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OZET

DOKTORA TEZIi

BEYAZ BALIN SEKONDER METABOLIT ve SEKER PROFILININ
AYDINLATILMASI, BiYOLOJIiK AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI

Yasar HASANOGLU

Tez Damsmam: Prof. Dr. Hiilya AKINCIOGLU

Beyaz balin iiretiminde uzun dilli Kafkas arilarinin 6nemli bir rol oynadigi
vurgulanmakta olup, kafkas arilarinin yiiksek rakimli daglarda cesitli gigeklerin
Ozlerini toplayarak bal irettikleri ifade edilmektedir. Elde edilen bal, siizme
isleminden sonra dinlendirilerek beyaz bal haline getirilmektedir. Beyaz bal, yogun bir

kivama ve Kkarakteristik yogun tat profiline sahiptir.

Tez kapsaminda beyaz balin seker profili ve biyolojik aktiviteleri belirlenmis
ayrica sekonder metabolit analizi yapilarak bazi kimyasal ve kalite parametreleri
belirlenmistir. Calismada kullanilan analitik yontemler arasinda LC-MS/MS ile 35
farkli bilesen ve HPLC ile fruktoz, glukoz, sakkaroz, turanoz, maltoz gibi sekerlerin
konsantrasyonlari tespit edilmistir. Bunlara ek olarak beyaz balin prolin ve diastaz
konsantrasyonlari da belirlenmistir. Tiim bu igeriklerin tespiti beyaz balin besin degeri

ve saglik potansiyeli hakkinda degerli bilgiler saglamaktadir.

Beyaz balin bu 6zelliklerinin yani1 sira asetilkolin esteraz (AChE) ve biitirilkolin
esteraz (BChE) iizerine inhibisyon etkisi arastirilmistir. NADES (Dogal Derin Otektik
Coziiciiler) ve geleneksel maserasyon yontemi ile hazirlanan beyaz bal ekstraktlarinin
ayrica antioksidan ozellikleri tez kapsaminda arastirilmistir. Calisma sonuglari
degerlendirildiginde beyaz balin biyolojik etkileri ve igerik analizleri dogal iiriin

olmas1 sebebiyle litaratiire anlamli ve 6nemli fikir verecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyaz bal, Sekonder metabolit, HPLC, LC-MS/MS, NADES,
AChE, BChE, Antioksidan



ABSTRACT

Ph. D. DISSERTATION

ILLUMINATION of THE SECONDARY METABOLITE and SUGAR
PROFILE of HONEY, DETERMINATION of iTS BIOLOGICAL
ACTIVITIES

Yasar HASANOGLU

Advisor: Prof. Dr. Hiilya AKINCIOGLU

It is emphasized that Caucasian honeybees, with their long tongues, play an important
role in the production of white honey, as they collect nectar from various flowers in
high-altitude mountainous regions. The collected honey is then filtered and left to rest,
resulting in a product with a dense consistency and a distinctive, intense flavor profile.

Within the scope of this thesis, the sugar profile and biological activities of white
honey were determined, and a secondary metabolite analysis was conducted to identify
specific chemical and quality parameters. Among the analytical methods used, LC-
MS/MS enabled the identification of 35 different compounds, while HPLC was
employed to quantify sugars such as fructose, glucose, sucrose, turanose, and maltose.
In addition, the proline content and diastase activity of white honey were analyzed.
The identification of these components provides valuable insights into the nutritional
value and potential health benefits of white honey.

In addition to these properties, the inhibitory effects of white honey on
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) were investigated.
Furthermore, the antioxidant activities of white honey extracts—prepared using
Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) and the traditional maceration method—
were examined within the scope of this thesis. Based on the findings, it is considered
that the biological activities and compositional analyses of white honey, as a natural

product, will contribute significantly and meaningfully to the existing literature.

Keywords: White honey, Secondary metabolite, HPLC, LC-MS/MS, NADES, AChE,
BChE, Antioxidant



TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince bilgisini, deneyimini ve destegini benden higbir
zaman esirgemeyen; arastirmalarimi gergeklestirebilmem igin her tiirlii imkani sunan
cok degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Hillya AKINCIOGLU’na géniilden

tesekkiir ederim.

Ayn1 zamanda, her asamada fikirlerine bagvurdugum, bilgi ve birikiminden
stirekli faydalandigim, yol gostericiligiyle bana biiyiik katki saglayan Sayin Prof. Dr.
[lhami GULCIN’e igten tesekkiirlerimi sunarim. Yine her tiirlii yardim esirgemeyen
Dog. Dr. Akin AKINCIOGLU ve Dr. Ogr. Uyesi Ertugrul CEYRAN’a tesekkiirlerimi

sunarim.

Calismalarim sirasinda destek olan, bilgi ve yardimlariyla katkida bulunan Dr.
Ogr. Uyesi Riilya SAGLAMTAS ve Dr. Ogr. Uyesi Ebubekir iZOL hocalarima,
laboratuvarda birlikte calisigimiz yiiksek lisans ogrencileri Dilara TOGRUL ve
Neslihan AYDEMIR’e, ayrica Agri Ibrahim Cegen Universitesi Arastirma

Laboratuvari’nin kiymetli ¢alisanlarina sagladiklar destek igin tesekkiir ederim.

Bu zorlu siirecte her daim yanimda olan, maddi ve manevi desteklerini higbir
zaman esirgemeyen, sabirla ve sevgiyle yanimda duran sevgili esime ve canim

kizlarima sonsuz tesekkiir ederim.

23/06/2025

Yasar HASANOGLU

Vi



ICINDEKILER

OZET ottt iv
ABSTRACT ettt ettt b e bbb nae e v
TESEKKUR ..ottt ettt sttt ettt vi
ICINDEKILER .....ocuiiiieitececte ettt ettt en sttt en et vii
TABLOLAR DIZINT ....coooiiiiiiiiiiiciccee et X
SEKILLER DIZINT......oiiiiiiicicceeeeeeeee ettt Xi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT........cccoooiiiiiiiiccceee e, xiii
BIRINCI BOLUM
O €] 1 23 1O 1
IKINCi BOLUM

2. KURAMSAL TEMELLER ..ot 6
A Y o1 (=] - o SRS 6
2.1.1. Apiterapinin Kullanim Amaglari:.........coccooveiiriiiniiiieiie e 6
2.1.2. Balin Apiterapi OZelliKIETi ........cevivvivevireieiceciiieiscce e, 6
2.1.3. PrOPOLIS. ..t 8
2.1.4. A1 EKMET c.oovviiiiiiiicc s 10
2.0.5. POIBN ... 10
2.1.6. ATT SULT ..ceiiiiii et 12
2.1.7.BeYAZ Bal ... 13
2.2  ENZIMIBT oo 14
2.2.1 Asetilkolinesteraz (ACHE) ..o 16
2.2.2. Biitirilkolinesteraz (BChE).........ccccoiiiiiiiiiiie e 18
2.2.3. 0-GlKOZIAZ.......eeiecieee et 20
2.3, Fenolik BileSIKIET ......vviiiiieiiiic et 22
2.3.1. Fenolik Bilesiklerin Siiflandirtlmast ...........ccoeveiiiiiniiiiieneeee e 23
2.3.2. ANtIOKSTAANIAT ..o 25
2.4. Serbest RAAIKAIIET............ooviiiii e 26
2.4.1. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari ...........cccccvevvveeiineeiineesnnn, 27
2.5. DES VE NADES ..ottt 28

vii



2.5.1. Dogal Derin Otektik Coziiciiler (NADES)......ccooeeereeeiererereerereeseseeennn, 30
2.5.2. Bitkisel Ekstraksiyon Uygulamalart..........cc.ccoovviiiiiinenininiiiceeeen, 30

UCUNCU BOLUM

3. MATERYAL ve YONTEM .......coocosiimiiiriniiiiniesinsieessesesiesses s 32
.1 IMALEIYAL ... e e 32
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler .............cccooeriiiiiiiciiiiiieec e 32
3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar............cccoooiiiiiiiiii e 33
3.1.3. Kullanilan Cdzeltiler ve Hazirlanig Yontemleri........ocoevevevieeiienieninennne. 33
3.1.3.1. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler............ccccooevieieinn 33
3.1.4. Antioksidan ve Radikal Giderme Caligmalarinda Kullanilan Cozeltiler .. 35
3.1.4.1. Fe** - Fe** Indirgeme Kapasitesi I¢in Hazirlanan Cozeltiler: ............... 35
3.1.4.2. Kuprak (CUPRAK) Yéntemi Igin Kullanilan Cozeltiler ..................... 35
3.1.4.3. ABTS* Radikali Giderme Yonteminde CoOzeltiler..........ccccovvvvviivveennnn. 36
3.1.4.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltilerin
NAZITIANIMAST ... 36
3.1.5. NADES Cozeltilerinin Hazirlanmasi ...........cccoeveriiiiiiiniiiniiesee e 36
K 4411115 14 B O TP P TP PRPTPPRRPP 37
3.2.1. Enzim Inhibisyonu CaliSmalart............cccccceueueueuevereeeeeeeeee e e, 37
3.2.2. Antioksidan CaliSmalari..........ccceiiiieiiiiiiiiies i 37
3.2.3. LC-MS/MS Sistemi ile Beyaz Bal’in Sekonder Metabolit Profilinin
BElIFENMEST ... 39

3.2.4. HPLC Sistemi ile Beyaz Bal Orneginin Seker Profilinin Belirlenmesi.... 40

3.2.5. Beyaz Bal Ornegindeki Prolin Muhtevasinin Belirlenmesi ...................... 40
3.2.6 Beyaz Bal Orneginin Diastaz Sayis1 ve Nem Miktarinin Belirlenmesi ..... 41

DORDUNCU BOLUM

4, BULGULAR ...ttt bbb 42
4.1. Asetilkolinesteraz (AChE), Biitirilkolinesteraz (BChE) ve a-Glikozidaz
Enzimleri ile Iigili Yapilan Calisma Bulgulart..........c.coovvviiieniininiincce 42

4.1.1. AChE Enzimi Uzerine Beyaz Balin Inhibisyon EtKiSi............cccocevevnnnns 42
4.1.2. BChE Enzimi Uzerine Beyaz Balin Inhibisyon EtKiSi...........cccccoeviuennnnn, 43
4.1.3. a-Glikozidaz Enzimi Uzerine Beyaz Balin Inhibisyon EtKisi................... 44
4.2. Antioksidan Calismalar ile Ilgili Arastirma Bulgulari ...........cccccoceveveverrnnnene, 46

viii



4.2.1. Fe*3-Fe*? Indirgeme Kuvveti Bulgulart .........ccccooveveviveeeeeceecseeenenen, 46

4.2.2. Cu*?-Cu* Indirgeme Kuvveti (Kuprak Metodu) Bulgulari ....................... 47
4.2.3. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulart...........cccccvevivennnn. 48
4.2.4. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulart ..........ccccoovveniiininiinienn 49
4.3. Beyaz Bal Orneginin Sekonder Metabolit Profili ............ccccocevvvrverivrrrerrrennnnns 50
4.4. Beyaz Bal Orneginin Seker Profili.........cccccoevieveiireiiicrerieeeescreeseesese e, 54
4.5. Beyaz Bal Orneginin Prolin, Diastaz Sayis1 ve Nem Muhteviyati.................. 54
BESINCI BOLUM

5. SONUC ve TARTISMA ... 56
KAYNAKLAR ..ottt nte e ana e teaneesreesseeneeanes 64
[0 77€) 031 I 15T 77



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. DES olusumunda H bagi alan ve veren bazi maddeler ............cccccoenen. 29
Tablo 3.1. Arastirma Siiresince Yararlanilan Cihaz ve Aletler.........c.ccocvevvveiveennnenn, 33
Tablo 3.2. Uygulanan gradient SiStem Programi ..........ccecevereeruesiueseesseseeseessesseesenns 40

Tablo 4.1. AChE, BChE ve a-Glikozidaz Enzimlerinin Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon
Etkisi Gosteren Beyaz Bal’in %50 Inhibisyona Sebep Olan Beyaz Bal’m IC50
D=4 (<) o D VPRSP R TPROUPRRPI 45

Tablo 4.2. Beyaz Bal’m 30 pg/ml Konsantrasyonunda Indirgeme Kapasitelerinin
Standart Antioksidanlarla MUKAYESESI...........cceririiiiiiiiieieee e 48

Tablo 4.3. Beyaz Bal Cozeltisinin DPPHe ve ABTSe<* Radikal Giderme Aktivitelerine
ait ICso Degerlerinin, Standart Antioksidanlar Olan BHA, BHT, a-tokoferol ve Trolox

1le Karsilastirilmasi. ........oocveiieiiiiiic e 50
Tablo 4.4. Beyaz bal 6rneginin sekonder metabolit profili.........cccccceecvivviiviiriinnnnn. 53
Tablo 4.5. Beyaz bal 6rneginin prolin, diastaz sayist ve nem miktari...............c...... 55

Tablo 5.1. AChE, BChE ve a- Glikozidaz Enzimlerinin Aktivitesi Uzerinde
Inhibisyon Etkisi Gosteren Beyaz Bal’in %50 Inhibisyona Sebep Olan Beyaz Bal
Konsantrasyonlart ICso DEZErIeri. ........cocvviiiiiiiiiiiiiiiiie e S7

Tablo 5.2. Beyaz Bal’m 30 pg/ml Konsantrasyonunda Indirgeme Kapasitelerinin
Standart Antioksidanlarla MUKAYESESI...........ccereriiiiiiiiieeee e 60

Tablo 5.3. Beyaz Bal Cozeltisinin DPPH" ve ABTS" Radikal Giderme Aktivitelerine
Ait ICso Degerlerinin, Standart Antioksidanlar Olan BHA, BHT, a-tokoferol ve Trolox

1le Karstlagtirtimast. .......c.oiiiiiiiiic e 61



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Art Urlinii PrOPOLIS .......c.cviveviveieeiiecieiiceesee st 8
Sekil 2.2. Bir Kovan Iginde Ar1 Propolisi.....c.ccoeieeeeeerereieeieieeeieeeeeeseese e, 9
SeKil 2.3. A1 EKIMEZT ....voiviiiiiiiie s 10
SeKil 2.4, POIBN ... s 11
Sekil 2.5. Art Siitii (RoOyal JEILy) ....ooveiiiiiiiii e 12
SeKil 2.6. BEYAZ Bal..........c.ccoveiiiiieiece s 13
Sekil 2.7. Enzim ile substrat arasinda Anahtar-Kilit Modeli............cccccovevieeiieinenn, 16
Sekil 2.8. Asetilkolinesteraz Enzimi kataliz mekanizmasi ...........cccoooveviiieeniennnne 18
Sekil 2.9. Biitirilkolinesterazin kataliz mekanizmasiHata! Yer isareti
tanimlanmamus.

