındaki uzunluklarda kullanılırlar. 

Kolon dolgu maddesi olarak genel de boncuk şeklinde iki tip madde kullanılır. 

Birinci tip maddeler gözenekli olmayan cam veya bir polimerden yapılır. Çapları genellikle 

30-40 µm’dir. Yüzeylerine gözenekli yapıda silika, alümina veya iyon değiştirme reçinesi 

kaplanır. Bazı uygulamalarda bu şekilde kaplanmış olan boncukların üstüne bir kaplama 

daha yapılır, bu adsorpsiyonla kaplanmış veya yayılmış bir sıvıdır. Boncuk şeklindeki 

parçacıklar duruma göre doğrudan bir organik maddeyle de kaplanabilir. Bunlar halen 

sadece koruyucu kolon dolgu maddesi olarak kullanılır. Boncuk şeklinde olan ikinci tip 

maddeler gözeneklidir. Bunlar çapları 3-10 µm olan mikro parçacıklardır. Bunlar da silika, 

alümina ve iyon değiştirme reçinelerinden yapılır. Ancak en çok silikadan yapılanlar 

kullanılır. Gözenekli madde neyle yapılmış olursa olsun, yüzeyi film şeklinde organik 

maddeyle kimyasal veya fiziksel olarak kaplanır (Gündüz, 2001).  
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Kolonun, hareketli fazın girdiği ve çıktığı uçlarında sürüklenmemesi için iki tıkaç 

(frit) bulunur. Tıkaçlar porlu yapıda olup sıvının geçişine izin vermekte fakat sabit fazın 

geçişine izin vermemektedir (A.Ü., 2006). 

 

 

 
 

Şekil 4. Bir HPLC kolonu 
 

Kolonun ayırım gücü ve performansı yapıldığı materyalden çok, iç yüzeyine yapılan 

kaplamada kullanılan malzemenin kimyasal ve fiziksel özelliklerinden etkilenmektedir. 

Kullanılan bu tür kaplama malzemeleri çok çeşitli olup, kullanılacak mobil fazın ve 

uygulanacak HPLC metodunun özelliklerine ve analizi yapılacak örneğin bilinen kimyasal 

ve fiziksel özelliklerine göre seçilmelidir. Seçilecek kolonun HPLC uygulamasında 

kullanılacak akış hızı ve dolayısıyla oluşacak basınca dayanıklı olmasına dikkat 

edilmelidir. Birçok analitik kolonun iç çapı 2-5 mm aralığında değişmektedir. Kolon iç 

çapı arttıkça akış hızı ve iç doldurma hacmi artmakta ama oluşacak piklerin çözünürlüğü 

dolayısıyla duyarlılık azalmaktadır. Kolonların boyları (uzunluğu) çok çeşitli olup 

genellikle 30-300 mm aralığında değişmektedir. Kolon uzunluğu arttıkça örnek 

bileşenlerinin ayırımı daha iyi olmakta fakat analiz süresi uzadığı için daha fazla mobil faz 

harcanmaktadır. Kolon boyutlarının tanımlanmasına uluslararası standartlar getirilmiştir. 

Buna göre önce mm cinsinden uzunluk ve çap yazılmakta, bunu firma adı, sabit faz türü, 

Ao türünden poroz yüzey çapı ve µm cinsinden partikül büyüklüğü izlemektedir. Örneğin, 

250/4,6 Nucleosil C18 100-5 yazıldığında, kolonun 250 mm uzunluk ve 4,6 mm iç çapa 

sahip olduğu anlaşılmaktadır. Kolonun firması (markası) Nuclesoil olup, sabit faz türü 

normal fazda kullanılan bir tür olan C18’dir. Poroz yüzey çapı 100 Ao olup, dolgu 

materyaline ait partikül büyüklüğü 5 µm’dir (URL-5, 2010). 
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1.5.2.5. Koruyucu Kolonlar 
 

Analitik kolonlar, maliyetli olduklarından, ömrünü artırmak amacıyla hareketli faz 

bunlara gelmeden önce genellikle kısa bir kolondan geçirilir. Bu kolonun görevi, sadece 

partikül haldeki maddeleri ve çözücü içindeki yabancı maddeleri tutmak değil, aynı 

zamanda numune içinde bulunan ve durgun faza tersinmez olarak bağlanan bileşen durgun 

faz ile doyurularak analitik kolondaki çözücü kaybının en aza indirilmesini sağlar. 

Koruyucu kolonun dolgu maddesinin bileşimi, analitik kolonunkine benzer olmalıdır; 

bununla beraber, basınç düşüşünü en aza indirmek için tanecik boyutu genellikle daha 

büyüktür. Koruyucu kolon kirlendiği zaman tekrar yeni dolgu maddesi ile doldurulmalı 

veya aynı tipteki bir yenisi ile değiştirilmelidir (Skoog vd., 1998). 

 

1.5.2.6. Kolon Fırını  
 

Birçok uygulama için kolon sıcaklığının yakından kontrolü gerekli değildir ve 

kolonlar oda sıcaklığında kullanılırlar. Ancak, çoğu zaman, kolon sıcaklığı, derecenin onda 

bir kaçı hata ile sabit tutulduğu zaman daha iyi kromatogramlar elde edilmektedir. Birçok 

modern ticari cihaz, kolon sıcaklığını oda sıcaklığından, 150oC’ye kadar her sıcaklıkta 

onda bir hata ile sabit tutabilen kolon ısıtıcıları ile donatılmıştır. Kolonlar, sabit sıcaklıktaki 

suyla da kontrol edilebilirler (Skoog vd., 1998).  

 

1.5.2.7. Dedektörler 
 

Kolonda ayırımı yapılan analizlenecek maddeye ait bileşenlerin alıkonma 

zamanlarına göre sırayla içerisinden geçerken miktar tayinlerinin yapıldığı HPLC 

donanımıdır. Örnek, hareketli faz ile birlikte kolon boyunca sürüklenerek dedektöre taşınır. 

HPLC cihazlarında kullanılan dedektörler, diğer sıvı kromatografisi cihazlarında kullanılan 

dedektörlerle aynıdır. Analizin amacına göre farklı dedektörler kullanılır. İdeal bir 

dedektör şu özelliklere sahip olmalıdır (Gündüz, 2001; URL-4, 2010): 

1. Düşük gürültü seviyesine sahip olmalıdır bu sayede ayrılan bileşenlerin küçük 

miktarları saptanabilir. 

2. Hızlı ayrılan pikleri kaydetmek için süratli cevap zamanına sahip olmalıdır. 



 

 

31

 

3. Hareketli fazdaki akış hızı, sıcaklık ve fazın bileşimindeki değişimlere karşı bir 

dereceye kadar cevap vermemelidir. 

4. Bütün çözünenlere cevap vermelidir veya en azından tahmin edilebilir bir 

seçiciliğe sahip olmalıdır. 

5. Elde edilen piklerden nitel pikler de elde edilebilmelidir. 

6. Oluşan pikler kalitatif bilgi de sağlamalıdır. 

Kullanılacak dedektörün türü analiz edilecek maddenin fiziksel ve kimyasal 

özelliklerine göre seçilmelidir. HPLC donanımında 4 temel bileşenden birisi olan 

dedektörler, örnek bileşenlerini tayin ederken ölçtükleri fiziksel özelliklere göre, 8 çeşittir:  

Ultraviole/görünür bölge dedektörü (Ultraviolet/Visible dedector-UV/VIS): 

Absorbans dedektörleri kromatografi kolonundan gelen elüantın absorbansını ölçen 

cihazlardır. Birçok absorbans dedektörleri çift ışın demetlidir. Işın demetlerinden birisi 

elüe edilmiş çözeltiden, diğer demet ise, şiddetin azaltılması için bir filtreden geçirilir. Bu 

demetleri ölçmek için birbiriyle uyumlu çalışan iki fotoelektrik dedektör kullanılır. Işın 

yolu kesicili bir sistem de kullanılabilir. Bu durumda tek fototüp yeterli olur. Her iki 

durumda da kromatogram, dönüştürülmüş iki sinyalin oranının logaritmasının zamana 

karşı çizilen grafiğinden meydana gelmiştir. Spektrum taraması yapmak, farklı dalga 

boyunda çalışmak veya dalga boyunu zamana karşı programlamak mümkündür (Gündüz, 

2001; URL-5, 2010).  

Fotodiyot dizisi dedektörü (Photodiode array dedector-DAD): UV/VIS dedektörden 

farkı, 512 elementten oluşan bir yüzeyde, her elementin ayrı bir dalga boyundaki 

absorbansı eş zamanlı olarak ölçebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak 

ve istenilen her pikin çok hızlı spektrum taramasını görebilmek olasıdır. Ayrıca istenilen 

dalga boyu aralığında çalışılabilmesi bu dedektörün sağladığı bir diğer önemli avantajdır. 

Kullanılan ışık kaynağı döteryum veya tungsten lambadır (URL-5, 2010).  

Floresans dedektörü (Fluorescence dedector-FLD): Organik maddelerin yaklaşık 

%15’i floresans oluşturma yeteneğine sahiptir. Oluşan fluoresans ölçülmektedir. En basit 

floresans dedektörlerinde, uyarıcı kaynak olarak civa lambası, ışınları süzmek için de bir 

veya birkaç filtre kullanılır. Daha iyi cihazlarda kullanılan ışık kaynağı ksenon lamba olup 

floresans ışımasını izole etmek için ise optik ağ monokromatör kullanılır. Duyarlılığı 

UV/VIS dedektöre göre en az 10 kat fazladır (Skoog vd., 1998; URL-5, 2010).  

İletkenlik dedektörü (Conductivity dedector-CDD): İletkenlik ölçülür. Daha çok 

anyon ve katyon analizlerinde kullanılır. Sıcaklık kontrolü çok önemlidir bu sebeple kolon 
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fırını içerisinde çalışılmalıdır. Kullanılan mobil fazın iletkenliği ne denli düşük olursa 

oluşan gürültü de o denli düşük olur (URL-5, 2010).  

Refraktif indeks dedektörü (Refreactive index dedector-RID): Kırılma indisi ölçülür. 

Örnek bileşenlerinin bulunduğu ortamda yoğunluk artacağından gelen ışık kırılarak 

hücreyi terk eder. Işığın ölçülen kırılma oranından (kırılma indisi) kantitatif tayin yapılır.  

Kırma indisi dedektörlerinin, hemen hemen bütün analitlere cevap vermek gibi önemli bir 

üstünlüğü vardır. Ayrıca güvenilirdirler ve akış hızından etkilenmezler. Ancak, bunlar 

sıcaklığa karşı oldukça duyarlı olduklarından, sıcaklıkları, derecenin binde birkaçından 

daha az değişecek şekilde tutulmaları gerekir. Ne var ki, bunlar diğer tip dedektörler kadar 

duyarlı değildir (Skoog vd., 1998; URL-5, 2010). 

Elektrokimyasal dedektör (Electrochemical dedector-ECD): Elektroaktif maddeler 

analizlenebilir. Yani bileşenler, belirli potansiyel değerlerinde yükseltgenebilir veya 

indirgenebilir olmalıdır. Ölçülen fiziksel özellik tayin sırasında oluşan elektrik akımıdır. 

Bu cihazlar amperometri, polarografi, kulometri ve kondüktometri esasına göre 

çalışmaktadır (Skoog vd., 1998; URL-5, 2010). 

Kütle spektrometrik dedektör (Mass dedector-MS): Örnek bileşenlerine ait çok özgün 

kromatogramlar elde edilir, dolayısıyla özellikle kalitatif tayinlerde teşhis amaçlı 

kullanımlarda çok önemli bir dedektördür. Bu tür bir dedektörle hem ayrılan bileşenlerin 

miktar tayinleri hem de yapı tayinleri yapılabilmektedir. Sıvı kromatografisi ile kütle 

spektrometriyi birbirine bağlamadaki temel problem birincisinin bağıl olarak çok çözücü 

hacimleri ile diğerinin ise eser oranda maddeyle çalışmasıdır. Bu problemi çözmek 

amacıyla çeşitli ara bağlantılar geliştirilmiştir. Bunlardan bir tanesinde kolondan çıkan 

eluat iki kısma ayrılır ve çok az bir kısım kütle spektrometriye gönderilir. Bir diğerinde ise 

numune bir buharlaştırma hücresine alınır. Burada çözücüsü uçurulduktan sonra, kalıntı 

(analizi yapılacak madde) iyonlaştırma odacığında iyonlaştırılır. Termosprey olarak 

adlandırılan yeni metotta ise kolondan çıkan ve akış hızı 2 mL/dak.’ya kadar olan eluat 

paslanmaz çelikten yapılmış ısıtılan kapiler bir boru içinden bir aerosol jeti halinde 

geçirilerek sıvı buharlaştırılır. Sprey içinde, eluat içine katılmış amonyum asetat gibi bir 

tuz yardımıyla,  yük aktarma sonucu, analit iyonlaştırılır. Sonuçta elde edilen spektrum 

sadedir ve mol kütlesi hakkında bilgi verir. Fakat, termosprey bağlantı, sadece amonyum 

asetat gibi tuzları çözebilecek polar hareketli fazlarda yani polar analitlerde kullanılabilir 

(Skoog vd., 1998; Gündüz, 2001; URL-5,2010). 
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Evaporatif ışık dağıtıcı dedektör (Evaporative ligth scattering dedector-EL): Bu 

dedektörlerde kolondan gelen çözelti bir nebülizöre aktarılır. Çözelti azot veya hava 

akımıyla ince bir sis haline getirilir. Sis sıcaklığı kontrol edilen bir tüpten geçirilir ve 

çözücü buharlaştırılır. Geriye analiz edilen maddenin mikrokürecikleri kalır. Bu 

parçacıklar bir lazer demetinden geçirilir. Etrafa yayılan ışınlardan parçacık akımına dik 

yöndeki ışın demeti bir silikon fotodiyotla ölçülür. Bu ölçme metodunun avantajı uçucu 

olamayan tüm maddelere uygulanabilmesi ve tekrarlanabilme özelliğinin yüksek olmasıdır 

(Skoog vd., 1998; Gündüz, 2001).  

UV (Ultraviyole) ya da MS (kütle spektroskopisi) dedeksiyonuyla birlikte RP-LC 

(ters faz-sıvı kromatografisi) bitki, gıda vb. ekstraktlarının fenolik bileşimlerinin tayini için 

seçilen bir metottur. Fenollerin ayrılması genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril 

(CH3CN, ACN) ve modifiye edici olarak az miktarda asit içeren su hareketli fazlarıyla 

çalışan C18 kolonlarında gerçekleştirilir. Mobil fazda fenolik asitlerin protonlaşmalarını 

garantilemek için formik asit (HCOOH), asetik asit (AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve 

fosforik asit (H3PO4) gibi asitler asidik modifiye ediciler olarak kullanılırlar ve böylece pik 

şekli ve çözünürlüğün gelişmesi sağlanır. TFA pek çok elektrofilik flor grupları içerdiği 

için bunun eklenmesi durumunda da bir proton verici olarak hizmet eder ve iyon baskısına 

sebep olur (Wu vd., 2004). 

 

1.5.3. HPLC ile Miktar Tayini 
 

Kantitatif analizde pik yükseklikleri veya daha iyisi pik alanlarından yararlanılır. 

Analit pikinin yüksekliğinin veya alanının bir veya birkaç standardın pik yüksekliği veya 

pik alanı ile karşılaştırılmasına dayanır. Kromatografide ayrılan türlerin kapladığı alan 

analitik parametre olarak kullanılır. Şartlar kontrol edildiğinde bu parametreler 

konsantrasyonla lineer olarak değişir. Pik yüksekliği kullanılarak yapılan analizlerde, 

kromatografik pikin yüksekliği; pikin her iki ucunu baseline ile birleştiren doğrunun pikin 

tepe noktasına uzaklığının dik olarak ölçülmesiyle bulunur. Pik yüksekliği pik genişliği ile 

ters orantılıdır. Kromatogramlardan doğru sonuç alınması, standartların ve örneklerin 

kromatogramlarının alınması sırasında kolon şartlarının pik genişliğinin değişmesine engel 

olacak şekilde kontrolüyle sağlanır. Bunlar; kolon sıcaklığı, elüent akış hızı ve örnek 

enjeksiyon hızıdır. Pik alanları pik genişlemelerinden bağımsız olduğu için pik 

yüksekliğine göre daha uygun bir parametredir. Modern kromatografik cihazlarda dijital 
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elektronik integratörlerin kullanımıyla pik alanları çabuk ve doğru olarak 

hesaplanabilmektedir (Skoog ve Leary, 1992). 

Dedektör sinyalleri ile ayrılan bileşenlerin konsantrasyonları orantılıdır. O halde 

miktar tayini yapılacak bileşiğin bilinen konsantrasyonlarından kalibrasyon çözeltileri 

hazırlanır ve bu çözeltilerin dedektör sinyalleri ile konsantrasyonları arasında bir fonksiyon 

oluşturulabilir. Oluşturulan fonksiyon kullanılarak miktarı bilinmeyen bir bileşenin 

dedektör sinyali konsantrasyona çevrilebilir. Bu işlem doğrudan dedektör sinyallerinden 

hesaplanan pik alanları kullanılarak yapılmaz. Eğer iç standart ekleme gibi bir yöntemden 

yararlanılmadıysa, hesapların daha güvenilir olması için pik normalizasyonu (PN) değerleri 

hesaplanır. Pik normalizasyonu iç standart gibi bir yöntem uygulanmadığı takdirde madde 

piki alanının kendi alıkonma zamanına bölünmesi ile hesaplanır. Kalibrasyon çözeltilerinin 

konsantrasyonlarına karşı işaretlenen PN değerleri doğrusal bir fonksiyon oluşturmaktadır. 

İç standart ekleme yöntemi kullanıldığı durumda ise PN madde piki alanının iç standart 

piki alanına oranlanmasıyla hesaplanabilir. Bu durumda hesaplanan PN değerleri ile 

kalibrasyon çözeltilerinin konsantrasyonları arasında da doğrusal bir ilişki olmaktadır 

(Brown ve Grushka, 1995; Cazes, 2004).  

 

1.5.4. İç Standart Kullanımı ve Seçimi 
 

Kromatografiyi içine alan tüm yöntemlerde koşulların ayarlanması hem zordur hem 

de olanaksızdır. Çünkü kromatografik yöntemlerde kullanılan hareketli fazın bileşimleri 

her zaman aynı hazırlanamaz. pH’ı veya iyon şiddeti değişmez tutulamaz. Ayrıca 

maddelerin göç hızları sıcaklığa bağlı olarak değişeceğinden alıkonma sürelerindeki artma 

veya azalma ile pik boylarındaki değişmelere yansımaktadır (Snyder vd., 2010). Bu etkiler 

sonucunda pik boylarında görülebilecek artma veya azalmalar iç standart kullanımı ile 

ortadan kaldırılabilmektedir. Değişmez derişimde tutulan iç standartın sinyali ile madde 

sinyali arasındaki ilişkiye dayanarak sonuca ulaşılabilmektedir. İç standart sinyali ile 

madde sinyali arasındaki oranın sabit kalacağı fikrinden hareketle, yukarıda belirtilen 

hatalardan kaçınılabilmektedir. Üstelik analizlerde doğruluk, duyarlılık, çabukluk ve 

kolaylık sağlanmaktadır.  

İç standart yöntemi, numune hazırlarken oluşabilecek kayıplar ve enjeksiyon 

kesinliğini telafi etmek için analizi yapılacak numunedeki bileşene veya bileşenlere yapısal 

olarak benzeyen bir bileşiğin kullanılması ile ilgilidir. Numune hazırlama esnasında veya 
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kromatografik analiz öncesinde iç standardın bilinen ve sabit bir miktarı hem standart 

çözeltilere hem de numuneye son konsantrasyonu hep sabit kalacak şekilde katılır. Çeşitli 

standart konsantrasyonlarında, standardın pik yüksekliği veya alanının iç standardınkine 

oranı hesaplanarak bir kalibrasyon eğrisi hazırlanır. Bilinmeyenin konsantrasyonu için 

bulunan oran değeri kalibrasyon eşitliğinde çözülerek miktarı hesaplanır. İç standart sadece 

doğruluğu ve kesinliği artırmak için değil, aynı zamanda kalite kontrol amaçlı işlemlerde 

de kullanılabilir, çünkü iç standardın yanıt değeri bütün kromatogramlarda aynı olmalıdır. 

İç standart seçerken dikkat edilmesi gereken bazı hususlar vardır:  

• İç standart numunedeki bütün piklerden tamamen ayrılmış olmalıdır.  

• Analite veya analitlere yakın elüe olmalıdır.  

• Çalışılan numunelerde doğal olarak bulunan bir bileşen olmamalıdır.  

• Sıvı halde numuneye eklenebilmelidir.  

• Ön işlemlerde analiz edilecek maddeye benzer davranmalıdır.  

• Pik yüksekliği ya da alanı çalışılan konsantrasyon aralığında analiz edilecek 

maddeninkine yakın olmalıdır.  

• Ticari olarak saf halde sağlanabilmelidir. 

 

1.6. Örnek Hazırlamada Katı Faz Ekstraksiyonu Metodu (SPE) 
 

Kimyasal analizi yapılacak plazma, serum, idrar gibi biyolojik; su, toprak, hava gibi 

çevresel ve gıda, farmasotik ürünler gibi diğer numuneler, genellikle aranan madde dışında 

birçok bileşenin yer aldığı karışık bir matriks içerirler. Bu nedenle örnek hazırlama; 

özellikle yüksek basınçlı sıvı kromatografi (HPLC), gaz kromatografi (GC), gaz 

kromatografi-kütle spektrofotometresi (GCMS), radioimmun assay (RIA), atomik 

absorbsiyon (AA) gibi cihazlar yardımıyla yapılan analizler öncesinde uygulanması 

gereken çok önemli bir basamaktır (Yavuz ve Aksoy, 2006; Shulamit, 2005; Zief, 2005). 