Sekil 4.1. AChE Enziminin 5 farkli Beyaz Bal Konsantrasyonunda ICsp degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Beyaz Bal] grafigi........cccccocvviiiiiiiiiicnnn, 42

Sekil 4.2. AChE Enzminin 5 farkli Takrin Konsantrasyonunda ICso degerinin
bulunmast i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Takrin] grafigi........cccoooeriiiiieniiiiicieiiiens 43

Sekil 4.3. BChE Enziminin Aktivitesi 5 Farkli Beyaz Bal Konsantrasyonunda 1Cso
Degerinin Bulunmasi I¢in Cizilen Aktivite (%)-[Beyaz Bal] Grafigi ....................... 43

Sekil 4.4. BChE Enzim Aktivitesi Kullanilarak Calisilan 5 Farkli Takrin
Konsantrasyonunda Cizilen Aktivite (%)-[Takrin] Grafigi...........ccccooiniiiiiiiiennns 44

Sekil 4.5. o-Glikozidaz Enzminin 5 farkli Beyaz Bal Konsantrasyonunda ICsp
degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Beyaz Bal] grafigi...........ccccocuernneee. 44

Sekil 4.6. a-Glikosidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Takrin’in Inhibitiir Etkisini
Belirlemek Amaciyla (%)-[Akarboz] Bes Farkli Konsantrasyonda Uygulanan
Orneklerle Elde Edilen Aktivite (%)-[Akarboz] Grafigi..........ccccoeererevevecrrererernnnne, 45

Sekil 4.7. 10-30 pg/mL Araligindaki Farkli Konsantrasyonlarda Hazirlanan Beyaz Bal
Orneklerinin ~ Ferrik Iyonlarrm (Fe**) Indirgeme Kapasitelerinin, Standart

Antioksidanlar Olan BHA, BHT, A-Tokoferol ve Trolox ile Karsilagtirilmast ........ 46

Xi



Sekil 4.8. 10-30 pg/mL Araliginda Hazirlanan Farkli Konsantrasyonlardaki Beyaz Bal
Omeklerinin  Kuprik Iyonlarmi (Cu?*) Indirgeme Aktivitelerinin, Standart

Antioksidanlar Olan BHA, BHT, A-Tokoferol ve Trolox ile Karsilastirilmasi ........ 47

Sekil 4.9. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Tayini I¢in Hazirlanan Standart DPPH

Sekil 4.10. Farkli Konsantrasyonlardaki Beyaz Bal’in (10-30 ug/ml) ABTS ™ Giderme
Aktivitesinin Birer Standart Antioksidan Olan BHA, BHT, a-tokoferol ve Trolox ile

K ATSIIAGHIITNAST. ...ttt ettt e et e e be et e e sre e b e e nane s 50

Sekil 4.11. LC-MS/MS teknigi ile olusturulan standart toplam iyon (a) ve MRM

KIOMAtOGIAMIATT ...c.vviiiiiiii et ennne s 51
Sekil 4.12. Beyaz bal 6rnegine ait toplam iyon (a) ve MRM (b) kromatogramlari... 51
Sekil 4.13. Seker standartlar ile olusturulan standart kromotogram.............c.c........ 54

Sekil 4.14. Beyaz Bal 6rnegine ait HPLC kromatogrami..........cccccoveveriniiieennennnnne 54

xii



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ABTS . 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit
AChE . Asetilkolinesteraz Enzimi

AChEI . Asetilkolinesteraz Inhibitérii

BChE . Biitilkolinesteraz Enzimi

BHA . Biitilatli Hidroksi Anisol

BHT . Biitilath Hidroksi Toluen

CAT . Katalaz

DPPH . 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

ABTS . 2.2- azino-bis( 3-etilbenzitiyazolin-6-siilfonik asit)
DTNB . 5,5-Dithio-bis (2-nitrobenzoik asit)

EDTA . Etilendiamintetraasetik Asit

ES : Enzim-Substrat Kompleksi

ESI . Elektrospray Iyonizasyonu

ETS . Elektron Tasima Sistemi

AGI : o- glikozidaz inhibitorii

DES . Derin Otektik Coziicii

NADES : Dogal Derin Otektik Coziicii

CA : Sitrik asit

G . Glukoz

Xiii



BIiRINCi BOLUM

1. GIRIS

Arn {irtinti denildiginde akla ilk olarak bal, polen ve balmumu gelir; ancak bu
tirtinlerin yaninda, bal arisinin propolis, ar siitii, apilarnil, ar1 zehri, ar1 ekmegi (perga)
ve kovan havasi gibi biyolojik agidan 6nemli diger tirtinleri de bulunmaktadir. (Kumar
ve ark. 2010;2:385-395). Genel olarak bal son derece besleyici, mineral ve vitamin
iceren, serbest radikalleri giderme etkisi olan, ayrica yaslanmay1 geciktiren giiglii

antioksidan etkiye sahip ari tiriiniidiir (Kumar vd. 2010).

Bal, bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan ¢igek nektarlari, bitkilerin salgilari
veya bitki yiizeyindeki emici boceklerin salgilarindan iiretilen dogal ve tathi bir
maddedir. Elde edildigi bitki florasina bagli olarak degiskenlik gosteren kimyasal
bilesimi, temel olarak sekerler, az miktarda protein, enzimler, amino asitler, mineraller,
eser elementler, vitaminler, aroma bilesikleri, ¢esitli flavonoidler ve fenolik bilesikleri
icermektedir. Bu zengin igerigi sayesinde bal, antik ¢aglardan beri sadece besin
maddesi olarak degil, ayn1 zamanda yaniklar, kataraktlar, ilserler, diyabet ve yara
iyilesmesi gibi rahatsizliklarin tedavisinde halk hekimliginde ilag olarak kullanilmistir.
Zamanla yapilan bilimsel arastirmalar, bu geleneksel kullanim alanlarin1 desteklemis
ve balin terapotik bir ajan olarak etkili oldugu sonucuna ulasilmistir. Alternatif tipta
yaygin bir kullanim alami bulan bal, ¢esitli hastaliklara karsi onemli terapdtik
ozellikleri ve antioksidan etkileriyle 6ne ¢ikmaktadir (Coskun, 2022).

Insanlik tarihi boyunca, balin tatli ve besleyici 6zellikleri nedeniyle biiyiik bir
oneme sahip oldugu bilinmektedir. Ilk insanlar, dogal ortamda, ozellikle kaya
kovuklarinda ve agac¢ oyuklarinda bulunan ari kolonilerinin ballarini tiiketmislerdir.
Bu dénemde, aricilik kavrami heniiz gelismemis olup, bal dogadan rastgele toplanan
bir besin kaynag olarak degerlendirilmistir (Saréz, 2006). Bal arilarinin (Apis
mellifera) genetik kokenlerinin Afrika, Asya ve Avrupa kitalarinda oldugu
bilinmektedir. Bu bolgeler, bal arilarmmn ilk yayilmaya basladig: yerlerdir. insanlarin

go¢ hareketleri, bal arilarinin da diinyaya yayilmasinda dnemli bir rol oynamistir. Gog



eden insanlar, yanlarinda ar1 kolonilerini de tasiyarak bal arilarinin farkli cografyalara

yayilmasini saglamislardir (Giiler, 2006).

Bal, bal arilarimin ¢iceklerden topladiklari nektarlar1 kendi enzimleriyle
isleyerek nem oranimi disiiriip olgunlastirdiklar1 ve peteklerde depoladiklari, sari
renkli, tath ve viskoz bir dogal iiriin olarak tanimlanmaktadir (Izol, 2022). Balin
kimyasal yapisinin biiyiik bir kismimi (%60-80) karbonhidratlar olusturmakta olup,
bunlarin baslicalar1 glukoz ve fruktozdur. Igeriginde ayrica %13-20 oraninda Su
bulunmakta; proteinler, amino asitler, vitaminler, fenolik bilesikler ve mineraller de
daha diisiik oranlarda yer almaktadir. Yapilan bilimsel arastirmalar, balin igeriginde
bulunan biyoaktif bilesikler sayesinde serbest radikal olusumunu ve oksidatif stresi
engelleyerek kansere karsi koruyucu etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur.
Ayrica mide, kolon ve karaciger kanserlerinin tedavisinde olumlu etkiler sagladigi
tespit edilmistir (izol, 2022; Abdel-Latif, 2015; izol ve Bengii, 2022). Cok farkli
calismalar gostermistir ki, bal antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri nedeni ile biiyiik
onem tasir (Isidorov vd. 2015; Marshall vd. 2015).

Arn trinleri, tarih boyunca insanlik i¢in 6nemli ve degerli dogal kaynaklar
olmustur. En bilinen ve yaygin olarak tiiketilen ar1 tirinti baldir; farkli kiiltiirlerde
temel bir gida maddesi olarak uzun yillardir kullanilmaktadir. Balin ardindan, arilarin
baslica protein kaynagi olan polen, bal iiretiminde énemli bir besin maddesi olarak
islev goriir. Son yillarda ise bilimsel arastirmalar ve teknolojik ilerlemeler sayesinde,
propolis, ar1 siitii ve ar1 ekmegi (perga) gibi diger ari iriinlerinin 6nemi giderek
artmistir. Bu triinler, 6zellikle saglik tizerindeki biyolojik etkileri ve zengin kimyasal
icerikleriyle 6ne ¢ikmakta ve onlar1 baldan daha kiymetli hale getirmektedir. Ote
yandan, erkek ar1 larvasi ve ar1 zehri de ar1 tiriinleri arasinda yer alsa da, bunlar besin
olarak kullanilmaz (izol, 2023).

Arilar, polen toplama faaliyetlerinde oldukga istikrarlidir. Ancak, topladiklari
polenin igerigi, ziyaret ettikleri bitkilerin tiiriine ve ¢esitliligine gore degiskenlik
gosterir. Bu durum, polenin bilesiminin sabit olmadigi, ¢cevresel faktorlere bagli olarak
degistigi anlamina gelir. Arilarin polen toplama siireci, bitkilerin tozlasmasina da
onemli bir katk: saglar. Arilar, gigekten gicege dolasarak polenleri tasir ve bitkilerin

iiremesine yardimec1 olur (Oztiirk ve Akgicek, 2015).

2



Farkli bitki tiirlerine ait polenlerin sekil ve yapilari birbirinden farklidir. Bu
ozellik, polenlerin mikroskop altinda incelenerek bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve
balin hangi bitkilerden elde edildiginin belirlenmesinde kullanilmasini saglar. Polenin
bilesimindeki bu ¢esitlilik, balin Kkalitesini ve besin degerini de etkiler. Farkli bitki
tiirlerinden elde edilen polenler, bala farkli aroma ve besin 6geleri katar (Bleha vd.
2019).

Balin antibiyotik ozellikleri, bir dizi faktorle iliskilendirilmistir; bunlar
arasinda hidrojen peroksit, diisiikk pH ve metilgliyoksal gibi bilesikler bulunur. Ayrica,
arilar ve kulugka {izerine yapilan farmakolojik arastirmalar, kendi kendine tedavi ve
bitkisel ilaglarin 6nemini giderek artirmaktadir. ikincil bitki metabolitleri, 6zellikle
alkaloidler, fenolik asitler (6rnegin kafeik asit, p-kumarik asit, ellagik asit ve gallik
asit) ve flavonoidler (krizin, galangin, pinosemirin, kuersetin, kaempferol ve
tektokrisin gibi) gibi bilesikler, enfekte bireylerde parazit ve patojen yiiklerini
azaltmakla iliskilidir. Son yillarda yapilan arastirmalar, bombus arilarinin Crithidia
bombi adli bagirsak hastaligina karsi alkaloidler, terpenoidler ve iridoid glikozitlerin
antimikrobiyal etkilerini gostermektedir (Baracchi vd. 2015; Manson vd. 2010;
Richardson vd. 2015).