Örnek hazırlama başlıca iki amaç için yapılmaktadır. Bunlar sırasıyla, örneklerin 

istenmeyen bileşenlerden temizlenmesi (clean-up) ve yoğunlaştırılmasıdır. Temizleme 

işlemi ile matriksten analizin yanlış sonuçlanmasına neden olabilecek, aranan maddenin 

tespit edilmesini engelleyebilecek veya analiz cihazlarının kirlenmesine neden olabilecek 

kirliliklerin uzaklaştırılması sağlanır (Shulamit, 2005; Zief, 2005; Stevenson, 2000). 

Yıllardan beri sıvı-sıvı ekstraksiyon ve bunu takiben çözücülerin çeşitli şekillerde 

uzaklaştırılması, örnek hazırlamada en çok kullanılan yöntem olmuştur. Fakat geleneksel 
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sıvı-sıvı ekstraksiyon uygulamalarının fazla miktarda çözücü harcanması, çok zaman 

alması ve yüksek maliyetli olması gibi dezavantajları vardır. Ayrıca bu yöntemler, 

ekstraksiyon sırasında emülsiyon faz oluşması, gerekli saflığa sahip olmayan ekstraktlar 

elde edilmesi, çözücülerin yeterince uzaklaştırılamaması ve duyarlı kantitatif sonuçlar elde 

edilememesi gibi istenmeyen durumlara da neden olabilmektedir. Sıvı-sıvı ekstraksiyonu 

dışında santrifüj etme, süzme, distilasyon, liyofilizasyon gibi diğer önemli ekstraksiyon 

metotları da benzer sakıncalara sahiptir (Yavuz ve Aksoy, 2006). 

Örnek hazırlama işleminin basitleştirilmesi, zaman kaybının önlenmesi ve analiz 

maliyetinin azaltılması amacıyla, 1970’li yılların ortalarında klasik metotlara alternatif 

olarak yeni bir teknik olan katı faz ekstraksiyon metodu (solid phase extraction, SPE) 

kullanılmaya başlanmıştır (Zief, 2005; Pinchon, 2000; Poole vd., 2000). 

Katı faz ekstrasksiyonu, İngilizce olarak “Solid Phase Extraction” kelimelerinin baş 

harflerinden oluşturulmuş “SPE” kısaltması ile ifade edilir. Katı faz ekstraksiyonu, katı faz 

üzerinde, tutulma yoluyla analitlerin çözeltiden saflaştırılması ve ön deriştirme için örnek 

hazırlanması ve enstrümental analizler için uygun bir çözücü ile analize hazırlanması 

metodudur (Çıtak, 2006).  

Katı faz ekstraksiyonunun temeli sulu faz içinde bulunan analitlerin katı faz üzerinde 

tutunmasına dayanır. Katı faz ekstraksiyonu, sıvı-sıvı ekstraksiyonu ile karşılaştırıldığında 

daha az çözücü kullanılması, daha az zaman alması gibi bazı avantajlara sahiptir. Prensip 

olarak sıvı-sıvı ekstraksiyonuna benzer olan katı faz ekstraksiyonunda fazlardan biri katı 

diğeri sıvıdır ve bu fazlar arasında etkileşime dayanır. Bu uygulama yöntemi, örnek içinde 

bulunan analit iyonlarının katı faz üzerinde tutunması ile saflaştırma ve deriştirme sağlar. 

Yöntem, genellikle sıvı haldeki örneğin analitleri tutan bir katı içeren bir kolon, kartuş ya 

da diskten geçirilerek uygulanır. Örneğin tamamı katı fazdan geçirildikten sonra analitler 

uygun bir çözücü kullanılarak elüe edilir. Sıvı örneğin kolon veya kartuşlardan geçirilmesi, 

yerçekimi vasıtasıyla (manüel) gerçekleştirilebildiği gibi, zaman kaybının önüne geçmek 

amacıyla vakum manifoldları yardımıyla da yapılabilir (Şekil 5). 
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   (a)      (b) 
 
Şekil 5. (a) Çeşitli ticari SPE kolon ve diskleri (b) Vakum manifoldu  
 

Katı faz ekstraksiyonu katı fazın sıvı örnekle karıştırılmasıyla yapılan çalkalama 

tekniği ya da küçük bir kolon içine yerleştirilen katı fazdan sıvı haldeki örneğin geçirilmesi 

ile yapılabildiği gibi bir filtre üzerine yerleştirilen katı fazdan numunenin geçirilmesiyle de 

uygulanabilir (Fritz, 1999). 

SPE dört adımda gerçekleşir. Bunlar;  

1. Şartlandırma basamağı: Şartlandırma işlemi, kolondan uygun çözelti geçirilerek 

tutucu maddenin aktif hale getirilmesi ve matriksteki maddeler ile tekrarlanabilir etkileşim 

için gerekli ortamın sağlanabilmesi amacıyla yapılmaktadır. Bu aşamada paketlenmiş 

materyalden çözücü, baştan sona geçerek, sorbentin fonksiyonel gruplarının çözünmesi 

sağlanır, kolon içindeki hava uzaklaştırılır ve boşluklar çözücü ile doldurulur. Şartlandırma 

çözücüsü genellikle metanoldür. Ardından su veya sulu tampon çözeltisi kullanılır. 

Metanol ve ardından geçen su veya tampon çözelti yolu ile kolonun aktive edilmesi, sulu 

örneklerin tutunma mekanizmalarının uygun çalışmasını sağlamak içindir. Bu aşamada, 

ayrıca sorbentin kurumasına izin verilmemelidir. Kuruma durumunda tutunma 

mekanizması etkili çalışmaz ve analitin geri kazanımı düşük olur (Çıtak, 2006; Yavuz ve 

Aksoy, 2006).  

2. Alıkoyma basamağı: Daha sonra analiti içeren örnek, kolona ilave edilir. Örnek 

katı partikül içermemelidir. Örnekler yerçekimi, pompalama, vakum yolu veya otomatik 

sistemlerle kolondan geçirilir. Örnek sisteme ilave edilirken analit kolon üzerinde tutunur. 

Bu basamakta analit, sorbent üzerinde konsantre edilir. Bunun yanında bazı matriks 

bileşenleri tutunabileceği gibi, bazıları da tutunmadan geçer. Sorbent üzerinde uygun 
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bileşenlerin alıkonumunu arttırmak ve ayırmak için veya istenmeyen bileşenlerin 

çöktürülmesi için tuz konsantrasyonu ve örnek çözeltinin organik çözücü ile bileşiminin 

pH’sı ayarlanmalıdır. Örnek çözeltisi ekstraksiyon cihazından vakum ya da pozitif basınç 

yapılarak yavaşça geçirilir. Akış derecesi alıkonma oranını etkiler. Genellikle akış hızı 

5mL/dk’nın üzerinde olmamalıdır. 

3. Yıkama basamağı: Numune geçirildikten sonra istenmeyen maddeleri 

uzaklaştırmak için paketlenmiş madde yıkanmalıdır. Bu amaçla kullanılacak çözücü 

istenmeyen maddeleri uzaklaştırmalı fakat paketlenmiş maddede tutunan analiti 

çözmemelidir. Çözücü olarak genellik numunenin çözündüğü çözücü sistemi kullanılır. 

4. Elüsyon basamağı: Uygun bir çözücü ile analitin sorbentten ayrılması sağlanır. 

Uygun çözücü, analiti iyi ayırmalı ve analit-sorbent etkileşimine sebep olmamalıdır. 

Ayrıca çözücü az da olsa kolonda tutunmuş diğer maddelerin ayırımı için de uygun 

olmalıdır.  

 

 
 

Şekil 6. Katı faz ekstraksiyonunun temel prensibi 
 

SPE için kullanılan sorbentler; disklerde, kartuşlarda ve şırıngalarda olmak üzere üç temel 

şekilde paketlernir. Diskler, 4-90 mm arasında farklı yarıçaplarda kullanılabilir. Kartuşlar, 

100 mg’dan 1 g’a kadar değişen miktarlarda sorbent içerir. Şırıngalar ise farklı hacimlerde 

ve farklı kütlelerde paketlenmiş malzemeler şeklinde kullanılır. Bunlar 1-25 mL hacimli 

olup paket ağırlıkları 50 mg ile 10 g arasındadır. Katı faz ekstraksiyonunda ayrılma ve 

izolasyon dört temel mekanizmaya sahiptir: ters faz, normal faz, iyon değişim ve 

Şartlandırma       Alıkoyma          Yıkama           Elüsyon

Matriks

 Analit
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adsorpsiyon. SPE’de adsorban olarak sıkılıkla C18 ve C8 kullanılmaktadır. Son zamanlarda 

moleküler baskılanmış polimerlerden de adsorban olarak faydalanılmaktadır (Kempe, 

1996; Vlatakis vd., 1993; Theodoridis ve Manesiotis, 2002; Yang vd., 2009; Zhu vd., 

2010).  SPE’de sıkça kullanılan adsorbanlar Tablo’da verilmiştir. 

 

Tablo 5. SPE adsorbanları (Zief, 2005; Hennion, 1999; Macherey-Nagel, 2004) 
 

Adsorban Formülü 
Silika jel SiOH 
Alumina Al2O3 
Florisil MgSiO3 

Oktadesil (C18)  (CH2)17CH3 
Oktil (C8) (CH2)7CH3 
Etil (C2) CH2CH3 
Siyano CN 
Fenil C6H5 

Siklohekzil C6H11 
Amino NH2 
Diol COHCOH 

Kuarterner amin N+ 

Aromatik sülfonik asit C6HSO3H 
Karboksilik asit COOH 

 

1.7. Kullanılan Antioksidan Aktivite Tayin Yöntemleri 
 

1.7.1. Toplam Fenolik Madde Tayini 
 

Gıdaların içeriğinde bulunan toplam fenolik madde miktarının belirlenmesi, 

antioksidan aktiviteyi sağlayan hidroksil grupları hakkında fikir vermesi açısından 

önemlidir. Folin Ciocalteu metodu doğal ürünlerde toplam fenolik madde ölçümü için 

kullanılmaktadır. Bu metot, suda ve diğer organik çözücülerde çözünmüş olan fenolik 

bileşiklerin folin reaktifiyle alkali ortamda renkli kompleks oluşturması esasına dayanır. 

Oluşan mor menekşe renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans oluşturur. Bu 

yöntem Singleton ve arkadaşları (Singleton ve Rossi, 1965; Singleton vd., 1999) tarafından 

antioksidanların toplam fenolik içeriğini ölçmek için geliştirilmiştir. Yöntemde kullanılan 

CuSO4 (bakır(II) sülfat) alkali ortamda protein veya antioksidanla kompleks yapar. Folin 

fenol reaktifi (fosfomolibdik-fosfotungstik asit) eklendiğinde, folin reaktifi proteine 

bağlanır. Protein veya antioksidanla Cu(II)’nin reaksiyonundan açığa çıkan Cu(I) olasılıkla 

molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi sarıdan maviye dönüşür. 
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Reaksiyon tamamlanınca 765 nm’de örnek absorbansları ölçülür. Bu denemede, ard arda 

geri dönüşümlü bir veya iki elektron indirgeme reaksiyonları, P(MoW11O40)-4 olması 

muhtemel mavi türlerin oluşumunu sağlar. Esasen, molibdenin kompleks içinde 

indirgenmesinin daha kolay olduğuna ve elektron-transfer reaksiyonunun indirgenler ve 

Mo(VI) arasında gerçekleştiğine inanılır (19) (Yıldız, 2007). 

 

Mo(VI)(sarı) + e-               Mo(V)(mavi)           
              

Fenolik bileşikler FCR (Folin Ciocalteu reaktifi) ile sadece bazik ortamlarda 

reaksiyon verirler. Reaksiyon ortamını bazikleştirmek için sodyum karbonat çözeltisi 

kullanılarak pH ~10’a ayarlanır. Fenolik protonun dissosiasyonu, reaktifi indirgeme 

yeteneğine sahip fenolat anyonunun oluşumunu sağlar (20). 

 

Ar-OH             Ar-O(-) + H+ 
 

Orijinal Folin reaktifi, bir çeşit molibdotungstofosforik heteropolianyon reaktifi olan 

3H2O-P2O5-13WO3-5MoO3-10H2O olarak modifiye edilmiş ve fenoller için daha seçici 

kılınmıştır. Folin-Ciocalteu yöntemi basit, duyarlı ve kesinliği yüksek bir metotdur. Ancak 

reaksiyon asidik pH’ta yavaştır ve spesifikliğini kaybeder. Metodun en önemli dezavantajı, 

ortamda bulunan ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte etmesidir. Bu nedenle spesifik 

bir metot olarak kabul edilmemektedir. Ayrıca metodun diğer bir dezavantajı da analiz 

sırasında ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkileşime uğramasıdır 

(Huang vd., 2005; Prior vd., 2005). 

 

1.7.2. Demir (III) İndirgeme Antioksidan Kuvveti (FRAP) Yöntemi 
 

Oyaizu (1986) tarafından ortaya konan metoda göre indirgeme kuvveti numunelerin 

dolaylı olarak toplam indirgeme potansiyelini göstermekte olup Fe+3 → Fe+2 indirgenmesi 

ile meydana gelen renk değişimi 595 nm'de takip edilerek belirlenir. Sonuçlar, indirgeme 

potansiyeli yüksek ve aynı zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile 

karşılaştırılmak suretiyle yorumlanır. Güncel olarak kullanılan FRAP metodunda 2,4,6-

tripiridiltriazin (TPTZ)’in Fe(III) tuzu kullanılmaktadır. Bu metodun prensibi düşük pH 

larda oluşan Fe(III)’ün, tripiridiltriazin ile reaksiyonu sonucu oluşan Fe(III)-tripiridiltriazin 

kompleksinin (Fe(III)-TPTZ) elektron veren antioksidanların varlığında renkli formuna 

(19)

(20)
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(Fe(II)-TPTZ) indirgenmesi esasına dayanır. Meydana gelen Fe(II)-TPTZ kompleksinin 

rengi koyu mavidir ve 595 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Benzie and Strain, 

1999).  

Bu yöntemle redoks potansiyeli 0,7 V’tan daha düşük olan bileşikler antioksidan 

olarak test edilebilmektedir. Polifenolik antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun 

miktarı bu yöntemde aktiviteyi etkilemektedir. FRAP yöntemi H transferi ile radikal 

temizleyen özellikle tiyol ve proteinlerin antioksidan kapasitesini ölçememektedir. 

 

 
 
Şekil 7.  Demir (III)’ün indirgenme reaksiyonu 

 

FRAP metodu, antioksidan aktivite belirlemede uygulanan diğer yöntemlere kıyasla 

basit, hızlı ve ucuzdur. Ayrıca sağlıklı sonuç veren ve özel bir ekipman gerektirmeyen bir 

yöntemdir (Prior vd., 2005). 

 

1.7.3. DPPH• Radikali Temizleme Aktivitesi 
 

DPPH• radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satın alınabilen bir serbest 

radikal olup bu radikal 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans oluşturmaktadır ve 

koyu menekşe renklidir (Cuendet vd., 1997).  
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Şekil 8. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formülü 
 

DPPH radikali bir antioksidan madde ile reaksiyona girdiği zaman indirgenme 

sonucu mor rengin şiddeti azalarak absorbansın düşüşüne sebep olacaktır. Farklı numune 

konsantrasyonlarıyla muamele edilen DPPH•’ın absorbansındaki değişim ölçülerek 

absorbanslara karşılık gelen konsantrasyonlarla grafik çizilerek y=ax+b denkleminde 

DPPH• konsantrasyonunu yarıya düşüren numune miktarı µg/mL, mg/mL cinsinden 

belirlenmekte ve SC50 değeri olarak ifade edilmektedir.  

 

N

O2N

NO2

N  
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RH

N

O2N
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NH

NO2

R  + +
Antioksidan madde

 

  
Şekil 9. Bir antioksidan tarafından DPPH radikalinin indirgenmesi 

 

Bu metodun önemli bir dezavantajı büyük antioksidan moleküllerin sterik 

engellenmeye maruz kalmaları nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metoda 

antioksidan molekülün yapısı ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu metot radikal 

temizleme aktivite tayinlerinde kolaylığı ve kısa sürmesi nedeniyle sıklıkla 

kullanılmaktadır (Prior vd., 2005). 

 

 

  Koyu menekşe renk                                         DPPH indirgenir ve açık sarı renk oluşur 
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1.7.4. Bakır (II) İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yöntemi 
 

CUPRAC metodu ile antioksidan aktivite tayininde 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin 

(Neocuproin-Nc)’in Cu(II) ile oluşturduğu bakır(II)-neokuproin kompleksinin (Cu(II)-Nc), 

450 nm’de maksimum absorbans veren bakır(I)-neokuproin [Cu(I)-Nc] kompleksine 

indirgenme yeteneğinden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadır. Bu 

özellikten yola çıkarak geliştirilen antioksidan kapasite tayin yöntemine “bakır(II) iyonu 

indirgeyici antioksidan kapasite tayini” denilmiştir ve kısaca CUPRAC metodu olarak 

adlandırılmıştır (Apak vd., 2004). CUPRAC yönteminin kromojenik oksidasyon aracı olan 

Cu(II)-Nc reaktifi, antioksidanlarla (Ar(OH)n) aşağıdaki reaksiyonu vermektedir (21). 

 

2n Cu(Nc)2
2+ + Ar(OH)n                    2n Cu(Nc)2

+ +  Ar(=O)n + 2n H+ 
 

Yöntem hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara cevap verir. Bu metod; 

Cu(II) klorür çözeltisi, alkolde hazırlanmış neokuproin çözeltisi ve amonyum asetat (pH=7 

tamponu) çözeltilerinin karıştırılmasından sonra, üzerine tayin edilecek herhangi bir 

antioksidan çözeltisi (direkt veya asid hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve bunu takip eden 

30 dakika sonunda içerisinde antioksidan bulunmayan referansa karşı 450 nm’de absorbans 

değerlerinin ölçülmesinden ibarettir.  

 

1.8. Bal ve Polen 
 

1.8.1. Balın Tarihçesi 
 

Balın özellikleri ve üretimiyle ilgili bilinen ilk kitap, Sir John Hill tarafından yazılmış 

1759’da Londra’da basılmıştır. Arı ve balın tarihçesi incelendiğinde, nektar ve polen 

üreten çiçekli bitkiler ile bunlardan faydalanan böceklerin 100-150 milyon yıl önce, ilk 

memelilerin de mevcut olduğu Jurassic/Cretaceous devresinde ortaya çıktığı öne 

sürülmektedir. Bal üreten arılar 10-20 milyon yıl önce görülmüştür. Bal ile ilgili ilk resmi 

dokümanlar Anadolu’da Çatalhöyük’te bulunmuştur. M.Ö. 5000 yıllarında Sümerlerin 

yazılı belgelerinde bal üzerine bilgiler mevcuttur. Benzeri bilgiler Anadolu’daki başka bir 

uygarlık olan Hititlerin yazıtlarında da bulunmuştur. M.Ö. 3200’de Aşağı Mısır Kralı I. 

Dynasty, krallık sembolü olarak arıyı seçmiş ve krallığında bununla ilgili figürlere yer 

vermiştir. Musevi topluluklarında ise Tevrat ve Talmut’ta yazıldığı gibi Kur’anı Kerim’de 

(21)
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de balın yararlarından söz edilmektedir. Roma imparatorluğuna ait bazı yazıtlarda da bal 

ve arıcılık üzerine çeşitli bilgiler bulunmaktadır (Ötleş, 1995). Yazıtlar, resimler ve tarihi 

kayıtlar arı yetiştiriciliğinin eski Mısır’da başladığını, Mezopotamya, Anadolu ve 

Avrupa’nın da gelişiminde önemli yer tuttuğunu göstermektedir. 17. yy’da ise göçmenlerle 

Yeni Dünya ülkelerine taşınmıştır. 

 

1.8.2. Balın Tanımı ve Bileşimi 
 

Türk Standartları Enstitüsüne göre bal, bitkilerin çiçeklerinden ya da diğer canlı 

kısımlarında bulunan nektar bezlerinden salgılanan nektarın ve bitki üzerinde yaşayan bazı 

böceklerin, bitkilerin canlı kısımlarından yararlanarak salgıladığı tali maddelerin, bal 

arıları (Apis mellifera) tarafından toplanması, vücutlarında bileşimlerinin değiştirilip petek 

gözlerine depo edilmesi ve buralarda olgunlaşması sonucunda meydana gelen tatlı bir 

üründür. Bal, arıların en önemli gıda maddesi olup bal olmadan arılar yaşamlarını 

sürdüremezler. Arılar kış aylarında aç kalmamak için petek gözlerini balla doldururlar. 

Genel olarak bileşimi toplandığı bitki kaynağına göre değişmekle birlikte % 16-20 'sı su 

geri kalanı ise karbohidratlar, enzimler, vitaminler ve minerallerden oluşmaktadır 

(Sönmez, 1979; Rodriguez vd., 2004). 

Balın kuru maddesinin %95’ini karbohidratlar oluşturur. Bunların başında 

monosakkaritler (glukoz ve fruktoz) gelir ayrıca disakkaritler ve yüksek şekerler de 

mevcuttur. Hemen hemen tüm bal çeşitlerinde fruktoz miktar olarak diğer şekerlerden 

fazladır. Çeşitli balların sakkaroz, maltoz, laktoz, izomaltoz, nigeroz, gentiobiyoz, 

laminaribioz, maltuloz, turanoz, neorehaloz gibi disakkaritlerin yanı sıra melizitoz, erloz, 

maltıtrioz, 1-ketoz, panoz, izomaltosil glukoz, izomaltosil trioz, theandroz, sentoz, 

izopanoz, izomaltosil tetroz, izomaltosil pentaoz ve rafinoz gibi yüksek şekerleri de 

içerdiği bildirilmiştir (White, 1979; White 2003; Krell 2001; Sunay, 2006). Bu şekerlerin 

pek çoğu nektarda bulunmaz, ancak balın olgunlaşması ve depolanması esnasında enzimler 

ve asitlerin etkisiyle oluşur.  

Bal, yapısında bulunan farklı organik asitlerin ve asidik tuzların etkisiyle, zayıf asidik 

özellik gösterirler. Balın pH’sı 3,5-5,5 arasında değişim gösterip balda bulunan asitler 

glukonik asit başta olmak üzere formik asit, asetik asit, bütirik asit, sitrik asit, kaproik asit, 

laktik asit ve tartarik asitlerdir. Balda bulunan organik asitler, balın lezzetine etki etmekte 

ve balı mikroorganizmalara karşı dayanıklı hale getirmektedir (Bogdanov vd., 2004). Tüm 
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ballarda bulunan glukonik asit arıların olgunlaşma esnasında ekledikleri glukoz oksidaz 

aktivitesi sonucu oluşur. Balda en fazla bulunan enzimlerden biri diastaz (amilaz) olup 

invertaz, katalaz, glukoz oksidaz ve fosfatazların bir kısmı bitkiden çoğu arının midesinden 

bala salgılanmaktadır. Nişastayı parçalayan diastaz enzimi nektara olgunlaşma esnasında 

arı tarafından ilave edilir. Nektarlar nişasta içermediğinden, bu enzimin fonksiyonu tam 

olarak bilinmemektedir. Arıların bu enzimi polen taneciklerindeki nişastayı sindirmek için 

kullandıkları tahmin edilmektedir (White 2003, White, 1979). Bu enzim de diğer enzimler 

gibi ısı ile inaktive olur ve ısıya invertaz enziminden daha duyarlı olduğu için ballara 

uygulanan ısıl işlemleri tespit etmek amacıyla kullanılır. İnvertaz, glukoz oksidaz ve 

amilaz (diastaz) enzimlerinin kaynağı işçi arıların salgılarıdır. Bir miktar amilaz enzimin 

bitki kaynaklı olduğu bilinmektedir. Katalaz ve asit fosfataz enzimleri ise tamamen bitki 

kaynaklıdır (Crane, 1990). İnvertaz, nektarda bulunan sakkarozu invert şekere (glukoz ve 

fruktoz) çeviren bir enzimdir. Glukoz oksidaz, glukozu okside ederek glukonolaktona ve 

glukonik aside çevirerek asitliği arttırmakta bu şekilde balın fermentasyona karsı daha iyi 

korunmasını sağlamaktadır. 

Balın küçük ve değişken miktarlarda altı vitamin içerdiği rapor edilmiştir. Bunlar 

tiamin, riboflavin,  pridoksin, pantotenik asit, niasin ve askorbik asittir. Ayrıca balda biotin 

ve folik asite de rastlanmıştır (White, 2003; Krell, 2001).  

Bal, beyazdan açık sarı, koyu kahverengi, hatta siyaha kadar uzanan farklı renklere 

sahip olabilmektedir (Bogdanov vd., 2004). Balın rengi, mineral ve yapısındaki 

polifenollerden kaynaklanmaktadır. Bal rengi balın tüketici tarafından kabul edilebilirliğini 

etkileyen bir faktördür (Gonzales vd., 1999). Balın rengi ile içerdiği kül miktarı arasında 

pozitif bir ilişki bulunmaktadır. Genelde koyu renkli ballar, açık renkli ballardan daha çok 

mineral içermektedir Balın mineral bileşimi % 0,02 ile % 1 arasında değişim gösterip başta 

K, Ca, P olmak üzere Fe, Cu, Zn, Se, F ve Cl bulunmaktadır (Rashed ve Soltan, 2004; 

Sönmez, 1979; Yao vd., 2004). Enzim proteinleri dışında balda çok az protein bulunur. Bal 

proteinlerinin bir kısmı arıdan bir kısmı da çiçekten gelebilmektedir. Yapılan çalışmalarda 

balda albümin, globün, proteoz ve peptonlara rastlanmıştır. Balda bulunan azotlu 

bileşiklerin %35-65’inin protein olmayan kaynaklardan geldiği bilinmektedir. Baldaki 

protein olmayan azotun çoğu amino asitlerden gelmektedir. Amino asitlerin bir kısmı 

nektara arılar tarafından ilave edilmekte bir kısmı da bitkiden taşınmaktadır. Yapılan 

araştırmalarda bazı amino asitlerin birbirlerine oranlarının balın üretim alanını karakterize 

edebildiği tespit edilmiştir. Prolin başta olmak üzere balın lisin, histidin, arginin, aspartik 



 

 

46

 

asit, treonin, serin, glutamik asit, glisin, alanin, sistin, valin, metionin, izolösin, lösin, 

tirozin, fenilalanin, tirptofan amino asitlerini içerdiği belirlenmiştir. 

Balda kalite kriteri olarak kullanılan en önemli iki biyokimyasal kriter balın HMF 

içeriği ve diastaz sayısıdır (White, 1994; Fallico vd., 2004). Yapılan çalışmalarda sıcaklık 

ve depolama süresinin artmasıyla baldaki HMF içeriğinin arttığı ve diastaz sayısının 

azaldığı bildirilmiştir (Dustmann, 1993). HMF, balda ısıtmadan veya uzun süre 

depolamadan dolayı fruktozun parçalanması ile ortaya çıkar. Ballarda HMF miktarının az 

olması istenir. Balda HMF miktarının artmasına, hasat sonrası ısıtma işleminin 

uygulanması, depolama süresi, depolama sıcaklığı ve balın pH’sı etki etmektedir. Türk 

Gıda Kodeksi (2005) kaliteli bir balda HMF miktarını 40 mg/kg’dan fazla olmaması 

gerektiğini belirtmektedir.  

Diastaz sayısı, 100 g balda bulunan amilaz enzimlerinin, 38-40 °C’de, 1 saat 

içerisinde ve deney koşullarında parçaladığı nişasta miktarını ifade etmektedir. Kaliteli bir 

balın diastaz sayısı yüksektir. Türk Gıda Kodeksi Bal Tebliği (2005) kaliteli bir baldaki 

minimum diastaz sayısını en az 8 olarak belirlemiştir. Balda diastaz kaybı istenmeyen bir 

durumdur,  ancak balda çok yüksek düzeyde diastaz bulunması da arzu edilmez. Balda 

yüksek düzeyde diastaz bulunması, yüksek asit oluşumuna dolayısıyla fermentasyona 

neden olmaktadır (Crane,1975). 

 

1.8.3. Balın Yararları 
 

Enerji değeri çok yüksek bir besin olan bal bebeklerin, çocukların, sporcuların ve 

yaşlıların beslenmesinde kullanılır. Bal doğal bir antibiyotik gibidir ve binlerce yıllardan 

beri yara ve yanıkların tedavisinde, mide rahatsızlıklarında ve cilt rahatsızlıklarında yoğun 

olarak kullanılmaktadır. Balın bakteri, maya, mantar ve virüsler üzerine inhibitör etkisi 

bulunduğu, topikal bal uygulanmasının bakteriyel enfeksiyonları yok etmede, yara 

iyileşmesini hızlandırmada ve deri hücreleri tarafından sitokin yapımında etkili olduğu 

bildirilmiştir (Al-Waili, 2004). Balın antibakteriyel özelliği; asidik yapıda oluşuna, büyük 

oranda kuru madde (şeker) ve ayrıca enzimlerle glukozun parçalanması sonucunda oluşan 

antiseptik bir madde olan hidrojen peroksit içermesine bağlıdır.  

Özellikle son yıllarda Avrupa'da ve Amerika'da yanık merkezlerinde tedavi amacıyla 

bal kullanılmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalarda bal kanser de dahil olmak üzere bir 
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çok hastalıkta enerji ve şifa kaynağı olarak kullanıldığı bildirilmiştir (Dustmann, 1993 ; 

FAO, 1996; Mundo vd., 2004; URL-6, 2010; URL-7, 2010). 

Balın gerçek özelliklerinden biri uzun süre bozulmadan kalmasını sağlayan 

antibiyotik özellikleridir. Balın antimikrobiyal özelliklerinden dolayı doğal bir besin 

koruyucusu olduğu bildirilmiştir. Buna ek olarak bal mikroorganizmalar nedeniyle 

bozulmasına direncini artıran yüksek osmatik basınca sahiptir (White, 1979). Balın 

antimikrobiyal aktivitesi balın doğasında bulunan glukoz oksidaz tarafından üretilen 

hidrojen peroksitle ve fenolik bileşiklerle ilişkilidir. Klinik gözlemler balın kronik 

yaralarda iyileşmeyi başlattığı veya hızlandırdığını ve balın yara, yanık ve deri ülserleri 

tedavisi üzerinde etkili olduğunu bildirilmektedir (Tonks vd., 2003). Bal flavonoidlerinin 

botaniksel, coğrafi ve entomolojik orijinleri ile onların antikatarakt aktiviteleri arasındaki 

ilişki araştırılmıştır ve katarakt tedavisinde flavonoid içeriğinin önemli bir rol oynadığı 

düşünülmektedir (Vit ve Tomás-Barberán, 1998; Aljadi ve Kamaruddin, 2004). Son 

zamanlarda bakteri ve rotavirüslerin neden olduğu gastrointestinal enfeksiyonlardan 

gastritis, duodenitis ve gastrik ülserde balın oral olarak kullanımının tedavi edici ve 

koruyucu olduğu rapor edilmiştir (Alnaqdy vd., 2005). Yapılan çalışmalar sıçan ve fare 

tümörlerinde balın antitümör etkinliği ve antimetastatik etkilerinin olduğunu 

göstermektedir (Swellam vd., 2003) 

Balın mide ve bağırsakla ilgili bozukluklarda (Haffeejee vd., 1985; Ladas vd., 1995), 

yara ve yanıkların iyileşmesinde (Efem, 1988; Subrahmanyam, 1991) bir antimikrobiyal 

ajan olarak etkili olduğu (Ladas vd., 1995; Ali vd., 1991), akut ve kronik mide lezyonlarına 

karşı gastrik koruma sağladığı bildirilmiştir (Ali, 1991; Ali, 1995).  

Doğal antioksidanlar özellikle flavonoidler antibakteriyel, antialerjik, antitrombotik 

ve vazodilator (kan damarı lümenlerinin genişlemesi ile ilgili) hareketleri kapsayan geniş 

bir aralıkta biyolojik etki gösterirler (Cook ve Sammon, 1996). Balın antioksidan aktivitesi 

yapısında bulunan askorbik asit, α-tokoferoller, β-karotenler gibi bileşikler yanında çok 

sayıda polifenolik bileşiklerden kaynaklanmaktadır. Farklı botanik orijinli ballarda birçok 

fenolik bileşik tanımlanmaktadır (Frankel vd., 1998). Balda bulunan bir flavonoid olan 

krisin’in (5,7-dihidroksiflavon) potansiyel antiinflamatuar ve antioksidan özelliklere sahip 

olduğu bildirilmiştir (Kolankaya, 2001; Weng vd., 2005). Ayrıca balın antioksidan 

aktivitesi ile prolin içeriği arasında korelasyon olduğu bulunmuştur. Yüksek oranda pirolin 

amino asiti içeren bazı balların diğer ballara göre daha yüksek düzeyde antioksidan 

kapasiteye sahip olduğu tespit edilmiştir (Meda vd., 2005). Balın içerdiği çeşitli 
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flavonoidlerden apigenin, pinosembrin, kampferol, kuersetin, galangin, krisin, hesperitin 

ve fenolik asitlerden ellagik, kafeik, p-kumarik ve ferulik asitin antioksidan özelliklere 

sahip olduğu bilinmektedir (Türkmen vd., 2006). 

 

1.8.4. Polen 
 

Polen Latincede “çam unu” anlamına gelmektedir. Polenleri ve sporları inceleyen 

bilim dalına kökeni yunanca olan palinoloji denmektedir. Polen ile ilgili ilk ciddi 

çalışmalar mikroskobun keşfi ile başlamıştır. Malphigi ve Grew ilk kez mikroskopla 

polenin yapısını incelemişler ve her bitkinin kendine özgü polen yapısı olduğunu 

görmüşlerdir (Straka, 1975). Polenler birden fazla hücre içeren minyatür organizmalardır. 

Polenin içinde vejetatif hücre ile bunun içerisinde yerleşmiş gibi duran iki generatif hücre 

(sperm hücresi) bulunur. Polenler çiçekli bitkilerde erkek organlardan (stamen) iplikçik 

(filament) üzerinde yer alan başçık (anterler) içindeki polen keseciklerindeki polen ana 

hücrelerinden oluşurlar. Olgunlaşma tamamlandıktan sonra anter zarının yırtılmasıyla 

serbest kalırlar.  

Polenlerin asıl işlevi sperm hücrelerini çiçeğin dişi organı içerisindeki yumurta 

hücresine taşımaktır. Serbest kalan polenler rüzgâr, böcek gibi aracılarla dişi organın 

tepecik (stigma) kısmına taşınırlar. Burada çimlenen polen tanesi polen hortumunu 

oluşturur ve bu hortum dişicik borusunu geçerek yumurtalıktaki tohum taslağına ulaşır, 

sperm hücreleri de hortum aracılığıyla tohum taslağına girer ve yumurta hücresini döller. 

Bitkinin döllenmesinde ve meyve gelişiminde esas rolü polenler oynar (Gemici vd., 1995). 

Normal büyüme ve gelişme için bal arıları da tıpkı diğer hayvanlar gibi proteinlere, 

karbohidratlara, lipitlere, vitaminlere, minerallere ve suya gereksinim duyarlar. Arılar bu 

besin maddelerini topladıkları nektar, polen ve sudan sağlarlar. Çiçeklerden ve diğer 

kaynaklardan topladıkları nektar ile karbohidrat gereksinimlerinin çoğunu karşılarlar. 

Arılar çok çeşitli bitkilerden toplamış oldukları poleni öncelikle protein kaynağı olarak 

kullanır. Polen özellikle esansiyel amino asitlerce zengin olup bal arılarının vücut 

dokularının, kasların ve bezlerin gelişmesi, gıdalarında yeterli miktarda proteinlerin 

bulunmasına bağlıdır. Gözden yeni çıkan arıların 1-2 saat içerisinde polen tüketmeye 

başlamasıyla vücut gelişimleri de başlamaktadır. Genç ergin işçi arıların bol miktarda 

polen tüketmeleriyle yavru gıda bezleri uyarılır. Böylece proteince zengin arı sütünün 

salgılanması sağlanır. Tüm larvalar ilk 3 gün arı sütüyle 4 günden büyük işçi ve erkek arı 
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larvaları sulandırılmış bal, nektar ve polenle, ana arı larvaları ise tüm yaşamları boyunca 

arı sütü ile beslenirler. Bal arıları polen olmaksızın arı sütü üretemezler. Arılar poleni 

ayrıca yağ, vitamin ve mineral kaynağı olarak da kullanmaktadırlar (Schmidt ve Buchman, 

1997; Krell, 1996). 

Arılar bal yapmak için çiçeklerden besin toplarken, çiçekten çiçeğe konarlar. Böylece 

hem çiçeklerin döllenmesini sağlarlar hem de yavrularını beslemek için kovana polen 

götürürler. Polenin çok yüksek besin değerli olduğu keşfedildikten sonra  kovanların 

girişlerine polen tuzakları yerleştirilmiş ve bu sayede arıyı rahatsız etmeden kovandaki 

polen stokları toplanmaya başlanmıştır (URL-8, 2010). Çiçek tozlarını arka ayaklarında 

küçük birer polen taneciği halinde biriktirerek kovanına dönen işçi arı, kovan dışına ve 

giriş deliği ağzına özel olarak yerleştirilen ve adına polen tuzağı denilen ağzı dar, altı elekli 

kutu şeklindeki tahta kapandan sürünerek kovana geçmek isterken, arka ayaklarındaki 

polen taneciklerini alttaki hazneye düşürür. Kovana polensiz olarak girer. Bir kovana giren 

günlük polenin % 10’unun bu şekilde alınması, kovandaki bal verimini ve arı yaşamını 

etkilemez. Daha fazla alınırsa verim ve düzen bozulabilir (URL-9, 2010). Arıdan alınan 

polen o anda nemlidir ve çabuk bozulabilir. Haznede biriken polen, 1-2 gün aralıklarla 

boşaltılıp 42oC’yi geçmeyen sıcaklıkta kurutma depolarında kurutulup su oranı %7-8 

oranına düşürülür. Daha sonra eleklerden geçirilip temizlenen polen hava almayacak 

şekilde ambalajlanıp 6 aylığa kadar olan depolama için oda sıcaklığında daha uzun 

depolama için soğuk ortamda saklanır. Uzun süreli saklanacak polen CO2 gazı ile fümige 

edilebilir (URL-10, 2010). Bu nedenle ya gölge ya da havadar bir ortama serilerek 

kurutulabilir. 

Polen tanecikleri ait oldukları bitkiye göre renk, koku, büyüklük, şekil ve içerik 

bakımından farklılıklar gösterirler. Polenler içerdikleri renk pigmentlerine göre çoğunlukla 

sarı renkte olmakla beraber siyah, kırmızı, eflatun, mor, pembe, beyaz vb. gibi farklı renk 

tonlarında olabilirler. Polenlere renk içeriklerini α-karoten, β-karoten, likopen ve ksantofil 

gibi karotenoid maddeler verir. Polenin kimyasal kompozisyonu da bitki türüne göre 

farklılık gösterir. Yapılan çalışmalara göre arı polenleri %7,5-35 protein, %1-15 lipit, %15-

45 karbohidrat, %1-5 kül, %0,1-6 fosfor, %0,15-1,1 potasyum, %0,1-0,5 kalsiyum, %0,1-

0,35 magnezyum, %0,15-0,8 sodyum yanı sıra manganez, çinko, bakır gibi mineralleri 6-

25 µg/g ihtiva etmektedir. Ayrıca polenlerin tiamin, niasin, pantotenik asit, biotin, vitamin 

C ve karotenleri içerdiği de bildirilmiştir (Schmidt ve Buchmann, 1997). Yapılan bir başka 
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çalışmaya göre ise arı poleni %20-25 su, %1,8-3,7 kül, %13-17 karbohidrat, %3-5 selüloz, 

%6-28 protein ve %1,2-3,7 lipit içermektedir (Doğaroğlu, 1999). 

Genel sağlığın korunması ve vücut direncinin artırılması yanında dengeli beslenme 

amacıyla polen tüketimi yaygındır. Arı poleni zihinsel ve bedensel yorgunluklarının 

giderilmesinde;  çocukların sağlıklı gelişmesi ve beslenmesinde; düşünme, araştırma ve 

çalışma gücünün artırılmasında;  sporcuların ve yarış hayvanlarının performanslarının 

artırılmasında; kansızlığın giderilmesinde ve karaciğer, prostat ve kanser hastalıkları 

tedavisinde kullanılmaktadır (URL-10, 2010). Arı poleninin fenolik bileşiklerce zengin 

olduğu ve başlıca içerdiği flavonoidlerden kaynaklı antioksidan oldukları bildirilmiştir 

(Kroyer ve Hegedus, 2001, Campos vd., 2003; Leja vd., 2007; LeBlanc vd., 2009; 

Mărghitaş vd., 2009). Polenin serbest radikal temizleyici ve lipit peroksidasyonu inhibitörü 

olarak görev yaptığı ve arı poleni fenolik ekstraktlarının antialerjik etkisinin olduğu 

bildirilmiştir (Almaraz-Abarca vd., 2004; Uzbekova vd., 2003; Medeiros vd., 2008). 

Kronik Hepatit B’li 47 çocuk üzerinde yapılan bir çalışmada polenle uygulanan kürün 

tedaviye iyi geldiği ve hepatik ensefalopati (hepatik koma da denir) gelişimi tehlikesini 

azaltabileceği bildirilmiştir (Uzbekova vd., 2001). Aliyazıcıoğlu vd. (2005) Türk polen ve 

propolisleriyle yaptıkları çalışmada polen ve propolis ekstraktlarının solunum patlamasını 

(respiratory veya oxidative burst: reaktif oksijen türlerinin farlı hücrelerden hızlı salınması) 

inhibe ettiğini ve özellikle polenlerin daha iyi sonuçlar verdiğini gördüler. Ancak nadiren 

de görülse polen bazı kişilerde alerjik reaksiyona neden olabilir. Bu durumda polenin 

kullanılmaması gerekir.  

 

1.9. Literatür Özeti 
 

Bal ve polenin yüksek antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar 

özelliklere sahip olduğuna dair literatürde pek çok çalışma bulunmaktadır. Balın 

bileşiminin ve özellikle biyolojik etkiliğinden sorumlu ajanların toplandığı bitki florasına 

ve coğrafik pek çok özelliğe bağlı olduğu bildirilmektedir (Weston, 1999; Anklam, 1998;  

Al-Mamary vd., 2002; Chen vd., 2000; Frankel vd., 1998; Gheldof ve Engeseth, 2002; 

Gheldof vd., 2002; Yao vd., 2003; Viuda-Martos vd., 2008). 

Akbulut vd. (2009) tarafından yapılan bir çalışmada Batı Anadolu’dan Muğla’nın 

farklı bölgelerinden toplanan 15 adet kızılçam balının (red pine) bazı fizikokimyasal 

özelliklerinin yanı sıra antioksidan aktiviteleri de analiz edilmiştir. Antioksidan aktiviteyi 
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tayin etmek amacıyla DPPH radikali temizleme aktivitesi testi uygulanmış ve balların 

25,55-50,78 mg/mL aralığında SC50 değerlerine sahip oldukları bulunmuştur. Yapılan 

toplam fenolik madde tayinine göre ise balların polifenol içerikleri gallik asit eşdeğeri 

olarak hesaplanmış ve 234,9-394,0 mg/100 g olduğu belirlenmiştir. Antioksidan aktivite ile 

toplam polifenol içeriği arasında anlamlı korelasyon bulunduğu bildirilmiştir (R= 0,887). 