Nektarda bulunan ikincil bitki metabolitleri ile ilgili yapilan ¢aligmalar, bal ve
bombuslarin  nektar ve polen toplama siireglerinde patojenlerden nasil
korunabilecegine dair 6nemli bulgular sunmaktadir. Mikroorganizmalardan mayalar,
bal ve ar1 tiriinlerinde rutubet ve sicaklik durumuna gore fermantasyona neden olmakta
ve dolayisiyla tiriiniin duyusal ve diger 6zelliklerinin bozulmasina neden olmaktadir
(Cukur vd 2016). Bal arilarinin, balin fermente olmasini 6nleyebilme yetenegi biiyiik
Olglide icerdigi yiiksek seker konsantrasyonuna dayanmaktadir. Ancak, yalnizca
yiksek seker oraninin yeterli olup olmadigimi sorgulamak ve balin diger
antimikrobiyal 6zelliklerini arastirmak o6nemlidir. Ozellikle, seyreltilmis balin
incelenmesi gereklidir. Bal, depolama sirasinda yiiksek seker oranina sahip olsa da,
larva beslenmesine eklendiginde seyreltilir. Arastirmalar, balin antimikrobiyal
etkilerinin, glikoz oksidaz enzimi tarafindan iiretilen hidrojen peroksit, disiik pH
(asitlik), metilglioksal, ar1 defensin-1 adi verilen antimikrobiyal peptit, major art siitii

proteini ve cesitli fenolik bilesikler gibi faktorlerden kaynaklandigini ortaya
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koymustur (Molan 1992a, 1992b; Brudzynski and Sjaarda, 2015; Dustmann, 1979;
Kwakman and Zaat, 2012). Bunlar, balin antimikrobiyal potansiyeline katki saglayan
onemli bilesenler olarak tanimlanmistir. Ayrica, balin igeriginde bitkilere 6zgii bir¢ok

ikincil metabolit bileseninin de yiiksek oranlarda bulundugu tespit edilmistir.

Balin antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik icerigi arasinda giiclii bir pozitif
iliski oldugu belirlenmistir. Balin antioksidan etkisinin biiyiikk 6l¢iide fenolik
bilesiklerden kaynaklandigi bilinmektedir. Ozellikle koyu renkli ballar, yiiksek
miktarda fenolik bilesik icermekte olup, bu bilesiklerin askorbik asit ve E vitaminine

kiyasla daha gii¢lii antioksidan aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Sarikaya, 2009).

Balin igeriginde yaygin olarak bulunan fenolik asitler ve flavonoidler; anti-
bakteriyel, anti-enflamatuar, anti-alerjik ve anti-trombotik etkiler gostermektedir.
Ayrica yapilan epidemiyolojik calismalar, bu bilesiklerin kardiyovaskiiler hastaliklarin
ve kanserin tedavisinde énemli roller tstlendigini ortaya koymustur (Al-Habori vd.
2002; Pyrzynska and Biesaga, 2009; Miotto, 2010).

Bunun yami sira, balin antibakteriyel o6zelliklerine katkida bulunan diger
bilesenler arasinda polifenoller, fenolik asitler (6rnegin, kafeik asit, ferulik asit,
kumarik asit, ellagik asit vb.) ve bunlarn tiirevleri (6rnegin, metil syringate), aromatik
asitler ve son donemde Maillard reaksiyonu tiriinleri de yer almaktadir (Gauhe, 1941;
White vd. 1962; Dustman, 1971; Molan, 1995; Bogdanow, 1997; Erdogrul ve Erbilir,
2007; Kwakman and Zaat, 2012).

Beyaz balin iiretiminde, uzun dilli Kafkas arilar1 6nemli bir rol oynar. Bu
arilar, essiz bitki oOrtiisiine sahip yiiksek rakimli daglara ¢ikarak cesitli ¢igeklerin
Ozlerini toplarlar. Farkli ci¢eklerden topladiklari polenlerle bal iiretirler. Arilarin
tirettigi bal stiziildiikten sonra, bir siire dinlendirilerek beyaz bal elde edilir. Stizme
baldan daha yogun bir kivama sahip olan bu balin tadi olduk¢a yogundur. Sekonder
metabolitler primer metabolitlere kiyasla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tabiattaki
dogal iriinlerde ve ozellikle bitki ve bitki kaynakli iiriinlerde bulunmaktadir. Ari
iiriinleri de sekonder metabolitleri icinde bulunduran degerli dogal iiriinlerdir (Inci vd
2023; Chen vd. 2005, 2020).



Art Girlinleri, kaynaklaria gore iki ana gruba ayrilir. Birinci grup; dogrudan art
tarafindan sentezlenen ari siitli, ar1 zehri, erkek ar1 larvasi (erkek art mumu) ve bal
mumunu igerir. Ikinci grup ise, arinin topladig: bitkisel hammaddelerden elde ettigi

bal, ar1 ekmegi, propolis ve polen gibi iiriinlerden olusur (Izol, 2023).

Gilinimiizde, gelismis analitik tekniklerin kullanimiyla, ar1 iriinlerinin
karmagik kimyasal yapilar1 ve biyolojik islevleri daha iyi anlasilmaktadir. Bu
tirtinlerin, fenolik ve flavonoid gibi zengin biyoaktif bilesenler igermesi, ¢esitli saglik
yararlar1 sunabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, ar1 iiriinleri, son yillarda bilimsel
aragtirmalarin ilgi odagi haline gelmistir. Bu baglamda, yapilan bir ¢alismada, farkli
ar1 Urinlerinin fenolik ve flavonoid igerikleri, antioksidan kapasiteleri, bazi
hastaliklarin tedavisinde rol oynayan metabolik enzimler iizerindeki etkileri ve balin

kalite gostergeleri karsilastirmali olarak incelenmistir (Izol, 2023).

Bitkisel kaynakli iiriinlerde, 6zellikle dogal iirtinlerde, primer metabolitlere
kiyasla daha diisiik yogunlukta bulunan sekonder metabolitler, bu tiriinlerin biyolojik
aktivitelerinde 6nemli roller {istlenir. Ar1 {irlinleri, bu degerli sekonder metabolitler
acisindan zengin dogal kaynaklar olarak kabul edilir. ilag, gida ve kozmetik
endiistrilerinde ar1 driinlerinin tercih edilmesinin temel nedenlerinden biri, bu
tirtinlerin icerdigi sekonder metabolitlerdir. Bu bilesikler, farkli biyolojik etkileri
nedeniyle genis ¢apli arastirmalara konu olmakta ve bilim diinyasinin ilgisini
cekmektedir.

Sekonder metabolitler arasinda fenolik bilesikler en 6nemli grubu olusturur.
Fenolik asitler, flavonoidler, kumarinler, terpenler, stilbenler, lignanlar, ksantonlar,
lignin ve alkaloidler gibi cesitli bilesikler, sekonder metabolitlere 6rnek olarak
verilebilir. Ozellikle fenolik ve flavonoid bilesiklerin, antikanser, antibakteriyel,
antimikrobiyal ve antioksidan gibi énemli biyolojik aktiviteler sergiledigi, yapilan

bilimsel ¢alismalarla kanitlanmstir (Izol, 2025)



IKiNCi BOLUM

2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Apiterapi

2.1.1. Apiterapinin Kullanim Amaglari:

Apiterapi, ar1 ve ari triinlerinin, koruyucu saglik uygulamalarinda ve bazi
hastaliklarin tedavisinde tamamlayic1 bir yontem olarak kullanilmasi bigimidir.
Baslica ar1 tirtinleri bal, balmumu, ar1 poleni, propolis, ari siitii, apilarnil ve ar1 zehridir.
Cesitli saglik sorunlarinin tedavisinde ve 6nlenmesinde destekleyici bir rol oynamayi
amaglar. Kullanim amaglarindan bazilar1 sunlardir (Sforcin, 2007; Orsolic, 2009; Wu,
Li, Liu, 1991; Watanabe vd. 1996; Vucevic vd. 2007; Abuharfeil vd. 2008; Al-Waili,
2003; Banskota vd. 2001).

e Bagisikhik Sistemini Giiclendirme (Pasupuleti vd. 2017).
e Enflamasyonu Azaltma (Sobral vd. 2017).

e Agn Yonetimi (Ali and Kunugi, 2020).

e Yara lyilesmesi (Burlando and Cornara, 2013).

e Cilt Sorunlar: (Al-Waili vd. 2012).

e Solunum Yolu Hastahklari (Oduwole vd. 2018).

e Norolojik Hastaliklar (Ali and Kunugi, 2020).

2.1.2. Bahin Apiterapi Ozellikleri

Apiterapi, ar1 triinlerinin (bal, ar1 siitii, polen, propolis, ar1 zehri vb.) tibbi
amaglarla kullanilmasidir. Bal, binlerce yildir sifa kaynagi olarak kullanilmis, 6zellikle
dogal tedavi yontemlerinde onemli bir yer edinmistir. Balin apiterapi ozellikleri,
igerdigi bilesikler ve biyolojik aktiviteleri sayesinde genis bir yelpazeye yayilmaktadir.
Bal, apiterapinin en bilinen ve en ¢ok kullanilan ar1 iiriinlerinden biridir. i¢erigindeki
zengin bilesenler sayesinde ¢esitli saglik sorunlarina karsi destekleyici 6zellikler sunar
(Harissis, 2009).



Bal, giiglii antibakteriyel 6zelliklere sahiptir. Balin igerigindeki dogal sekerler,
peroksit bilesenleri ve fenolik bilesikler, bakteri ve viriisleri 6ldiirme kapasitesini
artirir. Ornegin; Manuka bali Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
gibi antibiyotiklere direncli bakterilere kars1 etkili oldugu litaratiirde yer almaktadir
(Molan, 2001). Genel olarak bal, flavonoidler, fenolik asitler ve vitamin C gibi gii¢lii
antioksidanlar igerir. Bu maddeler, serbest radikalleri notralize ederek hiicreleri
oksidatif stresten korur ve yaslanmayi yavaslatir. Bu nedenle bal, anti-aging (yaslanma
karsitr) etkileriyle dikkat ¢eker (Izol vd. 2025a; Alvarez-Suarez vd. 2014). Bununla
birlikte bal, 6zellikle igerigindeki fenolik bilesikler nedeniyle gii¢lii anti-inflamatuar
Ozellikler gosterir. Balin diizenli tiiketimi, iltihaplanmay: azaltabilir ve romatizmal
hastaliklar, artrit gibi durumlarin tedavisinde yardimci olabilir (Al-Waili vd. 2003).
Bal, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar 6zellikleri nedeniyle yara iyilesmesinde de
kullanilir. Bal, topikal olarak uygulandiginda yaralarin hizli bir sekilde iyilesmesine
yardimci1 olabilir. Ayrica cilt bakiminda, akne tedavisinde ve sivilce izlerinin
tedavisinde de etkili oldugu bilinmektedir (Patocka vd. 2014).

Bilindigi tizere bal prebiyotik 6zelliklere sahiptir bu nedenle sindirim sistemi
tizerinde olumlu etkiye sahiptir. Sindirimi iyilestirir ve bagirsak florasin1 dengelemeye
yardimet olur. Ayrica balin, mide ilserlerinin tedavisinde de etkili oldugu

gosterilmistir (Alvarez-Suarez vd. 2013).

Bal, icerdigi vitaminler (6zellikle B ve C vitaminleri), mineraller, enzimler ve
diger besin bilesenleri sayesinde bagisiklik sistemini giiclendirir. Diizenli bal tiiketimi,
soguk algmligr ve grip gibi enfeksiyonlara kars1 koruma saglayabilir (Banyai vd.
2017). Kolesterol seviyelerini diizenleyerek ve damar sertligini azaltarak kalp sagligin
destekler. Ayrica balin kan basincini dengeleme ve kan sekerini stabil tutma gibi
olumlu etkileri de bulunmaktadir (Al Waili vd. 2013). Bal, igerdigi gesitli vitaminler,
mineraller, amino asitler, karotenoidler, organik asitler, aromatik bilesikler ve enzimler
sayesinde sindirimi kolay, besleyici ve bir¢ok hastaliga karsi koruyucu o6zellikler
tasiyan fonksiyonel bir gidadir. Kimyasal bilesimi, sekerler, proteinler, su, organik
asitler, mineraller, vitaminler, fenolik bilesikler ve serbest amino asitler gibi hem

makro hem de mikro diizeyde birgok 6nemli bilesenden olusur. Bu zengin igerik, balin



sadece bir tatlandirict degil, ayn1 zamanda saglig: destekleyen 6nemli bir besin kaynagi
olmasini saglar (Silva vd. 2016).

2.1.3. Propolis

Bal arilarinin dogadan topladiklar1 bitki salgilar1 ve polen gibi maddeleri,
tirettikleri enzimler ve bal mumu ile karistirarak olusturduklar: dogal bir ar1 tirtinti diir
(Pellati vd. 2011, izol vd. 2024). Propolis 15-20 derecede mum, 30-40 derecede

yapiskan ve sakiz kivamindadir.

Bal arilari, kovanlarinin igindeki kiiglik catlaklar1 kapatmak ve dis etkenlere
kars1 koruma saglamak amaciyla 6zenle bitki regineleri toplarlar. Bu regineler, kovana
tasinarak propolis adi verilen dogal bir maddeye dontstiiriiliir. Arilar, propolisi esas
olarak kovanin steril kalmasini saglamak ve istenmeyen canlilarin girisini engellemek
icin antiseptik bir bariyer olarak kullanirlar. Arilarin yasami igin hayati 6neme sahip
olan propolis, geleneksel ve alternatif tip uygulamalarinda, hastaliklarin hafifletilmesi
ve bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesi amaciyla yaygin olarak degerlendirilmektedir.
Propolisin kimyasal yapisi, arilarin topladig: bitki tiirleri, cografi konum ve mevsimsel
degisiklikler gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik gosterir. Yapilan ayrmntili
analizler, propolisin i¢inde 300'den fazla farkli bilesik tespit edildigini ortaya
koymustur (Anjum vd. 2019). Bu bilesikler arasinda fenolik maddeler, aromatik
asitler, ugucu yaglar, balmumu ve amino asitler bulunmaktadir. Propolisin biyolojik
aktivitesinin temelini ise, fenolik bilesikler i¢indeki flavonoidler ve hidroksinamik asit

tiirevleri olusturmaktadir.

Sekil 2.1. Ar1 Uriinii Propolis



Propolis kelimesi, Yunanca "pro" (6n) ve "polis" (sehir) sozciiklerinden
tiretilmistir ve bal arillarinin kovanlarin1 savunma islevini ifade eder (Sforcin and
Bankova, 2011).

Sekil 2.2. Bir Kovan i¢inde Ar1 Propolisi

Arilar, propolisi kovanlarindaki gatlaklart ve yariklar1 kapatmak, kovan ig
yiizeylerini ince bir tabaka halinde kaplayarak temizlenmesini ve dezenfekte
edilmesini saglamak igin kullanirlar. Ayrica, kovanin peteklerini yapistirmak,
cergeveleri onarmak ve peteklerdeki yavru gozlerini dezenfekte etmek amaciyla da
propolis kullanilir. Propolis, kovanin genel hijyenini koruyan ve zararlilara karsi
savunma saglayan 6nemli bir dogal bilesiktir. Propolis, bal arilarmin kovanlarinin
soguktan korunmasi amaciyla, kovandaki delikleri kapatarak kisa hazirlik yapmalarina
yardimer olur. Ayrica, kovanin disaridan gelecek yabanci canlilardan korunmasinda
onemli bir rol oynar. Eger kovana giren yabanci canlilar, kovandan atilamayacak kadar
biiyiikse, bu canlilar propolis ile mumyalanarak kokusmalarinin éniine gegilir (izol and
Turhan, 2024; Ghisalberti, 1979; Bankova vd. 2000; Velikova vd. 2000; Bogdanov,
2012c). Propolisin bilesimi, toplandigi bolgenin bitki ortiistine, iklim kosullarina ve
mevsime bagli olarak degisir. Bu nedenle, propolisin goriiniimii ve bilesimi de zamanla
farklilik gosterebilir. Renk olarak sarimsi yesilden, kirmiz1 ve koyu kahverengiye
kadar degisen tonlar alabilir. Ayrica, her propolis 6rnegi kendine 6zgii farkli aromatik
kokular tasir (Bankova vd. 2000).



2.1.4. A1 Ekmegi

Polen, cicekli bitkilerin erkek organi olan stamenin u¢ kisminda bulunan
anterlerde yer alan ve bal arilar1 tarafindan toplanan, burusuk, yapiskan ve yaglh yapida
erkek hiicre tasiyan ¢icek tozlaridir. (Anonim, 2006). Ar1 ekmegi (perga), bal arilarinin
topladiklar1 polenleri kovanda peteklerde depolayip, kendi enzimleriyle fermente ederek
olusturdugu bir tirtindiir (Akhmetova vd. 2012; Connor and Muir, 2013).

Normal polenden farkli olarak, arilarin enzimatik islemleriyle fermente olan bu
polen, besin bilesenlerini doniistiiriir ve yaklasik iki hafta iginde fermente olarak
olgunlagir (Vasquez and Olofsson, 2009; Connor and Muir, 2013). Bu siire¢ sonucunda
ar1 ekmegi, ham polenle kiyaslandiginda daha diisiik protein igerigine sahip olurken,

daha fazla laktik asit igerir.

Ar1 ekmegi, vitaminler, mineraller ve iz elementler bakimindan oldukg¢a zengin
bir icerige sahiptir. Igerdigi besin bilesenleri ve fenolik bilesikler sayesinde, ar1
ekmegi, normal polenden daha degerli bir besin olarak kabul edilir (Connor and Muir,
2013; Basualdo vd. 2014). Bunun yani sira, tireme hormonlarin1 destekleyici etkisi
nedeniyle cinsel giicii artiric1 ve kas giiciinii artirmaya yardimer bir takviye olarak
kullanilmaktadir. Igerigindeki asetilkolin, tansiyon diizenleyici 6zelliklere sahip olup,
kronik kabizlik tedavisinde de etkili bir yardimcidir (Nagai vd. 2004; Aydin vd 2017;
Kowalski vd. 2017).

Sekil 2.3. Ar1 Ekmegi

2.1.5. Polen

Polen, tohumlu bitkilerin ¢igeklerinin erkek iireme organlarinda meydana

gelen, arilar tarafindan bitkilerden toplanir. Arilar, bu ¢igek tozlarini viicutlarinda
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biriktirerek kendi salgilariyla bir araya getirip sikistirir ve bdylece ar1 poleni olarak
adlandirilan bir iriin ortaya ¢ikar. Kovana getirilen bu ar1 poleni, besin degeri
acisindan diinyanin en degerli tirtinlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Arilar igin
disaridan saglanan yegane protein kaynagi olmasi nedeniyle polen, arilarin beslenmesi,
sagligi ve gelisimi tizerinde Kritik bir role sahiptir. Polen, yapisinda temel amin asitler,
yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar, makro ve mikro elementler, vitaminler,
polifenoller, fosfolipitler, peptitler ve organik asitler gibi c¢esitli bilesenleri
barindirmaktadir (izol vd. 2025b; Sénmez vd 2023).

Sekil 2.4. Polen

Bal arilari, ihtiyaglarini gidermek iizere bitkilerden polen ve nektar toplarken,
ayni zamanda bu bitkilerin tozlasmasina da aracilik ederler. Arilar ¢igeklerden nektar
alimi yaparken, viicutlarindaki tiylere yapisan polen tanecikleri, orta bacaklarinda
bulunan 6zel bir yap1 sayesinde toplanir. Toplanan bu polenler, armin agzindan
salgilanan bal ile nemlendirilerek arka bacaklarinda yer alan polen sepetciklerinde
biriktirilir (Tutkun, 2011; izol vd. 2024). Arilar, arka bacaklarmda topladiklari
polenleri, bu bacaklarinda bulunan firga ve tarak benzeri 6zellesmis yapilar ve
bacaklarini birbirine siirterek polen sepetine yerlestirme islemini ugus halindeyken
dahi devam ettirebilirler. Ugusa baslayan bir ari, kovana sadece polen yiikiiyle
donebilecegi gibi hem polen hem de nektar tasiyarak da geri gelebilir. Kovana
ulastiklarinda ise, topladiklar1 polen taneciklerini petek hiicrelerinin igine birakirlar.
Polen, sepetgige doldurulduktan sonra, arilar tarafindan bozulmasini 6nlemek

amaciyla ince bir bal ve balmumu katmaniyla ortiiliir. Arilarin biiylime ve gelisim
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stireglerini tamamlayabilmeleri icin elzem olan polen, 6zellikle salgi bezlerinin

gelismesinde temel rol oynayan bir protein kaynagidir (Sorkun vd 2001).

2.1.6. An Siitii

Arn siitli, kralice ariyr ve ar1 larvalarin1 beslemek amaciyla, bes ila on bes
giinliik geng is¢i arilarin bogaz ve iist ¢ene bolgelerindeki 6zel salgi bezlerinde
(hipofaringeal ve mandibular bezler) iiretilen dogal bir ar1 tirliniidiir. Ar1 siitiiniin temel
bilesenleri incelendiginde, biiyiik oranda su, karbonhidratlar ve proteinlerden olustugu
goriilmektedir. Asidik bir karakteristige sahip olan ari siitiiniin pH degeri 3,6 ile 4,2
araligindadir (Izol ve Caglayan, 2023; Erzincan vd. 2025).

Saglikli yasam arayisi, diinya ¢apinda hastaliklarin tedavi ve 6nlenmesinde
dogal yontemlerin tercih edilmesi, metabolizmay: destekleyen takviye gidalarin
kullanilmasi ve kaliteli beslenmeye verilen 6nemin artmasiyla kendini gostermektedir.
Yiizyillardir kullanilan ar1 tirtinlerinden biri olan ari siitii, son yillarda bu ilgiye dahil
olmus ve saglik alanindaki yararlariyla dikkat ¢ekmistir. Ari siiti, hem insan
hastaliklarinin tedavisinde hem de hayvan sagliginda biiyiime diizenleyici olarak
siklikla kullanilmaktadir. Bu besleyici madde, kralige armin hayati boyunca, yumurta
evresinden olimiine kadar beslenmesinde kullanilirken, ayn1 zamanda yumurta ve

geng larvalarin gelisimi icin de gereklidir (Inci, 1999; Tutkun, 2006).

* e ¢

Sekil 2.5. Ar Siitii (Royal Jelly)

Arn siitli, insan sagligi tizerinde cesitli onemli etkileri bulunan degerli bir
fonksiyonel besindir. is¢i arilar tarafindan alt cene ve bogaz bolgelerindeki bezlerden
salgilanan bu ar iriind, antibakteriyel, iltihap karsiti, kan damarlarin1 genisletici ve

kan basincini diizenleyici, antioksidan, yiiksek kolesterolii Onleyici ve timor
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olusumunu engelleyici gibi belirgin fonksiyonel o6zelliklere sahip oldugu yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Ari siitiiniin bu biyolojik aktiviteleri, igeriginde
bulunan yag asitleri, proteinler ve fenolik bilesenlerden ileri gelmektedir (Artik ve
Konar, 2018a, 2018b).

A siitli, kayda deger diizeyde besin icerigine sahip bir dogal {iriindiir. Bes ila
on bes glinliik geng is¢i arilar tarafindan hipofaringeal bezlerden salgilanan bu madde,
kralige armin disi yumurtalarinin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Cesitli
kullanim alanlarma sahip olan ari siitii, 6zellikle ¢ocuklarin saglikli gelisimini
desteklemek ve yasli bireylerde genel saglik kosullarini iyilestirerek yasam siiresini
uzatmaya yardimci olmak amaciyla degerlendirilebilmektedir (Silici, 2018).

2.1.7. Beyaz Bal

Beyaz bal, gesitleri arasinda nadir bulunan ve oldukg¢a degerli bir bal tiirtidiir.
Diger ballara gore ¢ok daha hafif bir aromaya ve beyaz renge sahip olmasiyla dikkat
ceker. Beyaz bal, peteginden elde edilen ve genellikle yiiksek rakimli bolgelerde
yetisen 0zel ¢igeklerin nektarindan elde edilen bu bal, benzersiz bir {iretim siirecinden
gecer. Beyaz bal, arilarin topladigi 6zel ¢igek nektarlarinin kovan igerisinde dogal bir
fermantasyon siirecine girmesiyle elde edilir. Cigeklerden alinan nektar, kovanlarda
depolanarak arilar tarafindan iglenir. Beyaz balin renginin beyaz olmasinin nedeni, bu
cigeklerin igeriginde bulunan belirli enzimlerdir. Bu balin yapim siireci, diger ballara
gdre daha zahmetli ve uzun bir siire¢ gerektirir. Ozellikle yiiksek rakimli bolgelerde

yapilan tiretim, balin lezzetini ve kalitesini artirir (Karakaya ve Yilmaz, 2020).

Sekil 2.6. Beyaz Bal

Beyaz bal petekten siiziildiikten sonra bir siire bekletilir. Bu siirecte balin
icindeki polenler yapisal olarak yogunlasir. Yogunlasma sonucunda bal, polen tiiriine
13



ve miktarina da bagl olarak beyaz bal halini alir. Stizme balin i¢indeki polen miktari
ne kadar fazlaysa bal da o kadar beyazlasir. (Dag vd 2020).

2.2. Enzimler

Enzimler, 6zel bir substrat molekiiliine baglanarak ve onunla etkilesime girerek
kimyasal reaksiyon hizini artiran, % 100 verim saglayan, hi¢bir yan {iriin olusturmayan
biyolojik katalizorlerdir. Ribozimler hari¢ biiyiik bolimii protein yapisindadir. Enzim
substrat etkilesimi, substratin enzimin aktif bolgesine baglanmasiyla gerceklesir.
Enzimler, ¢ogu zaman belirli bir substrat tiiriine spesifik olarak ¢alismaktadir.
Istisnalar harig, canli sistemlerdeki tiim kimyasal tepkimeler enzimler tarafindan

gerceklestirilmektedir (Yapici ve izol, 2023).

Enzimlerin katalitik islev goren bolgesi, polipeptit zincirinden olusan protein
kismudir. Ancak, pek ¢ok enzim etkili bir sekilde c¢alisabilmek i¢in sadece protein
yapistyla smirli kalmayip, farkli yardimei1 molekiillere de ihtiyag¢ duyar. Bu yardime1
molekiiller, metal iyonlar1, protein dis1 organik bilesikler veya her ikisini igerebilir.
Yardimci molekiil eger metal iyonu ise kofaktor eger organik molekiil ise koenzim

olarak adlandirilir.

Koenzim enzimin aktif bolgesine siki bir sekilde baglanmais ise “prostetik grup”
olarak adlandirilir. Enzimin protein kismi olan apoenzim, bir koenzim ile birlestiginde
“holoenzim” admi alir ve bu biitiinliikk enzimatik aktivitenin gergeklesmesi igin

gereklidir.

Koenzimlerin yapisinda genellikle vitaminlerin aktif formlar: bulunur. Bu
nedenle, vitaminler organizma ag¢isindan biiyiik 6nem tasir; ¢iinkii metabolik olaylarin
enzimler araciligiyla diizenlenmesine katki saglarlar (Lehninger, 1993; Keha ve
Kiifrevioglu, 2005; Berg vd. 2013).

Enzimlerin 6nemi su sekilde 6zetlenebilir;

e Hizlandiricilar: Enzimler, biyolojik reaksiyon hizimi artirarak hiicresel

stiregleri daha etkili hale getirmektedir.
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Spesifiklik: Her enzim, belirli bir substrat veya substrat grubu ile spesifik bir
etkilesime girer, bu da biyolojik siireglerin diizenlenmesine katki
saglamaktadir.