Yaoa vd. (2005) tarafından beş farklı botanik türden Avusturya balının sekiz fenolik 

asit ve iki absisik asit izomerinin miktarları ve bunların botanik orijinle bağlantısı analiz 

edilmştir. Ballar pH 2 olacak şekilde çözünürleştirilip ekstraksiyon kolon kromatografisi 

ile Amberlit XAD-2 reçinesi kullanarak gerçekleştirilmiştir. Reçineden elüsyon metonolle 

yapılıp, çözücü uçurulduktan sonra dietileter ekstraksiyonu yapılmıştır. Son kalıntı 

metanolde çözülüp RP-HPLC ile C18 kolonu (125 mm × 4 mm i.d., 5µm partikül) 

kullanarak su: formik asit (19:1) (çözücü A) ve metanol (çözücü B) çözücü sistemiyle 

gradient programı uygulanarak 1 mL/dk akış hızında 65 dakikalık bir analiz süresiyle 

çalışılmıştır. Kromatogramlar 290 ve 340 nm’de izlenmiştir. Toplam fenolik asit 

miktarının 2,13mg/100 g ayçiçeği bal (günebakan çiçeği, Helianthus annuus) ile 12,11 

mg/100 g çay ağacı (Melaleuca quinquenervia) bal arasında değiştiği gözlenmiştir. Çay 

ağacı balının fenolik profilinin Avusturya Eucalyptus balına (Eucalyptus intermedia) 

benzediği ve gallik, ellagik, klorojenik ve kumarik asitlerden oluştuğu, çay çiçeği ve 

bloodwood (Avusturya’da iki farklı ağaç türü) ballarının başlıca farkının yapılarındaki 

klorojenik asitin toplam fenolik profile katkısı olduğu belirlenmiştir. Avustralya Guioa 

semiglauca (crow ash) balının karekteristik bir fenolik profil gösterdiği ve başlıca gallik 

asit ve absisik asit içerdiği ve bunların flora belirteci olabilecekleri belirtilmiştir. Kumarik 

asitin Avustralya ayçiçği balının karakteristik bir bileşeni olduğu ve gallik asitle beraber 

balların kimlik denetimi için kullanılabileceği rapor edilmiştir.  

Yao vd. (2003) çalışmalarında Avustralya ve Yeni Zelanda Leptospermum ballarının 

HPLC ile flavonoid, fenolik asit ve absisik asit bileşimini incelemişlerdir. Ballar pH 2 

olacak şekilde çözünürleştirilip Amberlit XAD-2 reçinesi ile kolon kromatografisinden 

sonra metanolle elüsyon ve devamında dietileter ekstraksiyonu yapılmıştır. Son kalıntı 

metanolde çözülüp RP-HPLC ile C18 kolonu (125 mm × 4 mm i.d., 5µm partikül) 

kullanılarak %5’lik sulu formik  asit (çözücü A) ve metanol (çözücü B)’den oluşan 

hareketli faz ve sabit akış hızında (1mL/dk) gradient elüsyon programı uygulanmıştır. 

Avustralya ballarından (Leptospermum polygalifolium) 15 flavonoid izole edilmiş, 

miktarları 2,22 mg/100g bal olarak belirlenmiş, tanımlanan ana flavonoidlerin mirisetin, 
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luteloin ve trisetin olduğu rapor edilmiştir. Başlıca gallik ve kumarik asit içeren bu balların 

ortalama fenolik asit miktarının 5,14 mg/100 g olduğu ve absisik asit miktarının 

(11,6mg/100g) diğer fenolik asitlerin miktarının 2 katı kadar olduğu belirlenmiştir. Yeni 

Zelanda ballarının (Leptospermum scoparium) başlıca flavonoidlerinin kuersetin, 

isorhamnentin, krisin ve luteolin olduğu, ortalama toplam flavonoid miktarının 3,06 

mg/100g bal olduğu, toplam fenolik asit miktarının 14,0 mg/100 g bala kadar olabildiği ve 

ana bileşenin gallik asit olduğu bildirilmiştir. 

Baltrušaitytė vd. (2007) tarafından Litvanya’dan toplanan farklı flora orijinli 35 balın 

ve 9 beabread’in (bal arıları ve larvalarının başlıca yiyeceği) fenolik ekstraktlarının radikal 

temizleme aktivitesi ve fenolik bileşiklerinin incelendiği bir çalışmada fenolik ekstraktlar 

Amberlite XAD-2 reçinesi ile (10,3 -348,8 mg ekstrakt /100 g örnek) elde edilmiştir. Bütün 

örneklerin radikal temizleme kapasitesine sahip olduğu fakat sonuçların geniş bir aralıkta 

(%43,0-%95,7) değişim gösterdiği bulunmuştur. Tek floralı balların DPPH radikali 

temizleme aktivitesinin %36,5-86,9 olduğu, çoklu floralı balların ise % 64,2-80,9 olduğu 

bulunmuştur. Bazı bal örneklerinin botanik içeriklerinin çok benzer olmalarına rağmen 

antioksidan aktivitelerinin farklılık gösterdiği, bu sonucun balların rengiyle 

ilişkilendirilebileceği ve botanik orijinin antioksidan aktiviteye katkıda bulunan tek faktör 

olmadığı belirtilmiştir. Balların fenolik bileşikleri C18 kolonu, (250 mm × 4,60 mm i.d., 

4µm) RP-HPLC-UV ile kütle spektrofotometresi kullanarak belirlenmiştir. 0,8 mL/dk akış 

hızında 40 dakikalık analiz süresinde %10’luk metanol ile %1’lik asetik asit (çözücü A) ve 

metanol (çözücü B) sistemiyle lineer ikili gradiyent elüyon uygulanmıştır. Kromatogramlar 

254 nm’de izlenmiştir. Bütün balların p-kumarik asit, kampferol, krisin ve apigenin 

içerdiği ve farklı kaynaklardan elde edilen balların antioksidan aktivitesi ve fenolik 

içeriğinin fark edilir derecede değişim gösterdiği görülmüştür. 

Mărghitaş vd. (2009) tarafından yapılan bir araştırmada; farklı botanik orijine sahip 

polenlerin metanollü ekstraktlarının antioksidan aktiviteleri incelenmiştir. Farklı çiçek 

florasına sahip türlerin her birinin farklı antioksidan aktiviteye sahip olduğu ve antioksidan 

aktivitenin toplam polifenol içeriğiyle ilişkili olduğu görülmüştür. Gallik asit standardı 

kullanarak yapılan toplam polifenol tayininde polenlerin 4,4-16,4 mg GAE/g toplam 

polifenol içerdiği, FeSO4.7H2O’nun standart olarak kullanıldığı FRAP testinde polenlerin 

0,255-5,355 mmol Fe+2/g FRAP değerine sahip oldukları bulunmuştur. DPPH testinde ise 

Trolox® standart olarak kullanıp sonuçlar Trolox® eşdeğeri antioksidan kapasite olarak 

0,274-2,814 mmol TR/g olarak hesaplanmıştır. Toplam polifenol ile FRAP arasındaki 
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korelasyonun R=0,502 ve toplam polifenolle DPPH testi arasındaki korelasyonun R=0,680 

olduğu bulunmuştur. 

Sonoran Çölü çevresinden toplanan 6 farklı arı poleniyle yapılan bir çalışmada 

polenlerin antioksidan aktivitesi incelenmiş ve toplam polifenol içeriğiyle antioksidan 

aktivite arasında iyi korelasyon olduğu bulunmuştur (LeBlanc vd., 2009). Polenler 8 farklı 

çözücüyle çözülerek hangi çözücülerde antioksidan aktivitenin daha iyi olduğu tespit 

edilmek istenmiştir. FRAP testinde metanollü (0,93-3,96 mM Fe+2) ve dimetilformamidli 

(0,51-4,15 mM Fe+2) ekstraktların en yüksek aktiviteyi gösterdiği, sonuçların % aktivite 

olarak verildiği DPPH testinde de en yüksek aktiviteyi metanollü (%19,76-%90,45) ve 

dimetilformamidli (%24,46-%89,05) ekstraktların gösterdiği bulunmuştur. Ayrıca 

metanollü ekstraktların DPPH aktivitesi ED50 olarak (ED50=SC50) hesaplanmış ve 0,01-

0,15 mg/mL olduğu bildirilmiştir. Metanollü ekstraktların kullanılmasıyla yapılan toplam 

polifenol tayininde gallik asit cinsinden toplam polifenol içeriği 15,91-34,85 mg/g olduğu 

belirlenmiştir. Testler sonucunda en yüksek antioksidan aktiviteyi gösteren polenlerin 

yüksek polifenol içeriğine sahip olan polenler olduğu saptanmıştır. 

Leja vd. (2007) seçilmiş bitki türlerinin arı polenleri üzerine yaptıkları çalışmada 12 

bitki türünün arı poleninin antioksidan aktivitesini araştırmıştır. Bu 12 polenin antioksidan 

aktivite ve fenolik içeriğinin değişiklik gösterdiği rapor edilmiştir. Klorojenik asit 

cinsinden toplam polifenol içeriğinin 15,15-82,43 mg/g aralığında değişim gösterdiği 

bulunmuştur. DPPH radikali temizleme aktivitesinin % aktivite olarak %8,6-91,3 gibi 

geniş bir aralıkta değiştiği görülmüştür. 

Kroyer ve Hegedus (2001) tarafından yapılan bir araştırmada arı poleni ve doğal 

polenlerin biyoaktif özellikleri incelenmiş ve arı poleninin 8,2 mg/g doğal polenlerin ise 

21,4-24,6 mg/g polifenol içerdiği bildirilmiştir. DPPH testinde sonuçlar % inhibisyon 

olarak verilmiş ve arı poleninin %39 doğal polenlerin ise %39-53 inhibisyon gösterdikleri 

belirlenmiştir. 

Cystus incanus L.’ce zengin Hırvatistan arı poleninin fenolik bileşiklerinin 

incelenmesi ile ilgili bir araştırmada HPLC-UV, C18 kolonu (250×4,6 mm i.d., 5 µm) ve 

fraksiyon toplayıcı kullanılmıştır (Šaric´ vd., 2009). Enjeksiyon hacmi 200 µL, akış hızı 1 

mL/dk ve sıcaklık 45°C olarak ayarlanmıştır. Polen %5 formik asit (çözücü A) ve metanol 

(çözücü B) çözücüleriyle 45 dakikada %10’dan %90’a kadar lineer gradient elüsyonla 9 

fraksiyona ayrılmıştır. İlk 7 fraksiyon %5 formik asit (A) ve asetonitril (B) ile 30 dakikada 

çözücü B %5’ten %53 olana kadar lineer gradiyent elüsyonla; diğer iki fraksiyon %33,5 
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çözücü B ile 30 dakika boyunca izokratik ayırma uygulanarak analiz edilmiştir. Polenin 

hidrolizli ve hidrolizsiz olarak iki farklı analizi yapılmıştır. Hidrolizsiz çalışmada polenin 

kafeik asit, galangin, kampferol, krisin ve pinosembrin içerdiği bulunurken hidrolizli 

çalışmada bunların yanı sıra isorhamnetin ve kuersetin olduğu saptanmıştır. 

Michalkiewicz vd. (2008) katı faz ekstraksiyonu (SPE) ile C18 kartuş kullanarak 

fenolik bileşikleri izole ve konsantre ederek HPLC ile farklı botanik orijinli balların fenolik 

asit ve flavonollerini incelemişlerdir. C18 kolunu, 2 mM formik asit (çözücü A) ve 

metanol (çözücü B) hareketli fazlarıyla gradient elüsyon kullanılmıştır. HPLC-UV ile 

yaptıkları analizlerde fenolik bileşiklerin LOD değerlerinin 0,01-0,12 ppm aralığında 

olduğu, bütün piklerin alıkonma zamanlarının BSS’lerinin %1’den küçük olduğunu ve 

standart çözeltilerin lineer cevaplar verdiği (R2>0,99) bildirilmiştir. Linden (ıhlamur) 

balının rutin (5 mg/kg) p-hidroksibenzoik asit (4,1 mg/kg) vanillik (3,7 mg/kg) ve kafeik 

asit (3,6 mg/kg)  içerdiği, Heather balının ise p-hidroksi benzoik (2,8mg/kg) asit ve şiringik 

asiti (1,8 mg/kg)  yüksek oranda içerdiği bulunmuştur. 

LC-MS kullanarak yapılan farklı bir çalışmada 3 adet balın fenolik bileşikleri 

incelenmiş ve fenolik bileşiklerin tanımlaması HPLC–ESI-MS/MS kullanarak yapılmıştır 

(Biesaga ve Pyrzynska, 2009). Küçük partikül çapına sahip bir C18 (50mm × 2,1mm i.d., 

3µm) kolonu ile 2 mM formik asit (çözücü A) ve metanol (çözücü B) hareketli fazlarıyla 

gradient elüsyon uygulanarak 16 dakika gibi kısa bir analiz süresinde 19 adet fenolik 

bileşik standartının (vanillik, gallik, kafeik, şiringik, p-kumarik, p-hidroksifeniloasetik, p-

hidroksibenzoik, klorojenik, ferulik ve sinapik asit, mirisetin, narginin, naringenin, 

luteolin, apigenin, isorhamnetin, kuersetin, kampferol, rutin) ayrımı başarılmıştır. 

Kalibrasyon eğrilerini oluşturmak için 0,05-50 ppm aralığında standart çözeltiler 

kullanılarak lineer kalibrasyon eğrileri elde edilmiştir (R2≥0,996). LOD değerlerinin 1-15 

ng/L aralığında, % BSS’ların %1,3–6,8 aralığında olduğu tespit edilmiştir. Analiz edilen 

örneklerden karabuğday (buckwheat) balının yüksek oranda ferulik asit (54,4 mg/kg) p-

hidroksibenzoik asit (22,6 mg/kg) ve p-kumarik asit (11,5 mg/kg) içerdiği, akasya (acacia) 

balının yüksek oranda ferulik asit (139,8 mg/kg) ve p-hidroksibenzoik asit (3,9 mg/kg) ve 

salgı balının yüksek oranda ferulik asit (173,8 mg/kg) içerdiği bildirilmiştir.   

Liang vd. (2009) Çin narenciye (citrus) ballarının kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik 

asit ve hesperetin içeriğini RP-HPLC-ECD ve RP-HPLC-DAD ile incelemişlerdir. Bal 

örnekleri suda, standartlar metanolde çözülmüştür. Kromatografik analiz için C18 kolonu 

(150 × 4,6 mm i.d., 5 µm) ve koruyucu kolon olarak C18 kolonu (20 × 4,0 mm i.d., 5 µm) 
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kullanılmış %4’lük asetik asit (çözücü A) ve metanol (çözücü B) hareketli faz sistemiyle 

gradient elüsyon uygulanmıştır. Analiz süresince akış hızı 1 mL/dk’ya ayarlanmış ve diyot 

dizisi dedektörle kromatogramlar 288 ve 320 nm’de izlenmiştir. Elektrokimyasal dedektör 

ise 1,0 V’ta oksidatif modda çalıştırılmıştır. Dedeksiyon ve ölçme limiti için ECD ile elde 

edilen sonuçlar DAD ile elde edilenlerden 6-14 kat daha büyük bulunmuştur. 4 standart 

fenolik bileşiğin kalibrasyon eğrileri iyi lineerlik göstermiştir. (R2>0,9994). DAD ile elde 

edilen LOD değerleri 3,3×10-2-6,5×10-2 ppm aralığında ECD ile 3,2×10-3-7,3×10-3 ppm 

aralığında saptanmıştır. 

Kenjeric´ vd. (2008)  tarafından Hırvatistan sahil ve adalarına özgü ve karakteristik 

tek floralı bir bal olan 38 adet adaçayı (Salvia officinalis L., sage) balının flavonoidleri 

(kuersetin, luteolin, mirisetin, krisin, apigenin kampferol, galangin, isorhamnetin, p-

kumarik asit, ellagik asit ve kafeik asit) RP-HPLC-DAD ile analiz edilmiştir. Flavonoid 

ekstraksiyonu Amberlit XAD-2 reçinesi ile kolon kromatografisi yardımıyla 

gerçekleştirilmiştir. Reçinede adsorbe olan flavonoidler metanol ile elüe edilmiştir. Çözücü 

uzaklaştırıldıktan sonra etileter ile sıvı-sıvı ekstraksiyonun ardından elde edilen kalıntı 

metanolde çözülerek HPLC’de analiz edilmiştir. Analizde C18 kolonu (12,5 × 0,4 cm i.d., 

5 µm), %5’lik formik asit (çözücü A) ve metanol (çözücü B)’den oluşan hareketli faz 

sistemi ve 60 dakikalık gradient elüsyon programı ile çalışılmıştır. Enjeksiyon hacmi 20 

µL olarak kullanılmış ve kromatogramlar 290 ve 340 nm’de izlenmiştir. Çalışılan tüm bal 

örneklerinin kuersetin, luteolin, kampferol apigenin, krisin ve galanginin yanı sıra p-

kumarik asit ve kafeik asit içerdiği tespit edilmiştir. Bal örneklerindeki toplam flavonoid 

miktarının 109,4 µg/100 g bal ile 589,9 µg/100 g bal aralığında değiştiği gözlenmiştir. 

Tüm örneklerin genel ve spesifik flavonoid profiline sahip olduğu ve bunun adaçayı 

ballarını diğer tek floralı ballardan ayırmada bir temel olabileceği bildirilmiştir. 

Farklı botanik orijine sahip 27 İtalyan balının fenolik ve flavonoid fraksiyonları ve 

antioksidan aktivitesi karakterize edilmiştir (Pichichero vd., 2009). Ballardan fenoliklerin 

ekstraksiyonu katı faz ekstraksiyonu kartuşu ile yapılmıştır. C18 kolonu (250 mm × 4,6mm 

i.d., 5 µm), hareketli faz olarak su:TFA:asetonitril (87:3:10, çözücü A) ve 

su:TFA:asetonitril (40:50:10, çözücü B) mobil fazları kullanılarak gradeint elüsyon 

uygulanmıştır. Akış hızında da gradiyent program kullanılmış ve akış hızı 0,2 mL/dk ile 

0,6 mL/dk aralığında değiştirilmiştir. 65 dakikalık test süresince kolon sıcaklığı 50°C’de 

tutulmuştur. Kromatogramlar 280 ve 360 nm’de kaydedilmiş ve enjeksiyon hacmi 20 µL 

olarak kullanılmıştır. Analizlerde dış standart yöntemi uygulanmıştır. HPLC-UV ile 
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bulunan değerlere göre balların bol miktarda fenolik bileşikleri ve flavonoidleri içerdiği, 

incelenen balların bu bileşikleri benzer oranlarda içerdiği ve balın flora orijinine bağlı 

olarak her bir analitin fenolik profile katkısının farklı olduğu bildirilmiştir. Genel olarak 

ana flavonoidlerin mirisetin, krisin ve galangin, ana fenolik asitlerin ise gallik asit (0,195-

1,770 mg/kg) ve klorojenik asit (0,166-1,172 mg/kg) olduğu görülmüştür. Folin–Ciocalteu 

metoduna göre yapılan tayinde toplam fenolik madde miktarının gallik asit eşdeğeri olarak 

60,50-276,04 mg/kg, flavonoid miktarının kuersetin eşdeğeri olarak 41,88-211,68 mg/kg 

olduğu bulunmuştur. Antioksidan kapasitenin yüksek olduğu ve farklılık gösterdiği 

belirtilmiştir. FRAP değerlerinin 1,265-4,396 mmol Fe+2/kg, DPPH testinde SC50 

değerlerinin 7,08-64,09 mg/mL aralığında değiştiği tespit edilmiştir. Ayrıca antioksidan 

parametreler arasındaki korelasyonun da anlamlı olduğu ifade edilmiştir (P < 0,05).  

 



 
 
2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 
 

2.1. Kullanılan Cihazlar 

 

HPLC analizlerinde gerek hareketli fazın hazırlanmasında ve gerekse de fenolik 

bileşik standartlarının ve numunelerin hazırlanması ve seyreltilmesinde kullanılan HPLC 

saflıktaki su Sartorius arium 611UV (Gottingen, Almanya) cihazından elde edildi. 

Antioksidan aktivite tayinlerinde absorbans ölçümleri için ATİ-Unicam UV-VIS 

spektrofotometre cihazı kullanıldı. Numune hazırlamalar esnasında çözücülerin 

buharlaştırılması amacıyla Buchi 461 su banyosu ve Cole-Parmer Aspiratör pompası 

(Kore) ile donanımlı Bibby RE 100 döner vakum evaporatörü kullanıldı. pH ölçümleri ve 

ayarlamaları için pH metre Hanna pH 213 (Romanya), antioksidan aktivite tayinlerinde 

kullanılan ekstraktların hazırlanması esnasında ısı kontrollü çalkalayıcı olarak Nüve ST 

402 (Türkiye) kullanıldı. Numune ve çözeltilerin hazırlanması ile testler esnasında elde 

edilen reaksiyon karışımlarının çözme ve karıştırma işlemleri için Labnet VX100 model 

vorteks (Woodbridge, NJ ABD) ve Heidolph model ısıtıcılı manyetik karıştırıcı 

(Schwabach, Almanya)’dan yararlanıldı. Antioksidan aktivite tayinleri için metanollü 

ekstraktların hazırlanmasında çözünmeyen partiküllerin uzaklaştırılması için Hettich 

Universal 320R (Almanya) markalı soğutmalı santrifüj cihazı kullanıldı. Katı faz 

ekstraksiyonunda Varian vakum manifoldu (Harbor city CA, ABD) kullanıldı.  

Fenolik bileşiklerin kalitatif ve kantitatif tayinleri ise mikro degasser (Japonya), 

dereceli elüsyon pompası (quaternary pump, Almanya) ve UV dedektör (Japonya) ile 

donanımlı bir Agilent 1100 series HPLC cihazı (ABD) ve 7725i Rheodyne enjektör sistemi 

ve 20 µl’lik loop kullanılarak gerçekleştirildi. Manüel enjeksiyonlar 25 µL‘lik Hamilton 

şırınga (Bonaduz, İsviçre) ile yapıldı. 

 

2.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler  
 

Fenolik bileşik standardı olarak kullanılan gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksi 

benzoik asit, kateşin, klorojenik asit, vanillik asit, kafeik asit, şiringik asit, epikateşin, p-

kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit, rutin,  2,4-cis,trans-absisik, trans-sinnamik asit ve 

kuersetin Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)’dan o-kumarik asit Merck (Almanya)’dan 
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satın alındı. HPLC deneylerinde mobil faz olarak kullanılan metanol J.T. Baker (Deventer, 

Hollanda), asetonitril Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya), asetik asit Merck (Darmstadt, 

Almanya)’dan satın alındı. Antioksidan aktivite tayinlerinde kullanılan DPPH• (2, 2-

difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, Folin-Ciocalteu reaktifi, neokuproin, CuCl2, amonyum 

asetat tamponu Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya), TPTZ (tripridiltriazin) Fluka 

(Buchs, İsviçre), Na2CO3 ve Trolox® (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik 

asit) ve HCl Merck (Darmstadt, Almanya)’dan satın alındı. Katı faz ekstraksiyonunda 

Supelco (Park Bellefonte PA, ABD)’dan satın alınan 6 ml’lik C-18 kartuşları kullanıldı. 

HPLC şırınga filtreleri (25 mm, 0,45 µm) Whatman (Clifton NJ, ABD)’dan satın alındı. 

 

2.3. Numuneler 
 

Anzer balı ve poleni Rize’nin İkizdere ilçesinde yer alan Anzer yaylasından 2007-

2008 yıllarında toplandı. Toplanan Anzer polenleri +4 oC’de buzdolabında, ballar ise oda 

sıcaklığında muhafaza edildi. Anzer bal ve polenleri 15 Haziran-15 Temmuz aralığında, 

Anzer güz balı ve polenleri ise 15-20 Temmuz’dan Ağustos sonuna kadar olan aralıkta 

toplanmışlardır. 

 

Tablo 6. Analizlerde kullanılan Anzer bal ve polenlerinin türleri 
 

Balın kodu Balın türü Polenin kodu Polenin türü 
B1 Çiçek+anzer balı P1 Anzer güz poleni 
B2 Anzer balı P2 Anzer güz poleni 
B3 Anzer balı P3 Anzer güz poleni 
B4 Anzer balı P4 Anzer güz poleni 
B5 Anzer balı P5 Anzer güz poleni 
B6 Anzer balı P6 Anzer güz poleni 
B7 Anzer güz balı P7 Anzer güz poleni 
B8 Anzer güz balı P8 Anzer güz poleni 
B9 Anzer balı P9 Anzer poleni 
B10 Anzer balı P10 Anzer poleni 
B11 Anzer balı P11 Anzer güz poleni 
B12 Anzer balı P12 Anzer poleni 
B13 Anzer balı P13 Anzer poleni 
B14 Anzer balı   
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2.4. Antioksidan Aktivite Tayinleri 
 

2.4.1. Metanollü Ekstraktların Hazırlanması 
 

Antioksidan aktivite tayinlerinde kullanmak amacıyla Anzer bal ve polenlerinin 

metanollü ekstraktları hazırlandı. Bu amaçla bal örneklerinden 5’er gram ve polen 

örneklerinde 1’er gram alınıp 10-15 mL destile metanolde çözülüp çalkalayıcıda 4 saat 

çalkalandı. Numuneler destile metanol ile 25 mL’ye tamamlandıktan sonra metanolde 

çözünmeyen kısım santrifüjlenerek uzaklaştırıldı. Elde edilen berrak % 20’lik metanollü 

stok bal çözeltileri ile % 4’lük metanollü stok polen çözeltileri antioksidan aktivite 

tayinlerinde kullanılmak üzere şişelendi ve buzdolabında +4°C’de muhafaza edildi. 

Analizler esnasında ekstraktların istenen konsantrasyonlarını hazırlamak için gerekli 

seyreltmeler destile metanol kullanılarak yapıldı.  

 

2.4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini 
 

Bal ve polen numunelerinin metanollü ekstraktlarının toplam fenolik madde içeriği, 

Singleton ve Rossi (1965) tarafından geliştirilen metodun modifiye edilmesiyle belirlendi. 

Bu yöntem, fenolik maddelerin Folin-Ciocalteu reaktifinin içerdiği fosfomolibdik-

fosfotungistik çözeltisini indirgeyerek mavi bir kompleks oluşturmaları ve bu mavi rengin 

spektrofotometrik olarak ölçülmesi ilkesine dayanmaktadır. Numunelerin toplam fenolik 

madde içerikleri standart kalibrasyon eğrisinden yararlanılarak belirlendi. Bu amaçla 

standart fenolik bileşik olarak gallik asit kullanıldı. Tayine başlamadan önce gallik asitin 

0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0312, 0,0156, 0,0078 mg/mL’lik konsantrasyonları hazırlandı. 

Konsantrasyona karşılık gelen absorbans değerleri bulunarak standart grafik çizildi. 

Standart grafiğe ait regresyon eşitliği kullanılarak bal ve polenlerin toplam fenolik madde 

miktarları gallik asit eşdeğeri (GAE) cinsinden mg fenolik madde/g numune olarak 

hesaplandı. Her bir örnek ve değişen konsantrasyonlarda gallik asit standardı için 

uygulanan pipetleme işlemleri Tablo 7’de özetlenmiş olup absorbanslar 765 nm’de 

ölçülerek grafik çizildi. 
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Tablo 7. Toplam fenolik madde tayini için yapılan pipetlemeler  
  

 Kör Numune 
Körü Standart Test 

Metanol (destile) 0,1 mL - - - 

Standart (değişen konsantrasyonlarda)  - - 0,1 mL - 

Numune  - 0,1 mL - 0,1 mL 

Destile su 3,1 mL 3,9 mL 3,1 mL 3,1 mL 

2 N Folin Ciocalteu Reaktifi 0,2 mL - 0,2 mL 0,2 mL 

Tüpler vorteks ile karıştırıldı ve 3 dakika sonra 

 %20’lik Na2CO3 0,6 mL - 0,6 mL 0,6 mL 

2 saat sonra 765 nm'de köre karşı absorbans okundu. 
 

2.4.3. Demir (III) İndirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini 
 

Demir indirgeme antioksidan kapasitesi yöntemi ucuz, tekrarlanabilir ve basit bir 

antioksidan aktivite tayin yöntemi olup çalışmada Benzie ve Strain (1996)’in geliştirdiği 

yöntem uygulandı. Metot çözelti ortamında bulunan antioksidanların Fe+3’ü Fe+2’ye 

indirgeyebilme yeteneğine dayanır. Deneylerde Fe+3 kaynağı olarak FeCl3 kullanıldı ve 

numunelerle muamelesi sonucu bileşik indirgendi ve ortamda bulunan antioksidan miktarı 

ile orantılı miktarda Fe+2-TPTZ’nin oluşumundan kaynaklanan mavi renk 

spektrofotometrik olarak gözlendi.  Metoda adını veren FRAP reaktifi günlük olarak 

hazırlandı ve 25 mL pH 3,6 300 mM asetat tamponunun 40 mM HCl’de hazırlanmış 2,5 

mL 10 mM tripridiltriazin (TPTZ) ve sulu 2,5 mL 20 mM FeCl3 · 6H2O çözeltilerinin 

karıştırılmasıyla elde edildi. Çalışılan numunelerin 100 µL’si taze hazırlanmış FRAP 

reaktifi ile karıştırıldı. 595 nm’de numune içermeyen referansa karşı absorbanslar 0. ve 4. 

dakikada okundu (Tablo 8). Kalibrasyon için Trolox®’un değişen konsantrasyonları (62,5, 

125, 250, 500 ve 1000 µM) kullanıldı. Sonuçlar aynı şartlarda test edilmiş standart 

Trolox®’la karşılaştırmalı olarak bulundu ve Trolox® eşdeğeri antioksidan güç olarak ifade 

edildi (TEAP).  
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Tablo 8. FRAP yöntemi için yapılan pipetlemeler  
 
 Numune 

Körü 

Reaktif 
Körü 

Numune Standart 

FRAP Reaktifi - 3 mL 3 mL 3 mL 

Numune 100 µL - 100 µL - 

Trolox® (Değişen konsantrasyonlarda) - - - 100 µL 

Metanol (destile) - 100 µL - - 

Destile su 3 mL - - - 

0. dakikada ve 4.dakikada 595 nm’de absorbans okundu. 
 

2.4.4. Bakır (II) İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini  
 

CUPRAC tayini Apak vd. (2004) metoduna göre yapıldı. Yöntem gereğince 

reaksiyon karışımları hazırlanırken bir deney tüpüne sırasıyla 1 mL 10 mM CuCl2 çözeltisi, 

1 mL 1M pH 7,0 amonyum asetat tampon çözeltisi ve 1 mL 7,5 mM etanollü neokuproin 

çözeltisi ilave edildi. Daha sonra x mL numune çözeltisi ve (1,1 − x) mL destile su ilave 

edilerek çözeltiler karıştırıldı. Oda sıcaklığında 30 dakikalık inkübasyon süresi sonunda 

reaktif körüne karşı 450 nm’deki absorbanslar ölçüldü. Reaktif körü olarak numune yerine 

numune çözücüsü (metanol) içeren reaksiyon karışımı kullanıldı (Tablo 9). Analizler 3 

tekrarlı gerçekleştirildi. 

 

Tablo 9. CUPRAC yöntemi için yapılan pipetlemeler 
 

 Numune Renk Körü Reaktif Körü 

10 mM CuCl2 1 mL  1 mL 

Amonyum asetat tamponu (1 M, pH 7,0) 1 mL  1 mL 

7,5 mM etanollü Neokuproin 1 mL  1 mL 

Numune 0,2 mL 0,2 mL - 

Destile su 0,9 mL 3,9 mL 0,9 mL 

Metanol   0,2 mL 

30 dakika sonra 450 nm’de absorbanslar okundu. 
 

CUPRAC metodunda Trolox®’un molar absorptivite katsayısı ε=1,67 x 10-4 

L/mol.cm olduğundan Trolox® için kalibrasyon eğrisi orijinden geçer. Kullanılan numune 
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ekstraktlarındaki Trolox®’a eşdeğer numune konsantrasyonu CUPRAC testi sonucu elde 

edilen absorbansın Trolox®’un molar absorblama katsayısına (εTR) bölünmesiyle 

bulunabilir. Trolox® eşdeğeri antioksidan kapasite (TEAC), ekstrakttaki tüm seyrelmeler 

hesaba katılarak ve materyalin başlangıçtaki tartım miktarına oranlanarak Trolox® eşdeğeri 

antioksidan kapasitesi (mmol TR/g madde) aşağıdaki formül kullanılarak bulunabilir(22).   

 

TEAC (mmol TR/g)= (Af / εTR)(Vf/Vs)r(Vcup/m) 
 

m= gram materyal 

Vcup= başlangıç hacmi 

r = seyreltme katsayısı 

Vs = analizde kullanılan seyreltilmiş ekstrakt hacmi 

Vf = test karışımının son hacmi 

 Af=  absorbans 

 

2.4.5. DPPH• Radikali Temizleme Aktivitesi 
 

Çalışmada radikalin 150 µM’lık metanollü çözeltisi kullanıldı. Ekstraktlar değişen 

konsantrasyonlarda hazırlandı. Bu amaçla Anzer bal ve polenlerinin metanollü 

ekstraktlarının gerekli seyreltme işlemleri metanol kullanılarak yapıldı. Eşit hacimde 

DPPH çözeltisi ve numuneler karıştırılıp oda sıcaklığında 50 dakika inkübasyona bırakıldı 

(Tablo 10). Süre sonunda DPPH’ın maksimum absorbans verdiği 517 nm’de absorbanslar 

okundu. Bütün numuneler 3 tekrarlı çalışıldı. Reaktif körü olarak DPPH çözeltisi ve 

numunenin çözüldüğü çözelti kullanıldı. Bulunan absorbanslar ve karşılık gelen 

konsantrasyonlar grafiğe geçirilerek SC50 değerleri mg/mL cinsinden hesaplandı. 

 

Tablo 10. DPPH yöntemi için yapılan pipetlemeler 
 
 Numune Körü Reaktif Körü Numune 

Bal / Polen (Değişen konsantrasyon)  750µL - 750µL 

Metanol (Destile) 750µL - - 

DPPH (150 µM) - 750µL 750µL 

Numune çözücüsü - 750µL - 

50 dak. sonra 517 nm de absorbans okundu. 

(22) 
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2.4.6. SC50 Değerlerinin Bulunması 
 

SC50 radikal miktarını yarıya indiren numune konsantrasyonudur. SC50 değerinin 

bulunması için farklı konsantrasyonlarda çalışmak gerekir. Bu nedenle çalışmalarda 6 

farklı konsantrasyonda ölçüm yapıldı. Numunelerin yeterli miktarda farklı konsantrasyonu 

hazırlanıp absorbans ölçümleri yapıldı ve absorbanslar konsantrasyona karşı grafiğe 

geçirildi. Maksimum absorbansın yarısına karşılık gelen konsantrasyon miktarı SC50 

değerini vermektedir. SC50 değeri mg/mL veya mM gibi birimlerle ifade edilmektedir. 

 

2.5. HPLC Analizleri 

 

2.5.1. Örnek Hazırlama 
 

Bal ve polen numunelerindeki fenolik bileşikler katı faz ekstraksiyonuyla elde edildi 

ve bu amaçla literatürdeki metotlar modifiye edilerek kullanıldı (Martos, Cossentini, 

Ferreres & Tomas-Barberan, 1997; Martos, Ferreres & Tomas-Barberan, 2000; Martos, 

Ferreres, Yao vd., 2000). Katı faz ekstraksiyonunda Supelco (Park Bellefonte PA, 

ABD)’dan satın alınan 6 mL’lik C-18 kartuşları kullanıldı. Numunelerin yeterli miktarları 

saf suda çözülüp flavonoid glikozitlerinin hidrolizi amacıyla pH 1’e ayarlandı. Numuneler 

çözünmeyen kısmın uzaklaştırılması için süzüldü. Daha sonra şartlanmış C-18 kartuşundan 

geçirildi. Kartuşları şartlandırmak için kartuşlar 2 mL metanolle yıkandı devamında 2 mL 

su ile yıkandı ve daha sonra numune çözeltileri geçirildi. Fenolik bileşenler kartuşta 

adsorbe oldu ve istenmeyen bileşenleri tamamen uzaklaştırmak için kartuş yeteri kadar saf 

su ve pH’ı 1 olan saf su ile yıkandı. Kartuşta adsorbe olan fenolik bileşikler metanolle 

yıkanarak alındı ve metanol evaporatörde 40oC’de kuruluğa kadar uçuruldu.  Kalıntı 5 mL 

destile su ile çözüldü ve 3’er defa 5 mL dietileter ve etilasetat ile ekstraksiyon yapıldı. 

Birleştirilen ekstraksiyon çözeltileri evaporatörde kuruluğa kadar uçuruldu. Kalıntı HPLC 

saflıkta metanolde çözüldü. Standartlarla aynı koşulların sağlanması amacıyla metanollü 

çözeltilerden gerekli hacimler alınarak destile su ile metanol:su oranı 40:60 olacak şekilde 

seyreltildi ve 0,45 µm’lik filtreden süzülerek HPLC’de analiz edildi. 
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2.5.2. Standartlar ve Kalibrasyon 

 

Çalışmada 17 adet fenolik bileşik standardı kullanıldı: Gallik asit, protokatekuik asit, 

p-hidroksi benzoik asit, kateşin, klorojenik asit, vanillik asit, kafeik asit, şiringik asit, 

epikateşin, p-kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit, rutin, o-kumarik asit, 2,4-cis,trans-

absisik asit, trans-sinnamik asit ve kuersetin.  

Rutin ve kuersetin dışında tüm stok çözeltiler %40’lık metanolde 1 mg/mL 

konsantrasyonda hazırlandı. Rutin %50’lik, kuersetin ise %100’lük metanolde 1 mg/mL 

konsantrasyonlarda hazırlandılar. Kalibrasyon grafiklerini belirlemek amacıyla ana stok 

çözeltilerinden %40’lık metanolle seyreltme koşuluyla 17 adet standardın 50, 25, 15, 10, 5 

ve 2,5 mg/L’lik standart fenolik bileşik karışımları hazırlandı. İç standart olarak kullanılan 

propil parabenin tüm kalibrasyon çözeltileri ve analiz edilen numunelerin son hacmindeki 

konsantrasyonu 10 ppm olacak şekilde ayarlandı. İç standart da diğer standartlar gibi aynı 

koşullarda hazırlandı.  

 

2.5.3. İç Standart Seçimi ve Kullanımı 

 

Bu çalışmada iç standart olarak daha önce literatürde de kullanılmış bir bileşik olan 

propil paraben kullanıldı (Öztürk vd., 2007). Bitkilerin propil paraben içermemesi ve 

sudaki çözünürlüğünün yüksek oluşundan dolayı bu sentetik bileşik iç standart olarak 

kullanıldı.  Propil paraben HPLC analizlerinde standart bileşiklere yakın ve en son elue 

olmaktadır. Analiz süresinin uzamasına sebep olmaması ve analiz süresi zarfında elue 

olması tercih sebeplerindendir. Bal ve polen numuneleri propil paraben ihtiva etmemekte 

ve bütün standartların piklerinden rahatça ayrılmaktadır.  

Yapılan analizlerde propil parabenin numunelerde ve standart çözelti karışımlarında 

son konsantrasyonu 10 ppm olacak şekilde ayarlandı. Her bir standardın farklı 

konsantrasyonlarına karşı oluşan pik alanları, iç standardın pik alanına oranlandı. Bu 

değerler konsantrasyona karşı grafiğe geçirilerek kalibrasyon eğrileri elde edildi. 

Numuneler içinse elde edilen kromatogramlarda bilinmeyen miktardaki fenolik bileşiklerin 

pik alanları iç standardın pik alanına oranlandı. Kalibrasyon eğrileri kullanılarak ve tüm 

seyreltmeler hesaba katılarak fenolik bileşiklerin konsantrasyonları hesaplandı. 
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2.5.4. HPLC Çalışma Koşulları 

 

HPLC analizleri bir uv dedektör ile donanımlı Agilent 1100 series HPLC’de yapıldı. 

Chemstation (Agilent) programı ile kontrol edildi. Tüm analizler için bir Agilent ZORBAX 

Eclipse XDB-C18 (150 mm × 4,6 mm i.d., 5 µm partikül; ABD) tersfaz kolonu kullanıldı. 

Hareketli faz (A) %2 asetik asitin sudaki çözeltisi ve (B) 50/50 asetonitril/su içindeki %0,5 

asetik asitin çözeltilerinden oluşmaktaydı (de Villers vd., 2004). Elüsyonda takip eden 

gradiyent kullanıldı: Başlangıç koşullarına dönmeden önce 0-5 dk  %5 B; 5-8 dk %5-20  

B; 8-10 dk %20-22  B; 10-17 dk %22-25  B; 17-19 dk  %25-27 B; 19-30 dk %27-40 B; 30-

35 dk %40-45 B; 35-40 dk %45-65 B; 40-43 dk %65-100 B 43-45 dk %100 B. 45 ile 50. 

dakikalar arasında asetonitril ile temizlik yapıldı ve 50-52. dakikalar arasında başlangıç 

koşullarına dönüldü. Kullanılan gradiyent program Tablo11’de özetlenmiştir. Akış hızı 1,2 

mL.dk-1 ve enjeksiyon hacmi 20 µL idi. Dedektör 280 nm’de çalıştırıldı.  

 

Tablo 11. HPLC analizlerinde kullanılan gradiyent program 
 

Zaman 
(dakika) % A* % B** % D*** Akış Hızı 

(mL.dk-1) 
0 95 5 0 1,2 
5 95 5 0 1,2 
8 80 20 0 1,2 
10 78 22 0 1,2 
17 75 25 0 1,2 
19 73 27 0 1,2 
30 60 40 0 1,2 
35 55 45 0 1,2 
40 35 65 0 1,2 
43 0 100 0 1,2 
45 0 10 0 1,2 
50 0 0 100 1,2 
52 95 5 0 1,2 

* A: %2 Asetik asitli su; ** B:50/50 asetonitril:su içerisinde %0,5 asetik asit; *** D: 
asetonitril 

 

2.5.5. HPLC-UV İçin Dedeksiyon Limitinin (LOD) Belirlenmesi 

 

EPA metoduna göre dedeksiyon limiti hesaplandı (US EPA, 1984). Tüm 17 

standardın 2 ppm’lik karışımı HPLC ile analiz edildi. Her bir analitin sinyalinin gürültüye 

oranına (S/N) dayanan değer Chemstation’dan belirlendi, 6 seviyesinde bir S/N sağlamak 
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için gerekli konsantrasyon hesaplandı. Sonuç olarak,  0,2 ppm’de o-kumarik asit ve trans-

sinnamik asit; 0,4 ppm’de gallik asit, kafeik asit, şiringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit 

ve cis,trans- absisik asit; 0,8 ppm’de protokatekuik asit,  p-hidroksibenzoik asit, klorojenik 

asit, vanillik asit ve kuersetin; 1,5 ppm’de rutin ve epikateşin ve 2 ppm’de kateşin ve 

benzoik asit içeren kalibrasyon çözeltisi hazırlandı ve 7 kez analiz edildi. Ardından her bir 

bileşik için dedeksiyon limiti (LOD) pik alanı ve alıkonma zamanının yüzde bağıl standart 

sapması (%BSS) olarak hesaplandı. 