Regiilasyon: Enzimler, hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynar. ihtiyag¢ duyulan anlarda aktive olmakta ve gereksiz durumlarda inhibe
olabilmektedir.

Enerji Uretimi: Enzimler, hiicrelerde enerji iiretiminde (6rnegin, glikoliz,
Krebs dongiisii) kritik bir rol oynamaktadir.

DNA Replikasyonu ve Protein Sentezi: Enzimler, DNA replikasyonu,
transkripsiyon ve translasyon gibi genetik materyal tizerindeki siiregleri
diizenlemektedir.

Bagisikhk  Sistemi:  Bagisiklik  sistemine dahil  olan  enzimler,
mikroorganizmalarla savasarak viicudu koruma gorevini yerine getirmektedir.
Bu nedenlerden dolayi enzimler, yasamin temel siireclerini diizenlemede Kritik
bir rol oynamakta ve biyolojik sistemlerin isleyisini miimkiin kilmaktadir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2014). Enzimlerin substrat ile etkilesimi tizerine iKi
farkli model &nerilmistir. ilk model, 1894 yilinda Emil Fischer tarafindan 6ne
stiriilen "anahtar-kilit" modelidir. Bu modelde, enzimin aktif bolgesi, substratla
birebir uyumlu bir sekilde sekil alir ve substrat, tipki bir anahtarin kilite girmesi
gibi enzime baglanir. Yani, substrat enzimin aktif bolgesine tam olarak uyum
saglayacak sekilde "sekil" alir, tipki dogru anahtarin dogru Kilidi agmasi gibi.
Bir diger model ise, 1958'de Daniel Koshland tarafindan gelistirilen
"indiiklenmis uyum™ modelidir. Bu modelde, enzim baslangigta substratla
baglanmadan serbest bir durumda bulunur. Ancak substrat, enzimin aktif
bolgesine baglandiginda enzim yapisal olarak degisir ve substratla daha
uyumlu hale gelir. Yani enzim, substratin baglanmasiyla aktif bolgesinde sekil
degistirir ve bu sekilde, substratla daha etkin bir sekilde etkilesir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra, enzim eski haline geri doner ve substratla olan

baglantisi sona erer (Nelson ve Cox, 2004; Megep, 2006).
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Sekil 2.7. Enzim ile substrat arasinda Anahtar-Kilit Modeli (Goger, 2014)

2.2.1 Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (AChE; E.C.3.1.1.7), sinir ucu tizerinde biriken kimyasal
maddeleri pargalayarak bunlari uzaklastirir. Bu mekanizma, bir bakima ortami
temizler ve sinir iletimi igin gerekli olan alani acar. Boylece, elektron tasiyicilarinin
engellenmeden islevini siirdiirmesi saglanir ve sinir iletimi kesintiye ugramaz (Goger
vd. 2013)

Alzheimer hastaligi, son yillarda yayginligi artan ve noérodejeneratif bir
rahatsizlik olarak bilinen bir demans tiiriidiir. Bu hastalik, hafiza kaybi ve bilisgsel islev
bozukluklariyla karakterizedir. Beyindeki asetilkolin seviyelerinin azalmasi,
Alzheimer hastaliginin en belirgin biyokimyasal degisikliklerinden biri olarak kabul
edilmektedir (Akincioglu vd. 2013).

Alzheimer hastaligi, demansin bir tiirti olup, hafiza kaybi, algilama gii¢ligi,
konusma bozukluklari, yargilama yetisinin azalmasi, soyut diisiinme ve problem
¢ozme becerilerinde gerileme gibi belirtilerle karakterizedir (Sahin and Yazici, 2007).
Giintimiizde Alzheimer hastaligin1 tamamen ortadan kaldiran Kesin bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Mevcut tedaviler, hastaligin semptomlarini hafifletmeye yoneliktir.
Bu amagla yaygi olarak AChE inhibitorleri, 6zellikle Donepezil ve Rivastigmin
kullanilmaktadir (Go6ger vd. 2013). Ancak, yapilan arastirmalar bu ilaglarin
hepatotoksisite ve gastrointestinal rahatsizliklar gibi yan etkilere yol agabilecegini

gostermektedir. Bu sebeple, son yillarda daha giivenli ve etkili alternatif tedavi
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arayiglar1 artmig ve ozellikle dogal kaynakli AChE inhibitorleri 6n plana ¢ikmistir
(Akincioglu vd. 2013).

Aminotetralin tiirevlerinin dopaminerjik, serotonerjik ve adrenerjik sistemler
tizerinde biyolojik aktivite gosterdigi bilinmektedir (Akincioglu vd. 2013). Ayrica,
birgok herbisit ve pestisit de AChE inhibitorii olarak islev gormektedir. AChE, sinir
hiicrelerinin saglikli bir sekilde ¢alisabilmesi igin asetilkolini asetat ve koline
pargalayarak sinaptik iletisimi diizenleyen bir enzimdir. Diger birgok nérotransmitterin
aksine, asetilkolin pargalanarak uzaklastirilir; serotonin, dopamin ve norepinefrin gibi
norotransmitterler ise sinaptik bosluk tarafindan geri emilir. Hem tip alaninda hem de
tarim sektoriinde ¢esitli AChE inhibitorleri kullanilmaktadir. Ancak, bu inhibitorlerin
olast yan etkileri nedeniyle, dogal bilesiklerden elde edilen yeni ve giivenli

alternatiflere olan ilgi her gegen giin artmaktadir (Akincioglu vd. 2013).

AChE glikoprotein yapisina sahip bir enzimdir ve viicutta beyin, sinir hiicreleri,
kas dokusu ile eritrositlerde bulunur. Bu enzim, o&zellikle beyinde yiiksek
konsantrasyona sahiptir. AChE, glikoprotein oldugu igin, yapisinda N-bagh
oligosakkaritler bulunur. Bu tiir baglanma genellikle proteinin asparagin (Asn)

kalintisindaki amino gruplarina olur. Bagli olan sekerler genel olarak sunlardir;

N-asetilglukozamin
Mannoz

Galaktoz
N-asetilneuraminik asit
Fukoz

Sinaptik bosluklarda, asetilkolin molekiillerini kolin ve asetat bilesiklerine
parcalayarak, sinir u¢larinda biriken kimyasal bilesenlerin temizlenmesinde rol oynar
(Glilgin vd. 2019). Asetilkolinesteraz (AChE), dogal bir norotransmitter olan
asetilkolini (ACh) hizla asetik asit ve koline donistiirerek ya da hidrolize ederek
etkisini sonlandirir. AChE'nin ana islevi, asetilkolinin sinapslar arasindaki yayilmasini
ve yakinlardaki reseptorleri uyarma etkisini engelleyerek noéronal iletimi ve
sinyallemeyi sonlandirmaktir. Ayrica, AChE, organofosfatlar gibi bilesikler tarafindan
inhibe edilebilir ve bu 6zellik, pestisitler ve sinir ajanlari i¢in 6nemli bir hedef haline
getirir (McHardy vd. 2017; Halis, 2021).
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Sekil 2.8. Asetilkolinesteraz Enzimi kataliz mekanizmasi (Izol, 2023)

AChE, norotransmitter asetilkolini hidrolize ederek, sinaptik iletimin
sonlanmasini saglayan bir enzimdir. AChE’nin biyolojik aktiviteleri, merkezi sinir
sistemi (CNS), néromiiskiiler kavsaklar ve diger birgok biyolojik siiregte 6nemli roller

oynamaktadir (Massoulie vd. 1993).

AChE inhibitorleri, AChE enzimini inhibe ederek, asetilkolinin sinaptik
bosluklarda birikmesini ve noérotransmitterin etkinliginin uzun siire devam etmesini
saglar. Bu, 6zellikle norolojik hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir tedavi stratejisidir.
AChE inhibitorleri, Alzheimer hastaligi, myastenia gravis gibi hastaliklarin

tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Cummings, 2004).

2.2.2. Biitirilkolinesteraz (BChE)

Biitirilkolinesteraz (BChE; EC 3.1.1.8), aym1 zamanda psédokolinesteraz
olarak bilinen bir enzimdir. Kolinesteraz ailesinin bir iiyesi olan bu enzim, esas olarak
karaciger ve diger bazi dokularda iiretilir. En temel islevi, sinir sisteminde kritik rol
oynayan bazi kimyasal bilesiklerin (asetilkolin ve butirilkolin gibi) par¢alanmasini
saglayarak norolojik islevlerin diizenlenmesidir. Bu sayede, sinir hiicreleri arasindaki
iletisim uygun bir sekilde sonlandirilir ve noérotransmitterlerin asir1  birikmesi
engellenir. Ayrica, organofosfatlar gibi toksik bilesiklere karsi viicuda koruma
saglama islevi de vardir. Bazi ilaglar, sinirsel iletimi etkileyerek belirli terapétik etkiler
yaratmak amaciyla bu enzimleri hedef alir. Ornegin, kolinesteraz inhibitdrleri,
Alzheimer hastaligi gibi norolojik bozukluklarin tedavisinde kullanilir. Bu ilaglar,
BChE'nin etkinligini engelleyerek asetilkolin seviyelerinin artmasin1 saglar. Artan
asetilkolin, sinirsel iletimin daha verimli bir sekilde ger¢eklesmesine yardimci olur ve
boylece Alzheimer hastaligi gibi durumlarda bilissel islevlerin iyilesmesine katki
saglar (Massoulie vd. 1993)
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BChE, karmasik yapili, dort alt birimden olusan (tetramerik) bir glikoproteindir
ve yaklasik 342 kDa’dir. Bu enzim, viicudumuzun gesitli dokularinda, 6zellikle beyin,
kalp, Kkaslar, akcigerler, ince bagirsak ve yag dokusunda bulunur (Barta vd. 2001).
BChE, plazmada ve ¢esitli dokularda bulunan bir serin esterazdir ve karaciger bu
enzimin baslica tiretim yeridir. Karacigerde sentezlendikten sonra kana salinir ve
plazmada bulunur. Ayrica BChE, pankreas ve bazi diger dokularda da daha diisiik

seviyelerde sentezlenebilir (Furtado-Alle vd. 2023).

BChE'nin temel islevi, biitirilkolini biitirat ve kolin'e par¢alamaktir. Ancak, bu
enzimin fonksiyonlar1 bununla siirh degildir. Asetilkolini de hidrolize edebildigi ve
toksik maddeleri etkisiz hale getirme (detoksifikasyon) kapasitesine sahip oldugu da
bilinmektedir (Masson vd. 2010)

BChE ve AChE, kolinerjik sistemin diizenlenmesinde birlikte rol oynayan iki
onemli enzimdir. Kolinerjik sistem, sinir iletiminde 6nemli bir rol oynar. Her iki enzim
de bu sistemin dengelenmesinde kritik 6neme sahip olsa da, AChE'nin rolii daha
detayli bir sekilde aragtiritlmis ve anlasilmistir. BChE'nin islevleri ise hala tam olarak

aydinlatilamamigtir (Saxena vd.2025).

AChE ve BChE enzimleri, yap1 olarak birbirine ¢ok benzerler, Bu benzerlik,
her iki enzimi hedefleyen ilag gelistirme ¢alismalarinda zorluk teskil etmektedir. Bu
benzerlik, her iki enzimi de inhibe etmeyi amaglayan ilaglarin gelistirilmesinde
spesifiklik sorunlarina yol agar, ¢linkii genellikle her iki enzimi de etkileyebilecek

ilaglar, tedaviye dair istenmeyen yan etkiler yaratabilir (Giilgin vd. 2020).

BChE, esas olarak asetilkolin ve butirilkolin gibi nérotransmitterleri hidrolize
eder. Bu siireg, sinir hiicresindeki uyarilarin sona ermesini ve nérolojik yanitlarin
diizgiin bir sekilde diizenlenmesini saglar. Ozellikle, sinir hiicrelerinin birbirine ilettigi
elektriksel sinyallerin sonlanmasi i¢in bu norotransmitterlerin hizlica yikilmasi
onemlidir. Aksi takdirde, sinirsel iletim asir1 uyar1 ve kontrolsiiz bir sekilde devam
eder ve bu durum noérolojik bozukluklara, kas spazmlarina veya felg gibi ciddi
sorunlara yol agabilir (Gibbs vd. 2013; Soreq and Seidman, 2001; Lockridge, 2004).
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BChE, AChE ile birlikte merkezi sinir sisteminde 6nemli roller iistlenen bir
enzimdir. BChE, ozellikle Alzheimer hastaliginin ilerleyen evrelerinde AChE’den
daha aktif hale gelerek, asetilkolin diizeylerinin korunmasinda Kritik bir rol oynar
(Greig vd. 2002). Bu nedenle, BChE inhibitorleri, norodejeneratif hastaliklarin

tedavisinde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.

AChE inhibitorleri genellikle erken evre Alzheimer hastaliginda daha etkili
olurken, BChE inhibitorleri hastaligin ilerleyen asamalarinda daha aktif hale gelir. Bu
nedenle, kombine AChE ve BChE inhibitorleri daha kapsamli bir tedavi yaklasimi
sunabilir (Darvesh vd. 2003).