 

2.6. İstatistiksel Metot 
 

Analizler en az üç testin ortalaması alınarak yapıldı ve sonuçlar ortalama değer ve 

standart sapma cinsinden hesaplandı. Ortamala değer ± SD Microsoft® Office Excel 2003 

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) programı yardımıyla hesaplandı. Tüm 

istatistik testler SPSS (version 9.0 for Windows 98, SPSS Inc.) programı yardımıyla 

yapıldı. Gruplar arasında istatistiki olarak anlamlı fark olup olmadığını test etmek için 

Kruskal-Wallis non-parametrik testi kullanıldı. İki bağımsız grup arasında korelasyon olup 

olmadığı Pearson korelasyon testine göre p<0,05 seviyesinde incelendi.  

 



 

3. BULGULAR 
 

3.1. Antioksidan Aktivite Tayinleri 
 

3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktarları 
 

Metanollü bal ve polen ekstraktlarının gerekli olan seyreltme işlemleri yapıldıktan 

sonra toplam fenolik madde miktarları gallik asit standardına göre tayin edildi. Değişen 

konsantrasyonlarda hazırlanan (0,0078-0,5 mg/mL’lik) standart gallik asit çözeltileri ile 

Bölüm 2.4.2'de anlatılan metoda göre toplam fenolik madde miktarları tayin edildi. Elde 

edilen 765 nm'deki absorbans değerleri y-ekseninde ve konsantrasyon değerleri ise x-

ekseninde olacak şekilde bir standart çalışma grafiği hazırlandı. Elde edilen standart 

çalışma grafiğinde absorbans konsantrasyonla doğru orantılı olup, elde edilen doğru 

denklemi y = 0,3336x – 0,0115 olarak tespit edildi (Şekil 10). Hazırlanan standart çalışma 

grafiği kullanılarak 1 g bal veya polenin içerdiği mg cinsinden toplam fenolik madde 

miktarları belirlendi.  

Metanollü Anzer balı numunelerinin içerdiği toplam fenolik madde miktarları Şekil 

11’de, metanollü Anzer poleni numunelerinin içerdiği toplam fenolik madde miktarları da 

şekil 12’de verilmektedir.  

 

y = 0,3336x - 0,0115
R2 = 0,9967

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

A
bs

or
ba

ns
 (7

65
 n

m
)

 
 

Şekil 10. Toplam fenolik madde tayini için gallik asit standardı kullanılarak hazırlanan 
standart çalışma grafiği 
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Şekil 11. Anzer balı örneklerinin toplam fenolik madde miktarları 
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Şekil 12. Anzer poleni örneklerinin toplam fenolik madde miktarları 
 

Balların toplam fenolik madde miktarlarının 4,26-10,61 mg/g aralığında, polenlerin 

ise 44,07-124,10 mg/g aralığında olduğu bulundu. En yüksek toplam fenolik madde 

içeriğine sahip balların B13, B2, B1 ve B11 olduğu, en düşük toplam fenolik madde 

içeriğine ise B8, B7 ve B5 kodlu balların sahip olduğu bulundu. Metanollü Anzer 

polenlerinden P13 ve P12’nin yüksek miktarda, P7 ve P8’in ise diğer polenlere göre daha 

düşük miktarda toplam fenolik madde içerdiği tespit edildi. Polenlerin genel olarak 
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ballardan 10-20 kat daha fazla toplam fenolik madde içerdiği ve fenolikçe zengin oldukları 

belirlendi. 

 

3.1.2. Demir (III) İndirgeme Antioksidan Kuvveti (FRAP) 
 

Radikal zincir reaksiyonlarının kırılma kapasitesini yansıtan Fe (III) indirgeme 

kuvveti testi, antioksidan kapasitenin iyi bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir 

(Gülçin vd., 2003). Kalibrasyon için Trolox®’un değişen konsantrasyonları (62,5-

1000 µM) kullanılarak hazırlanan standart çalışma grafiği aşağıda verilmektedir (Şekil 13 

).  
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Şekil 13. Trolox® kullanılarak elde edilen standart çalışma grafiği 
 

Grafikten elde edilen denklem kullanılarak bal ve polen numuneleri için sonuçlar 

mikromol Trolox®/g numune cinsinden hesaplandı ve Trolox® eşdeğeri antioksidan güç 

olarak ifade edildi (TEAP) (Tablo 12). Verilen değerler üç paralel çalışmanın 

ortalamasıdır. Bu metotta yüksek TEAP değeri yüksek Fe+3 indirgeme kuvvetini 

göstermektedir. 

Tablo 12’den görüldüğü gibi Anzer polenlerinin TEAP değerlerinin ballardan 

oldukça yüksek olduğu bulundu. En yüksek TEAP değerine sahip balların B13 ve B2 

kodlu Anzer balları olduğu gözlendi. B13 ve B2 ballarının toplam fenolik madde içeriği de 

diğer ballardan yüksek bulunmuştu. En düşük Fe (III) indirgeme kuvveti gösteren balların 
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B3, B7 ve B8 olduğu ve yine bu balların diğer bal ve polenlerden daha düşük miktarda 

toplam fenolik madde içerdiği gözlendi. Genel olarak bakıldığında balların kendi 

aralarında toplam fenolik madde içeriğiyle TEAP değerleri arasında pozitif korelasyon 

olduğu görüldü (R=0,899). En yüksek TEAP değerine sahip polenlerin ise sırasıyla P9, 

P12, P10, P11 ve P13 olduğu; en düşük TEAP değerine sahip polenlerin ise sırasıyla P7, 

P8 ve P5 olduğu gözlendi. En yüksek TEAP değerlerine sahip olan polenlerin yüksek 

toplam fenolik madde içeriğine de sahip olan polenler oldukları görüldü. Fakat bu beş 

polenin kendi aralarında toplam fenolik madde içerikleri ile TEAP değerleri arasında 

korelasyon olmadığı görüldü (R= -0,263). Bütün polenleri bir arada değerlendirdiğimizde 

ise toplam fenolik madde içeriği ile TEAP değerleri arasında pozitif korelasyon olduğu 

bulundu (R=0,754). Ballar ve polenler hepsi bir arada değerlendirildiklerinde toplam 

fenolik madde içeriğiyle TEAP değerleri arasında pozitif korelasyon olduğu gözlendi 

(R=0,850).  

 

Tablo 12. Anzer bal ve polenlerinin TEAP değerleri 
 

Ballar Polenler 

Numune 
Kodu 

TEAP değerleri  
(µmol Trolox®/g bal) 

Numune 
Kodu 

TEAP değerleri  
(µmol Trolox®/g 

polen) 
B1 0,75 ± 0,03 P1 11,77 ± 0,63 
B2 1,06 ± 0,01b P2 24,22 ± 0,20 
B3 0,20 ± 0,01 P3 19,36 ± 0,39 
B4 0,68 ± 0,01 P4 15,38 ± 0,16 
B5 0,38 ± 0,01 P5 13,71 ± 0,42 
B6 0,60 ± 0,02 P6 14,01 ± 0,66 
B7 0,25 ± 0,02 P7 12,32 ± 0,58 
B8 0,34 ± 0,01 P8 15,66 ± 1,05 
B9 0,35 ± 0,04 P9 105,06 ± 0,59 
B10 0,93 ± 0,04 P10 65,06 ± 0,98a 

B11 0,89 ± 0,01 P11 42,79 ±0,58 
B12 0,99 ± 0,02 P12 73,39 ± 1,77 
B13 1,17 ± 0,02b P13 42,69 ± 1,67 
B14 0,81 ± 0,02   

a: Kruskal Wallis yöntemine göre güz polenine göre istatsitiki farklılık; b: Kruskal 
Wallis yöntemine göre ballar arasındaki istatistiki farklılık 
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3.1.3. Bakır (II) İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) 
 

Cu+2 indirgeme yöntemi olarak da bilinen CUPRAC yöntemi toplam antioksidan 

kapasitenin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. Bu metotta 

numunelere ait sonuçlar bölüm 2.4.4’te bahsedilen formül kullanılarak hesaplandı ve 

değerler mikromol TR/g numune cinsinden kapasite olarak ifade edildi. Bu metotta yüksek 

Trolox® eşdeğeri antioksidan kapasite (TEAC) yüksek Cu(II) iyonu indirgeyici antioksidan 

kapasiteyi göstermektedir. Kısaca yüksek CUPRAC değerleri FRAP metodunda olduğu 

gibi yüksek antioksidan kapasiteyi göstermektedir.   

Şekil 14 ve Şekil 15’de Anzer bal ve polenlerine ait TEAC değerleri üç paralel 

çalışmanın ortalaması olarak verilmiştir. 
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Şekil 14. Anzer balı örneklerinin TEAC değerleri 
 

Polenlerin ballardan çok daha yüksek Cu(II) iyonu indirgeme kapasitesine sahip 

oldukları görüldü. B2, B10, B11, B12 ve B13 kodlu Anzer ballarının benzer miktarda ve 

en yüksek TEAC değerine sahip ballar oldukları gözlendi. Düşük Cu (II) indirgeme 

kapasitesi gösteren B5, B7 ve B8 ballarının diğer bal ve polenlerden daha düşük miktarda 

toplam fenolik madde içeren numuneler olduğu belirlendi. En yüksek TEAC değerine 

sahip polenlerin ise sırasıyla P9, P12, P13, P10 ve P11 olduğu ve bu polenlerin diğer 

polenlerden yaklaşık iki kat daha fazla aktivite gösterdikleri ve bu polenlerin en yüksek 

toplam fenolik madde içeriğine sahip numuneler oldukları bulundu. Anzer ballarının 
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toplam fenolik madde içeriğiyle TEAC değerleri arasında pozitif korelasyon olduğu 

görüldü (R=0,872). Aynı şekilde Anzer polenlerinin de toplam fenolik madde içeriğiyle 

TEAC değerleri arasında pozitif korelasyon olduğu bulundu (R=0,919). Bal ve polenler 

birlikte değerlendirildiğinde de toplam fenolik madde içeriği ile Cu (II) iyonu indirgeme 

kapasiteleri arasında pozitif korelasyon olduğu bulundu (R=0,978).  
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Şekil 15. Anzer poleni örneklerinin TEAC değerleri 
 

Toplam fenolik madde içeriğiyle CUPRAC tayini yanı sıra FRAP ve CUPRAC 

tayinleri arasındaki korelasyon ilişkileri de incelendi. Anzer ballarının FRAP ve CUPRAC 

tayinlerine ait sonuçlar arasındaki pozitif korelasyon değerinin R=0,961, polenlerin FRAP 

ve CUPRAC tayinlerine ait sonuçlar arasındaki pozitif korelasyon değerinin R=0,946 

olduğu ve bütün numuneler birlikte değerlendirildiğinde ise korelasyon değerinin R=0,932 

olduğu belirlendi. 

 

3.1.4. DPPH• Radikali Temizleme Aktivitesi 
 

DPPH ticari olarak üretilen bir radikal olup radikal scavenger aktivitenin 

belirlenmesinde çok yaygın olarak kullanılmaktadır. DPPH• radikali temizleme yöntemine 

göre belirlenen numune antioksidan kapasiteleri Tablo 13’de verildi. Artan numune 

konsantrasyonuna karşı 517 nm’deki absorbanslar grafiğe geçirilerek elde edilen grafikler 

kullanılarak antioksidan kapasiteler kantitatif olarak ifade edildi. Antioksidan aktivite, 



 73

numunelerin SC50 değerleri belirlenerek karşılaştırılmıştır. SC50, başlangıç DPPH• radikal 

konsantrasyonunu (kontrolün absorbansını) yarıya düşüren numune konsantrasyonudur ve 

genellikle mg/mL ya da mM olarak ifade edilmektedir. DPPH radikali temizleme tayininde 

küçük SC50 değeri yüksek radikal temizleme kapasitesini göstermektedir. Tablo 13’de 

Anzer bal ve polenlerine ait SC50 değerleri üç paralel çalışmanın ortalaması olarak 

verilmiştir. Polenlerin ballardan çok daha yüksek radikal temizleme aktivitesine sahip 

oldukları görüldü. B1, B2, B10, B11, B12 ve B13 kodlu Anzer ballarının benzer miktarda 

ve düşük SC50 değerine yani yüksek DPPH radikali temizleme aktivitesine sahip ballar 

oldukları gözlendi. Düşük radikal temizleme aktivitesine sahip balların B7, B8 ve B9 

olduğu bulundu. Anzer polenlerinin radikal temizleme aktivitelerinin oldukça yüksek 

olduğu görüldü. Özellikle en düşük SC50 değerlerine sahip polenlerin ise sırasıyla P9, P10, 

P12, P11 ve P13 olduğu ve bu polenlerin en yüksek toplam fenolik madde içeriğine sahip 

numuneler oldukları belirlendi. Anzer ballarının toplam fenolik madde içeriğiyle SC50 

değerleri arasında negatif korelasyon olduğu görüldü (R=-0,872). Aynı şekilde Anzer 

polenlerinin de toplam fenolik madde içeriğiyle SC50 değerleri arasında negatif korelasyon 

olduğu bulundu (R=-0,777). Bal ve polenler birlikte değerlendirildiğinde de toplam fenolik 

madde içeriği ile DPPH radikali temizleme aktiviteleri arasında negatif korelasyon olduğu 

bulundu (R=-0,826).  

 

Tablo 13. Anzer bal ve polenlerinin SC50 değerleri 
 

Ballar Polenler 
Numune 
Kodu SC50 (mg/mL) Numune 

Kodu SC50 (mg/mL) 

B1 31,0 P1 4,59 
B2 33,8 P2 2,27 
B3 62,3 P3 3,08 
B4 51,8 P4 3,60 
B5 47,7 P5 5,88 
B6 44,8 P6 3,02 
B7 77,8 P7 8,20 
B8 59,5 P8 5,98 
B9 65,8 P9 0,65 
B10 35,7 P10 1,10 
B11 33,6 P11 1,58 
B12 38,4 P12 1,18 
B13 28,7 P13 1,62 
B14 47,8   
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DPPH testi ile diğer antioksidan aktivite tayin yöntemleri arasındaki korelasyon 

ilişkileri de incelendi. Anzer ballarının DPPH ve CUPRAC tayinlerine ait sonuçlar 

arasındaki negatif korelasyon değerinin R=-0,750, polenlerin DPPH ve CUPRAC 

tayinlerine ait sonuçlar arasındaki negatif korelasyon değerinin R=-0,763 olduğu ve bütün 

numuneler birlikte değerlendirildiğinde ise korelasyon değerinin R=-0,816 olduğu 

belirlendi. DPPH ve FRAP tayinlerine ait değerler arasında da negatif korelasyon bulundu. 

Anzer ballarının DPPH ve FRAP tayinlerine ait sonuçlar arasındaki negatif korelasyon 

değerinin R=-0,852, polenlerin DPPH ve FRAP tayinlerine ait sonuçlar arasındaki negatif 

korelasyon değerinin R=-0,730 olduğu ve bütün numuneler birlikte değerlendirildiğinde ise 

korelasyon değerinin R=-0,638 olduğu belirlendi. 

 

3.2. HPLC Analizleri 
 

3.2.1. HPLC-UV Metot Geliştirme 
 

Optimize edilen RP-HPLC-UV metodu kullanılarak 17 standart fenolik bileşiğin ve 

iç standardın analizine ait kromatogram Şekil 16’da görülmektedir. Kullanılan metot ile 50 

dakika içinde tüm analitlerin uygun bir şekilde ayrılması sağlandı. Başlangıçta geliştirilen 

HPLC-UV metodu hassasiyet ve güçlülük açısından değerlendirildi. Alıkonma zamanı ve 

pik alanlarının çözünürlüğü LOD için standartlarla hazırlanan çözeltinin 7 kez enjeksiyonu 

ile belirlendi. Sonuçlar hesaplanan dedeksiyon limiti (LOD) ile birlikte Tablo 14’de 

mevcuttur. Düşük konsantrasyonlarda pik alanının çözünürlüğü kabul edilebilir değerlerde 

bulunurken, alıkonma zamanlarının mükemmel çözünürlüğü elde edildi. Ayrıca tüm 17 

standart için lineer cevaplar (R2>0,9977) elde edildi (Tablo 14). Tüm standartlar için LOD 

değerleri 0,15 ppm’in altındadır ki bu değer bal ve polenlerde bulunan fenolik bileşiklerin 

dedeksiyonu için yeterlidir. 
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Tablo 14. Geliştirilen HPLC-UV metodunun parametreleri 
 
No Bileşik %BSS* (RT) %BSS*( Alan ) R2 LOD** 

1 Gallik asit  0,4875 3,9013 0,9989 0,0493 
2 Protokatekuik asit 0,5054 2,0211 0,9998 0,0885 
3 p-OH benzoik asit 0,4238 3,3126 0,9995 0,0466 
4 Kateşin  0,2946 1,0255 0,9978 0,0223 
5 Klorojenik asit 0,2737 4,4459 0,9998 0,0391 
6 Vanillik asit 0,2761 4,1799 0,9989 0,0798 
7 Kafeik asit 0,349 4,0161 0,9985 0,1199 
8 Şiringik asit 0,3126 3,2053 1 0,0825 
9 Epikateşin  0,3554 1,4334 0,9999 0,0192 
10 p-Kumarik asit 0,5415 10,0251 0,9996 0,0481 
11 Ferulik asit 0,45 7,3008 0,9998 0,0599 
12 Benzoik asit 0,4071 3,1427 0,9984 0,0321 
13 Rutin  0,3809 1,5461 0,9997 0,0407 
14 o-Kumarik asit 0,4841 7,2793 0,9998 0,0875 
15 2,4-cis,trans-Absisik asit  0,1146 8,3386 0,9999 0,0776 
16 trans-Sinnamik asit 0,3056 4,2876 0,9999 0,1313 
17 Kuersetin 0,2512 2,4411 0,9977 0,065 

*;  BSS: bağıl standart sapma, **; dedeksiyon limiti (ppm) 
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Şekil 16. Standartların HPLC kromatogramları (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) kateşin, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) 
kafeik asit, (8) şiringik asit, (9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, 
(12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) 
trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben. 
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3.2.2. Fenolik Bileşiklerin Tayini İçin Kalibrasyon Eğrilerinin Çizilmesi 
 

Kalibrasyon eğrilerinin oluşturulması için altı farklı derişimde fenolik bileşik 

standartları (2,5, 5,0, 10, 15, 20, 25 mg/L) kullanılmış olup çalışma eğrileri için bulunan 

denklemler ve R2 değerleri ait oldukları grafikler üzerinde gösterilmiştir. İç standart propil 

parabenin tüm kalibrasyon çözeltilerindeki son derişimi sabit ve 10 ppm olarak 

tutulmuştur. Standartların derişimleri x eksenine, standartların pik alanlarının iç standardın 

pik alanına oranı (pik normalizasyonu: PN) da y eksenine gelecek şekilde kalibrasyon 

eğrileri çizildi (Şekil 17-Şekil 33). 
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Şekil 17. Gallik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 18. Protokatekuik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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y = 0,128x + 0,0126
R2 = 0,9995

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

0 10 20 30mg/L

PN

 
 

Şekil 19. p-Hidroksibenzoik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 20. Kateşin standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 21. Klorojenik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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y = 0,1476x - 0,005
R2 = 0,9989
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Şekil 22. Vanillik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 23. Kafeik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
 

y = 0,2605x + 0,002
R2 = 1

0

1

2

3

4

5

6

7

0 10 20 30
mg/L

PN

 
 

Şekil 24. Şiringik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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y = 0,0632x - 0,0063
R2 = 0,9999
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Şekil 25. Epikateşin standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 26. p-Kumarik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 27. Ferulik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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y = 0,032x + 0,0059
R2 = 0,9984
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Şekil 28. Benzoik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 29. Rutin standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 30. o-Kumarik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 31. 2,4-cis,trans-Absisik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 32. trans-Sinnamik asit standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 33. Kuersetin standardına ait kalibrasyon eğrisi 
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Tablo 15. Anzer ballarında HPLC analizleri sonucu bulunan fenolik bileşik miktarları (µg/100 g bal) 
 
 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14 
Gallik asit  1,55 - 1,25 1,46 - 2,60 1,31 2,47 1,26 0,56 0,56 0,95 0,83 0,58 
Protokatekuik asit 1,96 - 1,63 1,83 0,51 3,62 1,75 2,69 1,04 0,98 0,69 1,44 0,83 0,49 
p-OH benzoik asit 3,15 4,41 2,45 4,00 0,87 5,23 1,82 3,49 1,32 1,16 0,38 1,83 0,71 0,67 
Kateşin  - 18,90 - - - - - - - - - - - - 
Klorojenik asit - - - - - - - - - - - 1,14 0,92 - 
Vanillik asit 4,92 5,30 6,18 8,25 1,49 6,42 2,84 7,63 1,70 1,31 0,62 1,82 1,18 0,82 
Kafeik asit 12,30 6,11 5,19 14,88 3,20 9,21 3,67 7,95 5,53 1,15 0,69 1,89 1,43 1,15 
Şiringik asit 8,05 4,33 2,80 13,95 0,54 2,11 1,71 4,20 0,91 0,86 0,60 1,39 0,78 0,50 
Epikateşin  - 20,15 9,78 9,52 - - 5,97 13,30 8,54 - - - - - 
p-Kumarik asit 18,68 50,87 21,40 27,13 2,18 27,82 9,16 28,48 5,97 3,45 1,67 2,74 2,36 4,30 
Ferulik asit 12,01 36,40 19,83 21,21 5,17 19,32 16,56 41,66 11,43 7,08 4,02 5,61 3,91 12,32 
Benzoik asit 96,77 174,62 45,07 48,11 15,10 11,97 22,35 36,66 16,10 58,37 25,08 81,62 53,59 63,28 
Rutin  14,43 87,80 48,21 19,53 12,84 2,90 17,35 42,55 24,35 12,27 5,45 12,63 9,67 6,59 
o-Kumarik asit 4,64 7,78 2,14 1,50 4,21 1,57 - 2,02 - 0,40 0,67 1,24 0,72 0,87 
cis ,trans-Absisik asit  14,60 138,17 20,03 26,59 17,25 15,96 28,11 32,23 51,88 15,22 21,29 20,38 16,93 27,97 
trans-Sinnamik asit 43,91 81,95 9,20 24,74 - 5,63 15,04 7,77 24,46 3,67 3,24 5,87 4,40 9,89 
Kuersetin 11,34 23,88 12,07 - 0,27 64,97 - 43,83 7,74 39,78 42,55 54,33 41,39 56,78 
TOPLAM 248,31 660,66 207,22 222,69 63,62 179,31 127,65 276,92 162,22 146,25 107,51 194,88 139,65 186,20 
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Tablo 16. Anzer polenlerinde HPLC analizleri sonucu bulunan fenolik bileşik miktarları (µg/100 g polen) 
 
 P1 P 2 P 3 P 4 P 5 P 6 P 7 P 8 P 9 P 10 P11 P12 P13 
Gallik asit  9,46 10,97 18,59 15,82 14,04 12,13 9,15 9,91 8,34 11,47 9,87 - - 
Protokatekuik asit - 8,31 19,77 16,48 12,92 9,95 9,29 4,73 18,01 14,37 17,75 19,16 - 
p-OH benzoik asit 12,49 73,09 122,68 57,36 8,49 19,81 16,10 11,97 2,74 14,03 88,40 34,53 45,45 
Kateşin  - - - - - - - - - - - - - 
Klorojenik asit - - - - - - - - 14,64 18,21 - 34,64 75,08 
Vanillik asit 35,67 55,70 77,45 46,61 45,87 59,96 87,02 27,57 25,88 22,96 25,16 28,40 31,79 
Kafeik asit 10,88 13,37 27,78 18,10 16,40 36,03 24,33 12,31 44,93 46,14 67,52 44,66 98,03 
Şiringik asit 39,64 72,06 181,03 109,40 259,53 151,06 184,71 132,94 23,32 24,36 39,75 10,55 17,55 
Epikateşin  - 520,02 - - - - - - - 110,91 201,54 39,15 - 
p-Kumarik asit 36,24 65,38 83,66 42,42 52,19 48,81 53,87 34,16 184,23 81,01 127,85 120,91 111,73 
Ferulik asit 65,85 54,03 95,93 65,15 62,20 61,65 40,95 37,42 81,34 146,08 230,55 191,80 36,83 
Benzoik asit 102,11 246,87 205,39 181,75 145,51 85,11 143,19 46,87 - - 393,19 - 1077,64 
Rutin  54,50 330,84 435,96 220,09 101,31 171,40 139,03 34,40 25,59 439,00 692,85 272,79 63,14 
o-Kumarik asit - - - - - 9,25 7,32 2,63 - - - - 42,23 
cis ,trans-Absisik asit  22,30 23,52 26,07 33,64 32,59 21,04 30,74 26,05 23,38 182,92 288,70 121,34 54,18 
trans-Sinnamik asit 19,05 11,56 22,76 37,61 41,95 34,15 16,89 6,82 46,13 35,72 56,38 43,05 8,74 
Kuersetin 94,74 157,27 55,94 61,40 79,93 153,74 99,74 195,91 194,31 - 421,08 499,20 75,13 
TOPLAM 502,94 1643,01 1373,02 905,83 872,93 874,09 862,33 583,69 692,85 1147,18 2660,60 1460,18 1737,50 
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Çalışılan bal numunelerinin tümünün p-hidroksibenzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, 

şiringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit, rutin ve cis,trans-absisik asit içerdiği 

bulundu (Tablo 15). Balların 17 adet fenolik bileşiği toplam 63,62-660,66 µg/100 g 

aralığında içerdiği tespit edildi. Bütün balların yüksek oranda benzoik asit, rutin ve 

cis,trans-absisik asit içerdiği gözlendi. B2 balının dışındaki diğer balların hiçbirinin kateşin 

içermediği görüldü. Balların büyük çoğunun gallik asit (0,56-2,60 µg/100 g) ve 

protokatekuik asit (0,49-3,62 µg/100 g) içerdiği ve bu fenolik asitleri düşük oranda içerdiği 

belirlendi. B5 balı hariç diğer bütün balların trans- sinnamik asit içerdiği ve bu fenolik asiti 

değişen oranlarda (3,24-81,95 µg/100 g) içerdiği bulundu. Balların çoğunun o-kumarik asit 

içerdiği ve bu bileşenin ballardaki miktarının düşük olduğu gözlendi. Ballardan 12 

tanesinin kuersetin içerdiği ve kuersetin içeren 7 adet balın kuersetin içeriğinin (23,88-

64,97 µg/100 g) diğerlerine göre yüksek olduğu belirlendi. 

Anzer polenlerinin hepsinin farklı miktarlarda p-OH benzoik asit, vanillik asit, kafeik 

asit, şiringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, cis,trans-absisik asit ve trans-sinnamik 

asit içerdiği belirlendi (Tablo 16). Polenlerin 17 adet fenolik bileşiği toplam 502,94-

2660,60 µg/100 g aralığında içerdiği bulundu. P10 poleni hariç bütün polenlerin kuersetin 

içerdiği (55,94-499,20 µg/100 g) ve bu fenolik bileşiğin polenlerde yüksek oranda 

bulunduğu tespit edildi. Ayrıca polenlerde rutin miktarının da yüksek olduğu belirlendi 

(25,59-692,85 µg/100 g). 13 polenin 10 tanesinin benzoik asit içerdiği ve bu fenolik 

bileşiği içeren polenlerin benzoik asit içeriğinin çok yüksek olduğu belirlendi (46,87-

1077,64 µg/100 g). Polenlerin çoğunun gallik asit (8,34-18,59 µg/100 g) ve protokatekuik 

asit (4,73-19,77 µg/100 g) içerdiği ve bu iki fenolik asiti de düşük oranda içerdiği (3,24-

81,95 µg/100 g) gözlendi. 4 polen hariç diğer polenlerin klorojenik asit içermediği 

bulundu. Ballardakine paralel olarak polenlerde de kateşine rastlanılmadı. Anzer bal ve 

polenlerinin HPLC analizlerine ait kromatogramlar Ek Şekil 1 - Ek Şekil 27’de verilmiştir. 

 



 
 

4. TARTIŞMA 
 

Bal ve polen bileşimleri toplandıkları bölgenin coğrafik ve floral özelliklerine bağlı 

olarak değişim göstermekle birlikte her ikisi de son derece yüksek besin değerine sahip 

birer doğal üründürler. Bal ve polenin besin değerlerinden daha ziyade biyolojik yönden 

önemli birer doğal ürün olmaları son 10 yılda özellikle öne çıkmaktadır. Bu nedenle de 

biyolojik yönden aktif olan ballar günümüzde daha da önem kazanmaktadırlar. Bal ve 

polenin biyolojik değeri diğer bitkisel ekstraklarda olduğu gibi başta antioksidan aktivite 

olmak üzere, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar, antikanserojen gibi etkilerdir. Bu 

nedenle bazı balların biyolojik aktif özellikleri ile ön plana çıkmalarından dolayı ticari 

değerleri de artmaktadır. Bu bağlamda ise Dünyada öne çıkan bazı ballar bulunmaktadır. 

Özellikle Yeni Zelanda Manuka balları ve Avusturalya’da heather balı gibi ballar aranan 

ballar arasındadır (Weston vd., 1999; Molan, 1999; Andrade vd., 1999).  

Türkiye bulunduğu coğrafik konumdan dolayı dünyanın zengin bitki florasına sahip 

nadide ülkelerinden biridir. Ülkemiz arıcılık potansiyeli ve bal üretimi bakımından 

dünyada ön sıralarda olmasına rağmen gerek apiterapik yönden ve gerekse de ürünlerin 

tanıtımı bakımından ön planda değildir, dünyadaki tanınırlığı bakımından hak ettiği yeri 

almamıştır. 

Halk arasında çok değerli olduğuna inanılan Anzer balı ile yapılan bilimsel 

çalışmaların sayısı da yetersizdir. Bal tağşişi sıklıkla ve kolaylıkla yapılabilmekte ve 

piyasada Anzer balı adı altında satılan ballar üretilenden fazla miktarda bulunmaktadır. Bu 

da Anzer balının gerçek değerini düşürmektedir.  

Balın biyolojik değeri yapısında yaklaşık olarak % 1 oranında bulunan sekonder 

metabolik ürünlerinden ileri gelmektedir (Weston, 1999). Bu metabolitlerin önemli bir 

kısmı ise bitkiler tarafından shikimate metabolik yolu üzerinden sentezlenen aromatik ve 

alifatik sınırsız sayıda bileşiklerden meydana gelmektedir. Aromatik yapıya sahip sekonder 

metabolitlerin büyük çoğunluğunu ise fenolik bileşikler oluşturmaktadır. Balın biyolojik 

aktivitesi yapısında bulunan bu fenolik ajanlardan ileri gelmektedir. Nitekim yapılan 

çalışmalar ile balın toplam fenolik madde miktarı ile biyolojik aktivitesi arasında paralellik 

olduğu bildirilmektedir (Sarıkaya vd., 2009; Ulusoy vd., 2010).  

Bu nedenle çalışmamızda son derece zengin çiçek florasına ait ve halk arasında 

meşhur olan Anzer bal ve poleninin biyolojik aktif yapısını ortaya çıkarmak ve fenolik 
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bileşenlerinin aydınlatılması ve diğer ballardan bu bileşenler yönünden farkını ortaya 

çıkarmak ve dünyada meşhur olan diğer Manuka ve Heather balları ile karşılaştırmayı 

amaçladık. 

Çoğu bitki geniş çapta polifenol ve flavonoid içermektedir ve her bitki tipik fenolik 

profile sahiptir. Polifenolik bileşiklerin konsantrasyonu ve tipi balların floral orijiniyle 

alakalıdır ve antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve antikanser aktiviteleri gibi biyolojik 

aktivitelerden sorumlu ana faktörlerdir. Bitkilerde çok farklı antioksidanlar mevcuttur ve 

her bir antioksidan bileşeni tek tek belirlemek oldukça çok zordur. Bu nedenle her 

ekstraktın antioksidan potansiyelini değerlendirmek için birkaç farklı test kullanmak daha 

bilgilendirici ve hatta gerekli olabilir (Frankel ve Meyer, 2000; Tsai vd., 2002; Beretta vd., 

2005; Huang vd., 2005; Hu ve Kitts, 2005; Li vd., 2008; Zalibera vd., 2008.). Bu çalışmada 

antioksidan kapasiteyi belirlemek için başlıca dört metot kullanılmıştır: toplam fenolik 

madde tayini, demir (III) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP) tayini, bakır (II) iyonu 

indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) tayini ve DPPH• (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 

radikali temizleme aktivitesi tayini.  Kullanılan metotlar antioksidan testler arasında uluslar 

arası literatürde kabul görmüş metotlardır (Ou vd., 2002; Prior vd., 2005, Tabart vd., 2009; 

Pellegrini vd., 2003; Tsao ve Deng, 2004; Roginsky ve Lissi, 2005; Huang vd., 2005; 

Özgen vd., 2006; Saura-Calixto ve Goni, 2006). 

Bir redoks reaksiyonu olan ve kısaca demir indirgeme kuvveti (FRAP) olarak 

adlandırılan test, biyolojik materyallerin toplam antioksidan kapasitelerinin 

belirlenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. İndirgeme kuvveti örnekte bulunan bütün 

bileşiklerin indirgeme potansiyellerinin toplamını oluşturur. Bu metotta yüksek FRAP 

değeri yüksek Fe+3 indirgeme kuvvetini göstermektedir. Bakır (II) iyonu indirgeyici 

antioksidan kapasite (CUPRAC) son yıllarda kullanılmaya başlanılan Apak vd. (2004) 

tarafından geliştirilen bir metottur. FRAP testine benzer şekilde bu test Cu+2-kompleksinin 

indirgenmesine dayanır. Yapılan çalışmada toplam antioksidan kapasiteyi belirlemek için 

her iki metodu da kullanmamızın sebebi hem birbirlerini desteklemeleri ve çalışmaların 

doğruluğundan emin olmaktır. Balın toplam fenolik madde miktarı balın toplam 

antioksidan kapasitesinden sorumlu olduğu ve fenolik madde içeriği yüksek doğal 

ürünlerin antioksidan kapasitelerinin de yüksek olduğu yapılan pek çok bilimsel çalışmada 

bildirilmektedir (Al-Mamary vd., 2002; Küçük vd., 2007; Kolaylı vd., 2008). 

Çalışılan tüm Anzer bal ve polen numunelerinin Fe+3 indirgeme yeteneğine sahip 

oldukları ve tüm polenlerin ballardan çok daha yüksek TEAP değerine (Troloks® eşdeğeri 
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antioksidan güç) sahip oldukları bulundu. Anzer ballarının TEAP değerleri 0,20-1,17 µmol 

Troloks®/g aralığında polenlerinki ise 11,77-105,06 µmol Troloks®/g aralığında bulundu. 

Çalışılan polenlerin TEAP değerlerinin Marghitaş vd. (2009)’nin çalıştıkları farklı floralı 

12 polenden biraz daha düşük olduğu görüldü. Toplam fenolik madde tayininde ise Anzer 

polenlerinin mg GAE/g numune cinsinden toplam fenolik madde miktarının da daha 

yüksek olduğu görüldü. İki çalışma da yüksek fenolik madde içeriğine sahip numunelerin 

yüksek FRAP değeri sergilemeleri açısından parallelik göstermektedir. Bu iki test 

arasındaki korelasyon değeri Anzer polenleri için Marghitaş vd. (2009)’nin çalıştığı 

polenlerden daha yüksektir. Literatürdeki başka bir çalışmayla karşılaştırıldığında ise 

Anzer poleni metanollü ekstraktlarının fenolik madde içeriğinin ve FRAP değerinin 

Sonoran Çölü’nden 6 farklı polenin metanollü ekstraktlarından daha yüksek olduğu 

görüldü (LeBlank vd., 2009). Sonoran Çölü polenlerinin FRAP değerleri ve toplam fenolik 

madde içerikleri sırasıyla 0,775-9,079 µmol Troloks®/g ve 15,91-34,85 mg/g iken Anzer 

polenlerininki 11,77-105,06 µmol Troloks®/g ve 44,07-124,10 mg/g’dır. Sonoran Çölü 

polenlerinin de FRAP değeri ile toplam fenolik madde içeriği arasında korelasyon 

bulunduğu bildirildi (R=0,873). Anzer poleninin toplam fenolik madde içeriğinin 

Polonya’dan toplanan 12 bitki polenininki (12,93-82,43 mg/g) ile yakın değerlerde olduğu 

görüldü (Leja vd., 2007). Avusturya’da yapılan bir araştırmada 10 adet arı poleninin 

toplam fenolik madde içeriği incelendi ve elde edilen değerlerin (7,4-9,7 mg/g) Anzer 

polenlerinin toplam fenolik madde içeriğinin altında olduğu görüldü (Kroyer ve Hegedus, 

2001). 

Anzer ballarının toplam fenolik madde içeriğinin 4,26-10,61 mg GAE/ g olduğu 

bulundu. 40 adet Çek  balının (çok floralı, lime, rape, raspberry, karışık ve salgı balları) 

incelendiği bir çalışmada (Lachman vd., 2010) balların toplam fenolik madde içeriğinin 

0,083-0,242 mg GAE/ g olduğu bulundu ve Anzer ballarının toplam fenolik madde içeriği 

bu ballardan çok daha yüksek bulundu. Aynı çalışmadaki FRAP değerleri ise askorbik asit 

eşdeğeri cinsinden yaklaşık 0,635-2,358 µmol/g (Troloks eşdeğeri cinsinden yaklaşık 

0,318-1,179  µmol/g) olarak ve Anzer ballarından düşük bulundu ve FRAP ile toplam 

fenolik madde içeriği arasında pozitif korelasyon (R=0,852) bulunduğu bildirildi (Lachman 

vd., 2010). Anzer ballarının FRAP ile toplam fenolik madde içeriği arasındaki korelasyon 

değerleri literatürdeki birçok çalışma ile uyumluluk göstermektedir (Guo vd.,. 1997; 

Velioğlu vd., 1998; Aljadi ve Kamaruddin, 2004; Beretta vd., 2005; Blasa vd., 2006; 

Lachman vd., 2010; Gheldof ve Engeseth, 2002; Saxena vd., 2010; Alvarez-Suarez vd., 
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2010). Türkiye’ye ait 50 ormangülü balı üzerine yapılan bir çalışmaya göre orman gülü 

ballarının toplam fenolik madde (0,24 -141,83 mg /100 g bal) içeriği Anzer ballarından 

düşük bulundu. Yine başka bir çalışmaya göre Anzer ballarının toplam toplam fenolik 

madde içeriğinin gallik asit eşdeğeri olarak akasya (0,026–0,068 mg/g), lime (0,090–0,159 

mg/g), kestane (0,147–0,272 mg/g), köknar ağacı (fir) (0,163–0,286 mg/g), ladin ağacı 

(spruce) (0,186–0,239 mg/g), karışık floralı (0,127–0,195 mg/g) ve orman (0,192–0,270 

mg/g) ballarından daha yüksek olduğu belirlendi (Bertoncelj vd., 2007). 

DPPH radikali temizleme testi, çeşitli doğal ürünlerin serbest radikal temizleme 

yeteneğinin ölçülmesinde oldukça yaygın olarak kullanılan bir metottur (Hatano vd., 1997; 

Ahn vd., 2007; Nagai vd., 2003). DPPH stabil ve ticari olarak satın alınan bir radikal olup 

bir elektron veya hidrojen aldığında 517 nm’de absorbans verir (Huang vd., 2005). DPPH 

radikalinin % 50’sinin oluşumunu engelleyen madde miktarı SC50 
olarak tanımlanır ve 

düşük SC50 değeri yüksek radikal temizleme aktivitesini gösterir. 

Anzer ballarının DPPH radikali temizleme aktivitesine sahip oldukları ve balların 

SC50 cinsinden radikal temizleme aktivitelerinin 31,0-77,8 mg/mL aralığında olduğu 

bulundu. Bu SC50 değerleri akasya (33,9–63,9 mg/mL) ballarıyla benzerlik göstermektedir 

(Bertoncelj vd., 2007). Anzer ballarının radikal temizleme aktiviteleri lime (20,6–36,1 

mg/mL), kestane (7,8–14,0 mg/mL), köknar ağacı (6,4–11,7 mg/mL), ladin ağacı (5,4–9,7 

mg/mL), karışık floralı (8,1–13,9 mg/mL) ve orman (5,3–8,7 mg/mL) gibi ballara göre 

biraz daha düşük oranda olduğu bulunurken (Bertoncelj vd., 2007), Ferreira vd. (2009)’nin 

analiz ettikleri biberiye/rosemary (168,94 mg/mL), engerek otu/ Echium vulgare (130,39 

mg/mL) ve heather (106,67 mg/mL) ballarından daha iyi olduğu belirlendi. Anzer 

ballarının DPPH radikali temizleme aktivitesi ile toplam fenolik madde içeriği arasında 

negatif korelasyon olduğu bulundu (R=-0,872) ve birçok araştırmacı tarafından da benzer 

korelasyonlar bulunduğu bildirilmektedir (Bertoncelj vd., 2007; Saxena vd., 2010;  

Zalibera vd., 2008). Ayrıca Anzer ballarının DPPH ve FRAP testleri arasında da 

korelasyon olduğu (R=-0,852) ve benzer sonuçların diğer çalışmalarda da bulunduğu 

gözlendi (Bertoncelj vd., 2007; Saxena vd., 2010). 

Literatürdeki tüm bu çalışmalarda DPPH radikali temizleme aktivitesi değerleri farklı 

birimlerle (% inhibisyon gibi) verildiğinden ve sonuçlar numune g başına değil de çeşitli 

çözücü ekstraktlarının miktarına göre hesap edildiğinden Anzer polenlerinin DPPH 

değerleri bu literatürlerle karşılaştırılamamaktadır. Brezilya’da Sarmento Silva vd. 

(2006)’nın sarı ve kahverengi polen olarak adlandırdıkları iki polen üzerindeki 
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çalışmalarında polenleri üç farklı çözücü ile ekstrakte ettiklerinde en iyi DPPH radikali 

temizleme aktivitesini etil asetat ekstraktının gösterdiğini buldular (SC50: 41,9-

43,7µg/mL). 

Tüm Anzer balı ve polenlerin Cu(II) iyonu indirgeme kapasitesine sahip olduğu 

belirlendi. Troloks® eşdeğeri antioksidan kapasite (TEAC) olarak mikromol TR/g numune 

cinsinden balların TEAC değerleri 1,8-5,9 polenlerin ise 33,1-91,8 olarak bulundu. 

Verilerden anlaşılacağı üzere polenler ballardan daha yüksek Cu(II) iyonu indirgeme 

kapasitesine sahiptir. Literatürde bal ve polenlerle ilgili CUPRAC çalışması 

bulunmamaktadır.  