2.2.3. a-Glikozidaz

Insanlarin yasam tarzindaki degisikliklerle birlikte diyabet, kanser, kalp damar
hastaliklar1 ve beyin damar hastaliklar1 gibi saglik sorunlari giderek daha yaygin hale
gelmis ve bu durum, insan sagligi tizerinde ciddi tehditler olusturmustur. Agiz yoluyla
alinan ilaglardan biri olan a-glikozidaz inhibitorleri, bu hastaliklarin 6nlenmesi ve
yonetilmesinde etkili oldugu kanitlanmigtir. Bu baglamda, daha giivenli ve etkili o-
Glikozidaz inhibitor peptitlerinin kesfi, a-glikozidaz ile bu inhibitér peptitler
arasindaki etkilesim mekanizmasin1i anlamak agisindan olduk¢a ©Onemli hale
gelmektedir. o-Glikozidaz inhibitér peptitlerinin, ince bagirsak mukozasinda o-
Glikozidaz aktivitesini inhibe ederek ana etki mekanizmalarini gergeklestirdigini
gostermektedir (Li vd. 2023; Chen vd. 2020; Wang vd. 2024; Zhang vd. 2025).

Biyoaktif peptitler, esas olarak oligosakkaritler ve enzimlerle baglanarak
rekabetgi inhibisyon olusturur. Bu peptitler, enzimin katalitik bolgesindeki amino
asitleri, hidrofobik etkiler, hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetleri araciligiyla
modiile ederek, enzimin katalitik aktivitesini engeller ve boylece glikoz alimini azaltir
(Karimi vd. 2020).
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Sekil 2.9. a-glikozidaz inhibitdrlerinin etki prensibi AG: a-glikozidaz AGI: a-
glikozidaz inhibitori (Prasad Patil vd. 2015)

Sekil 2. 10’da verilen gorsel gosteriyor Ki; a a—glikozidaz normal sartlarda,
karbonhidratlar1 pargalayarak glukoza doniistiiriir ve bdylece karbonhidratlarin
sindirimi ve emilimi gerceklestirirken, b a—glikozidaz inhibitorii (AGI), enzimin
aktivitesini engeller veya azaltir. Bu durumda karbonhidratlarin par¢alanmasi yavaslar
veya durur, bu da glukoz emiliminin azalmasina ve kan sekeri seviyelerinin kontroliine

yardimei olur (Prasad Patil vd. 2015).

Diyabet, kandaki glukoz seviyelerinin anormal derecede yiikseldigi ve bu
durumun metabolizmay1 olumsuz etkileyerek cesitli saglik sorunlarina yol agtig bir
hastaliktir. Gliniimiizde en yaygin goriilen hastaliklardan biri olan diyabetin temelinde
kandaki

Hiperglisemi, kan glukoz miktarinin yiikselmesinin ardindan mitokondrilerde reaktif

hiperglisemi yatmaktadir; yani seker oraninin yiikselmesi durumu.
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini tetikleyerek hiicresel diizeyde oksidatif stresin
ortaya ¢ikmasma neden olur. Bu da mitokondriyal islev bozukluklarina yol agar.
Oksidan maddeler ve oksidatif stres, diyabetin gelisiminde 6nemli rol oynayan

faktorler arasinda yer almaktadir (Brownlee, 2001; Baynes and Thorpe, 1999).

Kandaki karbonhidrat konsantrasyonunun artisini 6nlemek amaciyla, o-
glikozidaz ve o-amilaz enzimlerinin aktivitelerinin azalmasi gerekmektedir. Bu
sebeple, diyabet tedavisinde bu enzimlerin inhibe edilmesi, hastaligin kontrol altina

alinmasinda etkili bir yontem olarak uygulanmaktadir. Bu tedavi yaklagimi, hem
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diyabetin hem de hipergliseminin yonetilmesinde énemli bir rol oynamaktadir (izol ve
Yapici, 2023; Giilgin vd. 2019).

Glikozidazlar, karbonhidratlarin sindiriminde 6énemli rol oynayan enzimlerdir.
a-Glikozidaz ve B-Glikozidaz gibi enzimler, kompleks karbonhidratlar1 ve
disakkaritleri glikoz gibi basit sekerlere parcalayarak kan sekerinin yiikselmesine
neden olur. Glikozidaz inhibitorleri ise bu enzimleri inhibe ederek karbonhidratlarin
sindirimini yavaslatir ve postprandiyal (yemek sonrasi) hiperglisemiyi kontrol altina
alir (Van de Laar, 2008).

a—glikozidaz inhibitorleri, ince bagirsakta bulunan o-—glikozidaz enzimini
inhibe ederek karbonhidratlarin emilimini geciktirir. Bu sayede, o6zellikle diyabet

hastalarinda kan sekeri kontroliine yardimer olur.

2.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik Bilesikler, bitkilerde dogal olarak bulunan ve genis bir biyolojik
aktivite yelpazesine sahip bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkilerin savunma
mekanizmalarina yardimci olurlar ve ayn1 zamanda antioksidan o6zellikleri ile saglik
tizerinde olumlu etkilere sahiptirler. Fenolik bilesikler, iki ana grupta incelenebilir:
flavonoidler ve non-flavonoidler. Flavonoidler, bitkilerde bolca bulunan ve saglik
acisindan pek ¢ok yarar saglayan bilesiklerdir. Non-flavonoidler arasinda ise fenolik
asitler, stilbenler, lignanlar ve tanenler gibi molekiiller bulunur (Shahidi and
Ambigaipalan, 2015).

Fenolik bilesikler, yapilarinda bir veya daha fazla hidroksil (-OH) grubu
tasiyan aromatik halkalar iceren organik molekiillerdir. Bitkiler tarafindan ikincil
metabolitler olarak {iretilirler ve gii¢lii antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve
antikanser ozelliklere sahip olduklar1 bilinmektedir (Manach vd. 2004). Bu bilesikler,
bitkilerin kendilerini gevresel tehditlere kars1 koruma mekanizmasinin bir pargasidir.
Ultraviyole 1sinlar, patojen saldirilar1 ve gesitli gevresel stres faktorlerine karsi

bitkilerde savunma amaciyla sentezlenirler (Cheynier, 2012).

22



2.3.1. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi

Fenolik bilesikler, sahip olduklar1 yapisal ozelliklere gore farkli gruplara
ayrilmaktadir: Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan, bir veya daha fazla
hidroksil grubuna sahip aromatik halkalardan olusan sekonder metabolitlerdir. Bu

bilesikler, yapisal 6zelliklerine gore ¢esitli alt gruplara ayrilir:

Basit fenoller; fenol, katekol ve hidrokinon gibi temel yap1 taslarindan olusur.
Bu bilesikler bir¢ok bitkide dogal olarak bulunur ve o6zellikle antioksidan ve

antibakteriyel 6zellikleri ile bilinir (Balasundram vd. 2006).
Fenolik asitler; iki ana tiire ayrilir:

o Hidroksibenzoik Asit Tiirevleri: Gallik asit, vanilik asit ve protokatekuik asit
gibi bilesikleri igerir.

o Hidroksisinamik Asit Tiirevleri: Kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asit bu
gruba dahildir. Bu bilesikler, 6zellikle meyveler, sebzeler ve tahillarda yaygin

olarak bulunmakta olup, giiclii antioksidan etkiler gostermektedir (Shahidi and
Naczk, 2004).

« Flavonoidler, dogada en yaygin bulunan fenolik bilesikler arasinda yer alir ve

cesitli alt siniflara ayrilir.

Bunlar arasinda flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavonlar, antosiyaninler

ve flavanoller bulunur;

Flavonlar: Flavonoid grubunun énemli bir alt sinifidir. Bitkilerde sar1 renk
olusumunda rol oynayan flavonlar, ¢evresel streslere karsi koruyucu gorev iistlenen
sekonder metabolitlerdir. Tlk olarak 1930’lu yillarda “vitamin P" olarak
adlandirilmiglardir. Gliniimiizde ise antioksidan, antienflamatuar ve kardiyoprotektif
etkileri nedeniyle genis c¢apta arastirilmaktadir (Harborne and Williams, 2000).
Flavonlar, teme Flavonlar, temel olarak 2-fenilkromen-4-on iskeletine sahiptir ve Ce-
C3-Ce karbon iskeleti gosterir. Iki aromatik halka (A ve B) ile bir heterosiklik C halkas:
icerir. Apigenin, luteolin, chrysin ve baicalein bu gruba dahil olan temel
flavonlardandir (Panche vd. 2016).
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Flavonoller: Flavonoller, flavonoidlerin 6nemli bir alt grubudur ve bitkilerde
yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerdir. Giiglii antioksidan 6zelliklerinin yani sira,
UV korumasi, patojenlere karsi direng ve insan sagligi iizerindeki olumlu etkileri
nedeniyle dikkat ¢ekmektedirler. Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve
sekonder metabolitler arasinda yer alan fenolik bilesiklerdir. Flavonoller, bu grubun
en yaygin Ve en fazla arastiritlmig alt siniflarindan biridir. Hem bitki gelisimi hem de
insan saglhigir agisindan onemli biyolojik islevlere sahiptirler (Kumar and Pandey,
2013).

Flavanonlar: Flavanonlar, flavonoidlerin temel alt siiflarindan biridir ve
bircok bitkisel gidada dogal olarak bulunur. Karakteristik kimyasal yapilari,
biyosentez yollar1 ve 6nemli biyolojik aktiviteleri sayesinde hem bitki fizyolojisinde
hem de insan saglhiginda énemli roller tstlenirler. Flavonoidler, bitkilerde sekonder
metabolit olarak bulunan ve o6zellikle gevresel streslere karsi koruyucu gorevler
tistlenen polifenolik bilesiklerdir. Flavanonlar ise bu grupta flavon ve flavonollere gére
daha doymus bir yapiya sahip olan bilesiklerdir ve turunggiller gibi meyvelerde bolca
bulunur (Ross and Kasum, 2002).

Izoflavonlar: izoflavonlar, flavonoid smifina ait, 6zellikle baklagillerde yogun
olarak bulunan fenolik bilesiklerdir. Fitodstrojenik yapilar1 sayesinde hem bitki hem
de insan saglig1 agisindan 6nemli biyolojik etkilere sahiptirler. izoflavonlar, 6zellikle
baklagiller (Fabaceae) ailesine ait bitkilerde bulunan, flavonoid tiirevi bilesiklerdir.
Fitoostrojen olarak gorev yapabilmeleri, yani insan viicudundaki Gstrojen
reseptorlerine baglanarak hormon benzeri etki gosterebilmeleri, bu bilesiklere olan
ilgiyi artirmistir (Messina, 1999).

Antosiyaninler: Antosiyaninler, flavonoid smifina ait suya ¢oziiniir
pigmentlerdir ve bitkilere kirmizi, mor ve mavi renkleri kazandirirlar. Ayn1 zamanda
antioksidan ozellikleri ve potansiyel saglik faydalari nedeniyle hem bitki hem de insan
biyolojisi agisindan 6nemlidirler. Antosiyaninler, 6zellikle meyve, sebze, cicek ve
yaprak gibi bitki kisimlarinda renk verici bilesikler olarak bulunurlar. Bu renklenme,
hayvanlar1 cezbetmek (tozlagsma, tohum yayma) ve cevresel streslere karsi koruma

saglamak gibi 6nemli biyolojik islevlere sahiptir (Gould vd. 2009).
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Lignanlar: Ozellikle keten tohumu ve susam gibi bitkilerde bulunan lignanlar,
Ostrojen benzeri etkilere sahiptir. Antioksidan ozellikleri sayesinde kanser riskini
azaltic1 etkileri oldugu bilinmektedir (Adlercreutz, 2007).

Stilbenler: Bu grubun en bilinen bilesigi resveratroldiir. Kirmiz1 sarap, iizim
kabugu ve findik gibi besinlerde bulunur. Ozellikle kalp sagligmi destekleyici etkileri
ile bilinmektedir (Burns vd. 2002). Bilindigi tizere fenolik bilesiklerin insan sagligi
tizerine olumlu etkileri bulunmaktadir (Giil¢in, 2012). Fenolik bilesikler, serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek hiicre hasarim1 Onler. Bu o6zellikleri sayesinde
yaglanma siirecini yavaslattiklar1 ve g¢esitli kronik hastaliklara karsi koruma
sagladiklar1 belirlenmistir (Rice-Evans vd. 1997).

2.3.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, viicudun gevresel ve diger streslere tepki olarak iirettigi
“kararsiz radikal molekiiller” olarak nitelendirilen serbest radikallerin hiicrelere
verdigi zarar1 Onleyebilen ve yavaslatabilen bilesiklerdir. Antioksidanlarin, serbest
radikallere karsi bir nevi savas¢i oldugu soylenebilir.  Antioksidanlar, serbest
radikallerle etkilesime girerek hiicre hasarin1 6nleyen ve viicudu oksidatif strese karsi
koruyan bilesiklerdir. Serbest radikallerin hiicresel yapilar1 bozarak yaslanma siirecini
hizlandirdig1r ve cesitli hastaliklarin gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir.
Antioksidanlarin, bu zararli etkileri azaltarak hiicrelerin biitiinligiinii korudugu ve

yaslanmay1 geciktirdigi ifade edilmistir (Giil¢in, 2020; Pizzino vd. 2017).