Önceleri, araştırmacılar balların floral orijinini belirlemek için polen analizine 

tamamlayıcı olarak balların amino asit bileşimini incelediler (Bosi ve Battaglini, 1978; 

Davies, 1976; Davies ve Harris, 1982). Son yıllarda ise kütle spektroskopisine bağlı gaz 

kromatografisi ile uçucu bileşenleri (Bonaga vd., 1986; Darcy vd., 1997), fenilalaninin 

yıkım ürünlerini (Speer ve Montag, 1987), aromatik asitleri ve esterlerini (Steeg ve 

Montag, 1988a, 1988b, 1988c), aromatik ve karotenoid benzeri bileşenleri (Tan vd., 1989a, 

Tan vd., 1990; Tan vd., 1989b; Wilkins vd., 1993), aromatik aldehit ve heterosiklikleri 

(Hausler vd., 1989, 1990, 1991) analiz ederek balların floral orijinini değerlendirmeye 

çalışmışlardır. Bu çalışmalara balların fenolik bileşikler gibi uçucu olmayan fitokimyasal 

bileşenlerinin analizi için daha iyi HPLC metotları ilave olmuştur (Amiot vd., 1989; 

Ferreres, vd., 1994a; Ferreres, vd., 1993; Ferreres vd., 1994b; Sabatier vd., 1992). Bu 

HPLC analizlerinin balın floral orijinin doğru olup olmadığını belirlemede çok yararlı 

olduğu kanıtlanmıştır (Andrade vd., 1997a; Andrade vd., 1997b; Martos vd., 2000a; 

Martos vd., 2000b). 

Balların fenolik bileşenlerinin analizi floral ve coğrafik orijin çalışmalarında gelecek 

vaat eden bir yol olarak kabul görmektedir (Ferreres vd., 1994; Antony vd., 2000; Merken 

vd., 2000; Tomas-Barberan vd., 2001; Küçük vd., 2007; Yao vd., 2004; Oddo ve 

Bogdanov, 2004; Bogdanov vd., 2004; Cuevas-Glory vd., 2007; Pyrzynska ve Biesaga, 

2009). Örneğin, hesperetin narenciye (citrus) balının, kampferol biberiye (rosemary) 

balının ve kuersetin ayçiçeği (sunflower) balının markeri olarak kullanılmaktadır (Thomas-

Barberan vd., 2001). Bazı fenolik asitler de floral marker olarak kullanılmaktadır: ellagik 

asit heather balında (Antony vd., 2000), kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asitler 

kestane balının temel fenolik bileşenleridir (Merken vd., 2000).  Balın botanik kaynağı 

onun ana kalite parametresidir ve balın değeri genellikle floral kaynağına bağlıdır. Balın 
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uçucu bileşen (Cuevas-Glory vd., 2007) ve mineral içeriği (Pohl, 2008) analizlerinin de 

botanik ve coğrafi orijini karakterize etmede yararlı olabileceği bildirilmiştir. Akasya ve 

lavanta çiçeği (acacia ve lavender) balı gibi bazı bal örneklerinde ise floral marker 

olabilecek uygun bir fenolik bileşik bulunamamıştır (Tomas-Barberan vd., 2001).  

Genel olarak fenolik bileşenlerin ayrı ayrı belirlenmesinde kullanılan analitik 

yöntemler belli başlı basamaklar içerir: fenolik bileşenlerin matriksten izolasyonu, analitik 

ayırma ve tanımlama ve miktar tayini. İzolasyon basamağı katı faz ekstraksiyonu (SPE) 

veya çözücü ekstraksiyonunu (farklı polaritedeki çözücülerle sırayla ekstraksiyon) içerir. 

Ayırma basamağı ise sıkça kullanılan HPLC veya kapiler elektroforezle, bazı durumlarda 

da gaz kromatografisiyle yapılır (Pyrzynska ve Biesaga, 2009). Çoğu ayırma basamağında 

ters faz (RP) ile birlikte tipik olarak C18 kolonu ve çeşitli mobil fazlar kullanılır. 

Dedeksiyon da rutin olarak ultraviyole (UV) absorbsiyonu, bazen fotodiyot dizisi dedektör 

veya kütle-spektral metotlarla yapılır (Pyrzynska ve Biesaga, 2009). 

Doğal ürünlerin fenolik bileşenlerinin incelenmesi kapsamında fenolik asit ve 

flavonoid bileşenlerinin HPLC ile araştırılması son zamanlarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bu amaçla en çok kullanılan fenolik standartlar bu çalışmada da 

kullanılan gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksi benzoik asit, kateşin, klorojenik asit, 

vanillik asit, kafeik asit, şiringik asit, epikateşin, p-kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit, 

rutin, o-kumarik asit, 2,4-cis,trans-absisik, trans-sinnamik asit ve kuersetin gibi bileşenler 

olup bunların yanı sıra literatürde kampferol, mirisetin, trisetin, isorhamnetin, luteolin, 

pinosembrin, pinobanksin, hesperetin, galangin, apigenin, krisin, tektokrisin, ellagik asit, 

fenilasetik asit ve homogentisik asit ile ilgili çalışmalar da bulunmaktadır. Bu fenolik 

bileşelerin kramatografik ayrılmalarında  literatürde en sık karşılaşılan kolon tipleri 150 

mm veya 250 mm uzunluk, 4mm veya 4,6 mm iç çap ve 5 µm partikül büyüklüğüne sahip 

ters faz C18 kolonlardır (Yao vd, 2003; Paola-Naranjo vd., 2004; Yaoa vd., 2005; Scanu 

vd., 2005; Michalkiewicz  vd., 2008; Saric vd., 2009; Truchado vd., 2009). Anzer bal ve 

poleninin HPLC analizlerinde literatüre benzer şekilde ters faz C18 (150 mm × 4,6 mm 

i.d., 5 µm) kolonu kullanıldı. Numune hazırlama, modern kimyasal analizlerde anahtar rol 

oynamaktadır. Katı faz ekstraksiyonu (SPE) ucuz, hala geçerli olan, esnek ve çok yönlü 

numune hazırlama metotlarından biridir (Michalkiewicz  vd., 2008). 

HPLC ve kapiler elektroforez öncesi balın matriks bileşenlerinin uzaklaştırılmasında 

SPE metodunun yaygın olarak kullanıldığını bildiren çeşitli araştırmacılar bulunmaktadır 

(Tomas-Barberan vd., 1992; Martos vd., 2000; Weston vd., 2000; Korta vd., 2001; Yao 
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vd., 2003; Yao vd., 2004; Yaoa vd., 2005; Paramas vd., 2006; Dimitrova vd., 2007). Bu 

amaçla başlıca kullanılan materyaller Amberlit-XAD tipi polistiren non-iyonik sorbentler, 

Dowex 50WX8 gibi kuvvetli asidik iyon değiştirme reçineleri veya C18 SPE kartuşlarıdır. 

Anzer bal ve polenlerinin numune hazırlama basamağında C18 SPE kartuşunun kullanımı 

uygun bulundu. Geliştirilen RP-HPLC-UV metodu ile 50 dakika içinde tüm analitlerin 

uygun bir şekilde ayrılması sağlandı. Düşük konsantrasyonlarda pik alanının çözünürlüğü 

kabul edilebilir değerlerde bulunurken, alıkonma zamanlarının mükemmel çözünürlüğü 

elde edildi. Ayrıca tüm 17 standart için lineer cevaplar (R2>0,9977) elde edildi. Tüm 

standartlar için LOD değerleri 0,15 ppm’in altındadır ki bu değer bal ve polenlerde 

bulunan fenolik bileşiklerin dedeksiyonu için yeterlidir. 

 Çalışılan tüm Anzer ballarının p-hidroksibenzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, 

şiringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit, rutin ve cis,trans-absisik asit içerdiği 

ve balların çoğunun gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, kuersetin, trans-

sinnamik asit ve  o-kumarik asit içerdiği görüldü. Gallik asit, protokatekuik asit ve o-

kumarik asit içeriğinin diğer bileşenlere oranla ballarda daha az oranda olduğu bulundu ve 

ballarının çoğunun kateşin ve klorojenik asit içermediği belirlendi. Benzoik asitin miktar 

olarak öne çıktığı görüldü. Michalkiewicz vd. (2008) ıhlamur ve heather ballarıyla 

yaptıkları çalışmada iki balın da p-HBA, vanillik, kafeik ve şiringik asit, rutin ve kuersetin 

içerdiğini, ıhlamur balının gallik asit içerdiğini fakat heather balının ise içermediğini 

bildirmektedirler. Sözü geçen bileşenlerin heather ve ıhlamur balına oranla Anzer 

ballarında daha düşük oranda olduğu görüldü. Michalkiewicz vd. (2008)  çalışmalarında 

kullandıkları standartların UV ile LOD değerlerini 0,01-0,12 ppm aralığında hesaplarken 

bizim çalışmamızda ilgili standartların LOD değerleri 0,04-0,12 ppm olarak bulundu. İki 

çalışmada da standartlar için bulunan lineer cevapların yüksek olduğu görüldü. 

Yeni Zelanda Manuka ballarının fenillaktik asit, metilglioksal, metil şiringat ve 

trimetoksibenzoik asit içeriğinin yüksek olduğu bunların yanı sıra daha düşük oranlarda 

absisik asit, 4-metoksifenillaktik, 2-metoksibenzoik asit, ve şiringik asit içerdiği 

bildirilmiştir (Stephens vd., 2010). Manuka ballarının düşük miktarda sinnamik asit de 

ihtiva ettiği fakat vanillik asit, p-HBA ve benzoik asit içermediği de rapor edilmiştir 

(Weston vd., 2000). Anzer ballarının sinnamik asit içeriğinin Weston vd. (2000) 

bildirdiğinden daha yüksek olduğu, şiringik asit miktarlarının ise benzer oranlarda olduğu 

görüldü. Weston vd. (2000) heather balının benzoik asit ve vanillik asitce zengin olduğunu 
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bildirdiler. Anzer balı da benzoik asitce zengin olmakla birlikte vanillik asit de ihtiva 

etmektedir. 

Truchado vd. (2009) tek floralı 13 farlı türden 27 adet balın HPLC ile fenolik 

bileşiklerini incelediler ve bütün balların krisin, hemen hepsinin galangin, metilkuersetin, 

apigenin + isorhamnetin, pinobanksin ve pinosembrin içerdiğini, çalışılan balların 17 

tanesinin de kuersetin içerdiğini buldular. Dört ökaliptüs balından üçünün, iki yonca 

(lucerne) balından birinin ve beş tilia (bir ağaç) balından üçünün kuersetin içerdiğini 

bildirdiler. Aynı tür balların bütün bileşenlerinin aynı olmadığı, bir bileşeni aynı tür baldan 

biri içerirken diğerinin veya diğerlerinin içermediği ve içerilen aynı bileşen miktarının çok 

farklı olabildiği görülmektedir. 

Biesaga ve Pyrzynska (2009) karabuğday (buckwheat), akasya ve salgı ballarının LC-

Tandem Kütle Spektroskopisi ile 15 adet fenolik bileşiğini incelediler. Bu bileşenler 

arasında bizim çalışmamızla ortak olarak gallik asit, p-HBA, klorojenik asit, vanillik asit, 

kafeik asit, şiringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin ve kuersetin bulunmaktadır. 

Karabuğday balının gallik asit içermediği diğer balların bu fenoliklerin hepsini içerdiğini 

bildirdiler. Bu üç balın da diğer bileşenlerden daha yüksek oranda ferulik asit (54,4-173,8 

mg/kg) içerdiği bulundu. Biesaga ve Pyrzynska (2009) elde ettikleri verileri diğer 

literatürlerle karşılaştırmadıklarını çünkü uygulanan numune hazırlama metotlarının farklı 

olduğunu ve bundan ziyade farklı fenolik asit ve flavonoid standartlarının çalışıldığını 

bildirdiler. 

Anzer polenlerinin tümü p-OH benzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, şiringik asit, p-

kumarik asit, ferulik asit, rutin, cis,trans-absisik asit ve trans-sinnamik asit içerdiği ve 

polenlerinin çoğunun gallik asit, protokatekuik asit, benzoik asit ve kuersetin içerdiği 

bulundu. Anzer ballarına benzer şekilde polenlerin hiçbiri kateşin içermezken birkaç polen 

hariç çoğu klorojenik asit de bulundurmamaktadır. Anzer bal ve polenlerinin bir kısmının 

epikateşin içerirken bir kısmının içermediği ve epikateşin içeren dört polende bu bileşen 

miktarının diğer bileşenlere kıyasla yüksek miktarda olduğu tespit edildi. Anzer bal ve 

polenlerin fenolik bileşimlerinin küçük değişimler göstermesinin nedeni, kovanların farklı 

alanlarda yayılmış olması olabilir. Anzer bitkilerinin dağılımı dağın eteklerinde tepesine 

değişim göstermektedir. Anzer ballarının hepsinde benzoik asit bulunurken ve miktarı 

yüksekken üç polen dışındaki tüm polenlerin benzoik asit içerdiği ve polenlerde de benzoik 

asit miktarının yüksek olduğu görüldü. Hırvatistan poleniyle yapılan çalışmada hidrolizsiz 

polenin kafeik asit galangin, kampferol, krisin ve pinosembrin içerdiği hidrolizli polenin 
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bu bileşiklere ilaveten isorhamnetin ve kuersetin içerdiği bildirildi (Saric vd., 2009). Anzer 

polenleri de çalışılan ortak bileşenlerden kafeik asit ve kuersetini değişen miktarlarda 

ihtiva etmektedir. 

Sonuç olarak Anzer balı ve poleninin fenolik bileşim yönünden paralellik gösterdiği, 

toplam fenolik madde yönünden diğer karışık ve tek floralı ballardan daha zengin olduğu 

gözlendi.  

 



 
 

5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER  
 
 

• Anzer ballarının toplam fenolik madde miktarının 4,26-10,61 mg GAE/g bal 

olduğu tespit edildi. Aynı şekilde Anzer polenlerinin toplam fenolik madde 

miktarının 44,07-124,20 mg GAE/g polen olduğu tespit edildi. Buna göre 

polenlerin fenolik madde içeriğinin ballardan yaklaşık 10-20 kat daha zengin 

olduğu bulundu. Antioksidan kaynağı olarak kullanılacaksa 1 g polen tüketimi ile 

10-20 g bal tüketimi birbirine eşdeğer ölçüdedir. Bu nedenle Anzer balı kadar 

Anzer poleni de önemli antioksidan ve şifa kaynağıdır. 

• Geliştirilen RP-HPLC-UV metodu ile 50 dakika içinde tüm analitlerin uygun bir 

şekilde ayrılması sağlandı. Düşük konsantrasyonlarda pik alanının çözünürlüğü 

kabul edilebilir değerlerde bulunurken, alıkonma zamanlarının mükemmel 

çözünürlüğü elde edildi. Ayrıca tüm 17 standart için lineer cevaplar (R2>0,9977) 

elde edildi. Tüm standartlar için LOD değerleri 0,15 ppm’in altındadır ki bu 

değer bal ve polenlerde bulunan fenolik bileşiklerin dedeksiyonu için yeterlidir. 

• Anzer yöresine ait bal ve polen örneklerinin benzoik asit bakımından çok zengin 

olduğu ve klorojenik asit ile kateşin içermedikleri tespit edildi. Bu da bize Anzer 

ballarının diğer ballardan ayırt edilmesinde (veya tağşişinde) önemli ipuçları 

sağlayabilir.  

• Ayrıca, Anzer ballarının yüksek oranda rutin ve cis,trans-absisik asit içerdiği ve 

balların tümünün p-hidroksibenzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, şiringik asit, p-

kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit, rutin ve cis,trans-absisik asit içerdiği 

belirlendi. Anzer polenlerinin ise yüksek oranda kuersetin ve rutin içerdiği ve 

polenlerin hepsinin farklı miktarlarda p-OH benzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, 

şiringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin ve cis,trans-absisik asit içerdiği 

belirlendi. 

• Anzer bal ve poleninin fenolik bileşenler yönünden nitelik bakımından bire bir 

örtüştüğü ve balın fenolik bileşenlerinin polenden kaynaklandığı tespit edildi. 

• Yapılan in vitro antioksidan aktivite testlerinde FRAP, CUPRAC ve DPPH 

yöntemlerinin gerek kendi aralarında ve gerekse de toplam fenolik madde 

miktarları arasında yüksek korelasyonlar bulundu. Bu da bize kullanılan testlerin 
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doğruluğu ve antioksidan aktivitelerin toplam fenolik madde miktarından 

kaynaklandığını göstermektedir.  

• Mevcut çalışmadan elde edilen sonuçlar Anzer yöresine özgü bal ve polenlerin 

antioksidan aktivite açısından önemli fenolik bileşiklerce zengin olduğunu ve 

yapılan antioksidan test sonuçları meşhur Anzer balının sağlık açısından 

faydalarını doğrulamaktadır. 

• Yapılan çalışma ile bal ve polenlerin biyolojik özelliklerinden sorumlu 17 adet 

fenolik bileşik standardı kullanıldı. Literarürde son yıllarda restreratrol adı verilen 

ve antioksidan aktivitesinin yüksek olduğu bildirilen ve üzüm çekirdeğinin temel 

bileşeni olan fenolik bileşiğin de Anzer bal ve poleninde olup olmadığı 

araştırılabilir. 

• Bal oldukça matriks bir karışım olup aromasından sorumlu uçuçu yağların tespit 

edilmesi Anzer balının teşhis edilmesinde ve biyolojik değerinin tayininde fayda 

sağlayacaktır. Balın uçucu bileşenlerinin tespit edilmesinde gaz kromatografisi-

kütle Spektroskopisinden (GC-MS) faydalanılabilirdi. 

• Yapılan çalışmada Anzer balının biyolojik aktif özelliği in vitro olarak 

antioksidan aktivite yönünden ele alındı. Balın biyolojik değeri tek bir 

parametreye göre değil aynı zamanda in vitro antimikrobiyal aktivite ve in vivo 

antioksidan, antikanserojen ve antiinflematuar yönden çalışmalar yapılabilir.  

• Anzer balının biyoaktif bileşenler yönünden farklılığını literatürdeki verilere göre 

ortaya çıkardık. Oysa çalışmada diğer çiçek ballarının aynı çalışma şartlarında 

çalışılması karşılaştırma yapma imkanını genişletmiş olacaktı.  

• Anzer yöresine ait bitki florası iklim şartlarına bağlı olduğundan Anzer bal ve 

poleninin yıllara göre fenolik yapısının ve biyolojik değerinin farklılığı değişik 

yıllara göre toplanacak bal ve polen örneklerinden tespit edilebilir.  
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7. EKLER 

 

 
 
Ek Şekil 1. B1 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) 
kuersetin ve (18) propil paraben. 

 

 
 
Ek Şekil 2. B2 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (3) p-OH benzoik asit, (4) kateşin, 

(6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, (9) epikateşin, (10) p-kumarik 
asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, 
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil 
paraben. 
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Ek Şekil 3. B3 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) 
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, 
(17) kuersetin ve (18) propil paraben. 

  
 

 
 
Ek Şekil 4. B4 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) 
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit 
ve (18) propil paraben. 
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Ek Şekil 5. B5 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (2) protokatekuik asit, (3) p-OH 

benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, (10) p-kumarik 
asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) 
cis, trans-absisik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 
 

 
 
Ek Şekil 6. B6 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) 
kuersetin ve (18) propil paraben. 
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Ek Şekil 7. B7 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) 
rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit ve (18) propil 
paraben. 

 
 
 

 
 
Ek Şekil 8. B8 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) 
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, 
(17) kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 
 

mAU 
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Ek Şekil 9. B9 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) 
rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve 
(18) propil paraben. 

 
 

 

Ek Şekil 10. B10 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) 
kuersetin ve (18) propil paraben. 
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Ek Şekil 11. B11 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) 
kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 
 
 

 
 
Ek Şekil 12. B12 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, 
(8) şiringik asit, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) 
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik 
asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben. 
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Ek Şekil 13. B13 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik 
asit, (8) şiringik asit, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, 
(13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-
sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 

 
 
Ek Şekil 14. B14 balının HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, (10) p-
kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) 
cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil 
paraben. 
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Ek Şekil 15. P1 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (3) p-OH benzoik 

asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, (10) p-kumarik asit, (11) 
ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) 
trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 

 
 
Ek Şekil 16. P2 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) 
rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve 
(18) propil paraben. 
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Ek Şekil 17. P3 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis, 
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil 
paraben. 

 
 
 

 
 
Ek Şekil 18. P4 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis, 
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil 
paraben. 

 
 

mAU 
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Ek Şekil 19. P5 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis, 
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil 
paraben. 

 
 

 
 
Ek Şekil 20. P6 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, ( (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) 
kuersetin ve (18) propil paraben. 
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Ek Şekil 21. P7 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) 
kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 

 
 
Ek Şekil 22. P8 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, 
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) 
kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 

mAU 
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Ek Şekil 23. P9 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik 

asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, 
(8) şiringik asit, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (13) rutin, (15) cis, 
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil 
paraben. 

 
 
 

 
 
Ek Şekil 24. P10 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) 

protokatekuik asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik 
asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, (9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, 
(11) ferulik asit (13) rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik 
asit ve (18) propil paraben. 
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Ek Şekil 25. P11 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (1) gallik asit, (2) 

protokatekuik asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, 
(8) şiringik asit, (9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) 
benzoik asit, (13) rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik 
asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben. 

 
 

 
 
Ek Şekil 26. P12 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (2) protokatekuik asit, (3) p-

OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) 
şiringik asit, (9) epikateşin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (13) rutin, 
(15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) 
propil paraben. 
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Ek Şekil 27. P13 poleninin HPLC kromatogramı (280 nm): (3) p-OH benzoik asit, (5) 

klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) şiringik asit, (10) p-
kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik 
asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve 
(18) propil paraben. 
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