Antioksidanlar dogal olabilecegi gibi yapay da olabilir. Bitkisel besinlerin
antioksidan agisindan daha zengin oldugu bilinir. Viicut tarafindan {retilen
antioksidanlara endojen, disaridan aldiklarimiza eksojen antioksidan denir. Viicutta
serbest radikallerin artmasma neden olan bazi etmenler bulunur. I¢ kaynakli
sebeplerden biri iltihaplanmadir. Dis sebepler arasinda gevre kirliligi, ultraviyole
isinlarina maruz kalma, sigara dumani sayilabilir. Serbest radikallerin yarattigi
oksidatif stres; kalp krizi, kanser, solunum hastaliklari, artrit, felg, immiin sistemi
hastaliklari, amfizem, Parkinson, inflamatuar ve diger iskemik hastaliklarla
baglantilidir. Antioksidanlarin, kalp hastaliklari, kanser, diyabet ve Alzheimer gibi

kronik hastaliklarin 6nlenmesine yardimci oldugu gosterilmistir. Oksidatif stresin bu
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hastaliklarin gelisiminde rol oynadigi ve antioksidanlarin bu siireci dengeleyerek
hastalik riskini azalttig1 belirtilmistir ((Halliwell and Gutteridge, 2015; Apak vd. 2004;
Izol, 2025). Antioksidanlarin, bu serbest radikalleri notralize etmeye yardimei olarak
genel saghga fayda sagladigi bilinir (Apak vd. 2004). Bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi agisindan da antioksidanlar 6nemli bir rol oynar. Enfeksiyonlara karsi
viicudun savunmasini artirdigi ve bagisiklik sisteminin daha etkili calismasina katkida
bulundugu rapor edilmistir (Gombart vd. 2020). Ayrica, antioksidanlarin cilt saghigi
tizerindeki olumlu etkileri de dikkat ¢ekicidir. Cevresel faktorlerin ve UV 1smlarinin
cilt hiicrelerine verdigi zarar1 azaltarak cilt yaslanmasini geciktirdigi ve genel cilt
sagligini destekledigi ifade edilmistir (Poljsak vd. 2011).

2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, viicutta metabolik siire¢ler sirasinda olusan ve hiicrelere
zarar verebilecek reaktif oksijen tiirleri (ROS) ya da reaktif azot tiirleri (RNS) olarak
bilinen molekiillerdir. Bu radikaller, hiicre DNA’sina, proteinlere ve lipidlere zarar
vererek hiicresel yaslanma, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bircok saglik

sorununa yol agabilir (Molan, 2001).

ROS, viicudumuzda ¢esitli savunma mekanizmalar1 tarafindan kontrol altinda
tutulmaktadir. Bu mekanizmalar arasinda siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi spesifik
enzim sistemleri ile irik asit ve tokoferol gibi suda ve lipitte ¢6ziinebilen, protein

yapisinda olmayan bazi bilesikler yer almaktadir (Lichtenthaler vd. 2003).

Bununla birlikte, serbest radikallerin kaynagi yalnizca hiicresel metabolizma
sirasinda oksijen kullanilarak gerceklesen reaksiyonlarla sinirli degildir. Sigara ve
alkol tiiketimi, asir1 yagl gidalarla beslenme, uzun siire giines 1s18ina maruz kalma,
hava kirliligi ve endiistriyel kimyasallar gibi gesitli gevresel faktorler de serbest
radikallerin asir1 miktarda iiretilmesine yol agmaktadir. Ayrica yaslanma siirecinde

serbest radikallerin neden oldugu zararlarin énemli bir rol oynadigi bilinmektedir.

Bunlarin yani sira, serbest radikallerin kalp-damar hastaliklari, akciger ve
karaciger rahatsizliklari ile kanser de dahil olmak tizere yaklasik ¢ok gesitli hastaligin
olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir (Bjelakovi¢ vd. 2007; Herbert, 1997;
Giilgin, 2002).
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Antioksidanlar1 daha iyi anlayabilmek i¢in Once serbest radikallerin ne
olduguna dair bir temel bilgiye sahip olmak gereklidir. Serbest radikaller, tizerinde
eslesmemis bir elektrona sahip olan, aktif ve dengesiz atom, iyon veya molekiillerdir.
Bu kararsiz yapilar, dengenin saglanmasi igin eksik olan elektronu almak iizere baska
molekiillerle etkilesime girerler. Genellikle serbest radikaller, kimyasal formiillerinin
sag ust kosesine bir nokta ile gosterilirler. Bu bilesiklerin en 6nemli 6zelligi, kisa
Oomiirlii ve kararsiz olmalarina ragmen, yiiksek reaktivite gostererek diger molekiillere
saldirarak onlar1 da serbest radikal haline getirmeleridir. Bu siireg, hiicre ve dokularda
zarara yol agarak birgok saglik sorununa, ozellikle oksidatif stres ve bununla baglantili
hastaliklarin gelismesine neden olur. Bu nedenle serbest radikaller, "oksidan
molekiiller" olarak da adlandirilmaktadir (Giilgin, 2020).

2.4.1. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari
1. Endojen (i¢sel) Kaynaklar

Elektron tasima zinciri sirasinda oksijenin tam olarak indirgenememesi sonucu,
ozellikle siiperoksit anyonu (O:*) gibi serbest radikaller olusur. Bu fizyolojik siireg,
viicutta serbest radikal iiretiminin ana kaynagidir. Bununla birlikte Enzimatik
Reaksiyonlar da Serbest radikal olusumuna etki eder. Ornegin; NADPH oksidaz,
Ksantin oksidaz, Sitokrom P450 enzimleri 6zellikle inflamasyon sirasinda daha ¢ok
aktive olur ve Serbest radikal konsantrasyonun artmasina sebep olur. Fagositik Hiicre
Aktivitesi (Savunma Yanit1) sirasinda, Makrofajlar ve nétrofiller, enfeksiyonlara karsi
savunma sirasinda biiyiik miktarda ROS firetir (6rn. siiperoksit, hidrojen peroksit). Bu
sirece "oksidatif patlama "denir. Bunun yaninda, lipid peroksidasyonu sirasinda
serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitlerinden hidrojeni koparip lipid radikalleri
olusur. Peroksizomlar H2O: iiretimi olurken, endoplazmik retikulumda da oksidatif
reaksiyonlar araciligiyla radikal olusumu gozlenir. Tiim bu belirtilen metabolizmada
gerceklesen endojen kaynakli serbest radikal olusumuna sebep olan metabolik
olaylardir (Pham-Huy vd. 2008; Chandimali vd. 2025).
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2. Ekzogen (Dissal) Kaynaklar

Iyonize radyasyon, X-isinlari, gama ismlar1 gibi iyonize radyasyon su
molekiillerini pargalayarak hidroksil radikali (OH") gibi son derece reaktif radikaller
olusturabilir. Gilinesten gelen UV isinlar1 hiicre bilesenleriyle etkileserck ROS
olusumuna neden olabilir (6zellikle cilt hiicrelerinde). Egzoz gazlari, sigara dumant,
pestisitler, agir metaller (6rnegin civa, kadmiyum), ¢evresel toksinler serbest radikal
olusumunu tetikler. ilaclar ve Yabanci Kimyasallar (Xenobiotikler) Bazi ilaglar
karacigerde metabolize edilirken ROS iiretimi artabilir (6rn. asetaminofen yiiksek
dozda). Asirt fiziksel aktivite sirasinda artan oksijen tiiketimi mitokondriyal ROS
tiretimini artirabilir. Bunlarin hepsi ekzogen kaynakli ROS iiretimine sebep olan dis
etkenler arasinda yer alir (Pham-Huy vd. 2008; Chandimali vd. 2025).

Serbest radikaller, viicut besinleri islerken ve tepki verirken hiicreler tarafindan
tiretilen atitk maddelerdir. Viicut serbest radikalleri verimli bir sekilde isleyemez ve
ortadan kaldiramazsa oksidatif stres olusur. Bu da hiicrelere ve viicut islevlerine zarar
verebilir. Serbest radikaller, ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirleri olarak bilinir.
(Shahidi, 1997; Giiglii vd 2009).

2.5. DES ve NADES

Derin Otektik Coziiciiler (DES), hidrojen bagi alicis1 (HBA) ve hidrojen bagi
vericisi (HBD) ozelliklerine sahip en az iki bilesigin belirli oranlarda karistirilmasiyla
olusturulan, ¢evre dostu alternatif ¢oziicii sistemleridir. Bu c¢oziiciiler, bilesenler
arasindaki giiglii hidrojen baglar1 sayesinde, kimyasal reaksiyon gerektirmeksizin
kararli sivi faz olustururlar. Genellikle basit karistirma yoluyla elde edilen bu
sistemler, ¢cogu zaman ilave saflastirma islemleri gerektirmez (Hansen vd. 2021;
Ptotka-Wasylka vd. 2020).

DES’ler, diisiik uguculuk, ayarlanabilir polarite, diisiik buhar basinci ve yiiksek
termal stabilite gibi 6zellikleriyle dikkat ¢eker. Bu avantajlar, onlar1 toksik ve maliyetli
iyonik sivilara karsi siirdiirtilebilir bir alternatif haline getirmektedir (Xu vd., 2015).
Ayrica, yesil kimya yaklasimlarina uyumlar1 ve biyolojik sistemlerle olan yiiksek
etkilesim kapasiteleri nedeniyle biyolojik ekstraksiyonlar gibi ¢evre dostu

uygulamalarda tercih edilmektedir (Monti vd. 2021).
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Tablo 2.1. DES olusumunda H bagi alan ve veren bazi maddeler (Abbott, 2003)

e  Asitler (HO2C-Ry); Oksalik asit (HO,CCO-H);

Hidrojen Bag Donérleri Malonikasit (HO;CCH,CO,H); Laktik asit; Malik asit

N Nikotinik asit
(H vericileri)
e Amidler(H,N-C=0-R;); Ure (NH,CONHp). Tiyoiire
(NH2CSNHy)
e Alkoller (HO-R3); Gliserin (C3HgO3); Etilen glikol
(C2H602)

Hidrojen Bag Akseptorleri e Kolin klorir, Beatin, Glisin, Alanin, Histidin

(H ahcilar)

Bazi1 DES sistemleri tamamen dogal kokenli bilesenlerden olusturulabilir. Bu
tiir sistemler "Dogal Derin Otektik Coziiciiler" (NADES) olarak adlandirilmakta olup;
organik asitler, sekerler, polioller, aminler ve aminoasitler gibi dogal metabolitlerin bir
araya getirilmesiyle hazirlanmaktadir (Choi vd. 2011; Dai vd. 2013). NADES’ler,
bitki ve hayvan organizmalarinda yaygin bulunan bilesenlerle {iretilebildiginden
dolay1 hem biyolojik uyumluluga sahiptir hem de biyobozunurluk agisindan avantaj
saglar. Diisiik erime noktalari sayesinde bu ¢oziiciiler genellikle oda sicakliginda sivi
halde bulunabilir (Abbott vd. 2004; Kutlu vd. 2021).

DES'ler genis bir uygulama yelpazesine sahiptir ve biyodizel iiretimi, aromatik
hidrokarbonlarin ayristirilmasi, gaz aritimi, biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu ve
metal iyonlarinin ¢6ziiniirligliniin artirtlmasi gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir

(Tang vd 2015). DES'lerin diger 6nemli kullanim alanlar1 sunlardir:

e Nanopartikiillerin stabilizasyonu (Igbal vd. 2020)

e Polifenollerin ekstraksiyonu (Barbieri vd. 2020)

e (Cevresel kirleticilerin giderilmesi ve azeotrop ayrimi (Kussainova and Shah, 2020;
Pena-Pereira and Namies$nik, 2014; Shi vd. 2020)

e Biyotoksik metal tespiti (da Silva vd. 2020; Perna vd. 2020)

e Metal isleme ve biyodizelin saflastirilmasi (Smith vd. 2014)

e Polar organometalik kimya ve biyokataliz uygulamalar: (Perna vd. 2020)

e Bilesiklerin izolasyonu ve fraksiyonlanmasi (Tan vd 2018; Wang vd. 2017; Zhou
vd. 2018; Zuo vd. 2018; Chen vd. 2020; Hong vd. 2020)
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e Kapsiilleme islemlerinin kolaylastirilmas: (Mano vd. 2015, 2017; Di Pietro vd.
2019).

Biitiin bu sebeplerden dolay1, DES’ler, 6zellikle biyokataliz, organik sentez ve
elektrokimyasal siireglerde kullanilmaktadir (Smith vd. 2014; Gurkan vd. 2019;
Svigelj vd. 2021). Geleneksel ¢oziiciilere kiyasla daha diisiikk toksisiteye ve daha
yiiksek ¢evresel uyumluluga sahip olmalari, yesil kimyanin temel ¢oziiciileri arasinda

yer almalarin1 saglamaktadir (Svigelj vd. 2021).

2.5.1. Dogal Derin Otektik Céziiciiler (NADES)

Son yillarda siirdiiriilebilir ¢oziicii sistemlerine olan ilgi artmis ve dogal derin
otektik ¢oziiciiler (NADES) bu baglamda 6ne ¢ikan bir aragtirma alani haline gelmistir.
NADES’ler, dogada yaygin olarak bulunan sekerler, organik asitler, amino asitler ve
alkoller gibi bilesiklerin belirli oranlarda bir araya getirilmesiyle elde edilir. Bu
¢oziiciiler, toksik olmayan yapilari, biyobozunurluk o6zellikleri ve genis ¢6ziiniirliik
yelpazesi sayesinde geleneksel organik ¢oziiciilere ¢evre dostu bir alternatif
sunmaktadir (Paiva vd. 2014).

2.5.2. Bitkisel Ekstraksiyon Uygulamalari

NADES sistemleri, dzellikle fenolik bilesikler, flavonoidler ve alkaloidler gibi
bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerin ekstraksiyonunda yaygin bigimde
kullanilmaktadir. Dai ve arkadaslarinin (2013) yaptigi ¢alisma, geleneksel ¢oziiciilere
kiyasla NADES sistemlerinin fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimini artirdigini ve
elde edilen ekstraktlarin antioksidan o6zelliklerini daha iyi korudugunu ortaya
koymustur. Zainal-Abidin ve ekibi (2017) ise Curcuma longa bitkisinden NADES
kullanilarak elde edilen kurkuminin hem verim hem de c¢evresel siirdiiriilebilirlik

acisindan basarili sonuglar verdigini bildirmistir.

Bu ¢oziiciiler, yiiksek polariteleri sayesinde hem organik hem de inorganik
birgok bilesigi ¢ozebilme kapasitesine sahiptir. Tamamen dogal bilesenlerden
olusmalar1 dolayisiyla diisiik maliyetli, biyobozunur, ugucu olmayan, yanici olmayan

ve ¢evreyle uyumlu ¢oziiciiler olarak 6ne ¢ikmaktadirlar (Liu vd. 2018).

30



NADES sistemleri ii¢ temel yontemle hazirlanabilir:

1. Dondurarak kurutma
2. Vakumla buharlastirma

3. Isitma ve karigtirma (Meneses vd. 2019)

Abbott ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda yapilan ¢alismada, DES
sistemlerinin olusumuna iliskin ¢esitli siniflamalar yapilmis ve bu ¢oziiciilerin yapisal
ozelliklerine gore kategorilere ayrildigi belirtilmistir. S6z konusu siniflandirmalara

iligskin 6zet bilgiler Tablo 2.1°de sunulmaktadir.
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UCUNCU BOLUM

3. MATERYAL ve YONTEM

Bu boliimde, tez kapsaminda kullanilan kimyasallar, laboratuvar cihazlar ve
analiz ekipmanlarinin yani sira; enzim inhibisyonu ¢alismalari ile antioksidan kapasite
analizlerinde kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanis siiregleri detaylandirilmistir. Ayrica, bu
analizlerde uygulanan yontemlerin temel ilkeleri ve ¢alisma prensipleri, alt basliklar

altinda sistematik bir bi¢imde agiklanmustir.
3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma-
Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir. Kullanilan baslica kimyasallar arasinda
¢oziiciilerden aseton, etanol ve metanol; derin otektik ¢oziicii (DES) hazirlamak
amaciyla kullanilan kolin klortir, glikoz ve sitrik asit yer almaktadir. Ayrica, enzim
inhibisyon analizlerinde asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE)
enzimleri, 5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), BHA, BHT, a-tokoferol,
trolox, 4-Nitrophenyl p-D-glucopyranoside, asetiltiyokolin iyodat (AChl) ve
biitiriltiyokolin iyodat (BChl) kullanilmastir.

Antioksidan aktivite analizlerinde ise 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit) (ABTS), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH-) radikali, neokuprin (2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin), trikloroasetik asit (TCA), potasyum ferrisiyaniir
(KsFe(CN)s), bakir(Il) kloriir (CuClz), amonyum asetat (CH:COONHS.) gibi
reaktiflerin yani sira; karsilagtirmali analizlerde antioksidan referans bilesik olarak
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), a-tokoferol ve

trolox kullanilmustir.
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3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.1°de arastirma siiresince yararlanilan cihaz ve aletler, markalar ile

birlikte verilmistir.

Tablo 3.1. Arastirma Siiresince Yararlanilan Cihaz ve Aletler

Cihaz Marka

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, UV-1208
Derin dondurucular (-30 ve -86°C) | Sanyo, Japan

pH metre Thermo

Hassas terazi Denver Instrument
Inkiibator Wiseven

Otomatik pipetler Eppendorf ve Socorex
Calkalayici Niive SL 350

Vorteks Fisons, Whirlimixer
Saf su cihazi Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Magnetik karistirici Jeio Tech

LC-MSMS sistemi Shimadzu LCMS-8040
HPLC Shimadzu Prominence
Otomatik pipet Eppendorf ve Socorex
Etliv Memmert UNS5
Ultrasonic Banyo Niive

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamis Yontemleri

Bu boliimde, ¢aligmada kullanilan kimyasal ¢ozeltilerin hazirlanig yontemleri,
kullanim amaglart ve uygulandiklar1 deneysel protokoller detaylandirilarak alt
basliklar halinde sunulmustur. Calismada beyaz balin farkli ¢oziiciilerdeki formlarinin
enzim inhibisyon potansiyelleri degerlendirilmistir. Bu kapsamda asagidaki ¢ozeltiler

hazirlanmis ve analizlerde kullanilmistir:
e Beyaz bal-etanol ¢ozeltisi: 11 mg bal, 1,1 mL etanolde ¢6ziilmiistiir.

3.1.3.1. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

o Asetilkolinesteraz (AChE) Enziminin Inhibisyon Calismalarinda
Kullanilan Cozeltiler

1. 1 M Tris-HCI Tampon Cozeltisi (pH: 8): Tris bazli tampon ¢ozeltisinin
hazirlanmasi i¢in 30,27 g Tris baz1 hassas terazide tartilmig ve 200 mL distile
su igerisinde, 5 mM olacak sekilde 0,370 g EDTA ile birlikte ¢oziilmiistiir.
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Cozeltinin pH degeri pH metre ile 8.00°¢ ayarlanmig ve ardindan toplam hacim
distile su ile 250 mL’ye tamamlanmustir.

10 mM Asetilkolintiyoiyodat Cozeltisi: 0,145 g asetilkolintiyoiyodat hassas
terazide tartilarak 50 mL distile su i¢inde ¢oziilmiis ve kullanilmaya hazir hale
getirilmistir.

10 mM DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit)) Cozeltisi: DTNB
¢ozeltisi i¢in 0,01 g DTNB ile birlikte 0,5 g sodyum sitrat tartilmis, ardindan
bu bilesikler 50 mL distile suda ¢oziindiiriilerek kullanima uygun hale

getirilmistir.

Biitirilkolinesteraz (BChE) Enziminin Inhibisyon Cahsmalarinda

Kullanilan Cozeltiler

1.

50 mM Fosfat Tamponu (pH: 8): Disodyum fosfat (Na2HPO.) ¢ozeltisi
hazirlamak ig¢in 1,7745 g madde tartilarak 200 mL distile suda ¢6ziilmis, pH
degeri pH metre yardimiyla 8.00’e ayarlanmistir. Son hacim distile su ile 250
mL’ye tamamlanarak tampon ¢6zelti hazirlanmistir.

0,5 mM Biitirilkolin Iyodat Cozeltisi: Biitirilkolin iyodat ¢dzeltisi i¢in 0,008 g
madde tartilmis ve 50 mL distile su igerisinde ¢oziilerek stok ¢ozelti elde
edilmistir.

0,35 mM DTNB Cozeltisi: 7 mg DTNB, hassas terazide tartilmig ve 50 mL
distile su icerisinde tamamen c¢oziilerek analizlerde kullanilmak {izere

hazirlanmustir.

a-Glikozidaz Enziminin Inhibisyon Cahsmalarinda Kullanilan Cozeltiler

Sodyum Fosfat Tamponu (Aktivite 6lgmesi i¢in, 0,1 M): 5,99 g sodyum fosfat
tartildi1 ve 450 mL distile su i¢erisinde ¢6ziindii. pH’s1 6,9’a ayarlandiktan sonra
son hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Nitrophenyl B-D-glucopyranoside substrat c¢ozeltisinin  hazirlanmas: (5
mM’lik): 37,6 mg ilgili substrattan tartilip 0,1 M’lik 25 mL fosfat tamponundan

¢oziilerek hazirland1 enzimlerin altina gidecek
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3.1.4. Antioksidan ve Radikal Giderme Cahsmalarinda Kullanilan Cozeltiler

Bu alt boliimde, antioksidan kapasite tayininde kullanilan kimyasal ¢6zeltilerin

hazirlanis yontemleri ve kullanilan bilesenler detaylandirilmastir.

3.1.4.1. Fe* - Fe*" Indirgeme Yontemi I¢in Kullamlan Céozeltiler:

1. 0,2 M Fosfat Tamponu (pH 6,6): Tampon ¢ozelti elde etmek i¢in 6,24 ¢
disodyum hidrojen fosfat (Na.HPO4) hassas terazide tartilmis ve yaklagik 180
mL distile su igerisinde ¢ozilindiiriilmiistiir. pH degeri, pH metre ile 6,6’ya
ayarlandiktan sonra, toplam hacim 200 mL’ye destile su ile tamamlanmustir.

2. %1 Potasyum Ferrisiyaniir (KsFe(CN)s) Cozeltisi: Bu  ¢dzeltinin
hazirlanmasinda 1,5 g potasyum ferrisiyaniir tartilarak 150 mL distile su
igerisinde ¢oziilmiis ve homojen hale getirilmistir.

3. %10 Trikloroasetik Asit (TCA) Cozeltisi: TCA gozeltisi i¢in 10 g trikloroasetik
asit tartilarak distile su iginde ¢Oziilmiis, ardindan hacim 100 mL’ye
tamamlanarak kullanima uygun hale getirilmistir.

4. %0,1 FeCls Cozeltisi: FeCls ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 85 mg FeCls tartilmis
ve 50 mL distile su icerisinde ¢oziilerek analizlerde kullanilacak sekilde

hazirlanmustir.

3.1.4.2. Kuprak (CUPRAK) Yéntemi i¢in Kullamlan Cézeltiler

Bu analizde, orneklerin indirgeme kapasitesinin belirlenmesi amaciyla
CUPRAC metoduna uygun sekilde ¢esitli ¢ozeltiler hazirlanmig ve analiz siirecinde

kullanilmistir. Cozelti hazirlama adimlar su sekildedir:

1. 0,01 M CuCl. Cozeltisi: Analizlerde kullanilmak tizere, 47 mg CuCl. hassas
terazide tartilarak Ol¢iilmis ve 50 mL distile su igerisinde tamamen
coziindiiriilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

2. 7,5 x 1073 M Etanolik Neokuprin Cozeltisi: Neokuprin ¢ozeltisi i¢in 78 mg
madde hassas sekilde tartilmis ve 50 mL mutlak etanol igerisinde ¢6ziilerek
analizde kullanilacak sekilde hazirlanmustir.

3. 1 M Amonyum Asetat (CH;:COONH.) Tamponu (pH 6,5): Tampon ¢ozeltinin
hazirlanmasinda, 7,7 g amonyum asetat distile su igerisinde ¢6ziilmiis ve
yaklagik 80 mL hacme ulagmasi saglanmistir. pH degeri pH metre yardimiyla
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6,5’¢ ayarlandiktan sonra, son hacim 100 mL’ye distile su eklenerek

tamamlanmaistir.

3.1.4.3. ABTS"* Radikali Giderme Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Bu analizde, 6rneklerin antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla ABTS*
radikali giderme yontemine uygun sekilde gesitli ¢ozeltiler hazirlanmig ve deneysel

stirecte kullanilmistir:

1. 0,1 M Fosfat Tamponu (pH 7,4): Yaklasik 2,75 g disodyum hidrojen fosfat
(Na:HPO.) tartilarak 180 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen
¢ozeltinin pH degeri pH metre yardimiyla 7,4'e ayarlanmis, ardindan son hacim
200 mL’ye distile su eklenerek tamamlanmistir.

2. 2mM ABTS Cozeltisi: ABTS ¢ozeltisini hazirlamak amaciyla yaklagik 1,1 mg
ABTS, pH 7.4’¢ ayarlanmig fosfat tampon igerisinde ¢oziilmistiir. Karisim
tamamen coziindiikten sonra tizerine distile su ilave edilerek son hacim 100
mL’ye tamamlanmistir.

3. 2,5 mM Potasyum Persiilfat (K2S:0s) Cozeltisi: Yaklasik 70 mg potasyum
persiilfat, 0,1 M fosfat tampon igerisinde ¢oOziilmiis ve karisim manyetik
karigtirict  yardimiyla homojen hale getirilmistir. Son olarak, distile su

ilavesiyle ¢ozeltinin hacmi 100 mL’ye ulasacak sekilde ayarlanmustir.

3.1.4.4. DPPH Serbest Radikal Yonteminde Kullamlan Cozeltiler

3 M’lik DPPH- ¢6zeltisinin hazirlanmisi: 40 mg DPPH- 100 mL etanolda

manyetik karistirict ile tamamen ¢oziinlinceye kadar bir gece etanolda karistirildi.

3.1.5. NADES Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bu calismada, dogal derin otektik ¢oziiciiler (NADES) elde etmek amaciyla
hidrojen bag: alicis1 olarak kolin kloriir (ChCI), hidrojen bag: vericisi olarak ise sitrik
asit (CA) ve glikoz (G) kullanilmistir. Coziictiler hazirlanirken ChCl bileseni,

oncelikle etiivde kurutularak nemden arindirilmistir.

Elde edilen karigimlar, yaklasik 80 °C sicakliktaki su banyosunda, homojen ve
berrak bir sivi olusana dek karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan NADES ¢ozeltileri,

dis ortamla temas etmeyecek sekilde hava gegirmez amber renkli cam siselere alinarak
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oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Beyaz bal’dan 0.25 g alinarak falkon tiiplere
konuldu. Daha sonrasinda hazirlanmis olan NADES’lerden 5 mL eklendi. Calismalar
yapilana kadar buzdolabinda +4°C ‘de tutuldu.

3.2. Yontem

Bu bolimde, ¢alismada kullanilan enzim inhibisyonu ve antioksidan

aktivitelerin belirlenmesine yonelik yontemler basliklar halinde agiklanmuistir.
3.2.1. Enzim Inhibisyonu Cahsmalar

a) AChE ve BChE Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Beyaz balin asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimleri
tizerindeki inhibe edici etkisi arastirilmistir. Bu analizler, Ellman ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen kolorimetrik yontem esas alinarak gergeklestirilmistir (Ellman,
1961). Yontem kapsaminda AChE ve BChE enzimleri, asetilkolini sirasiyla tiyokolin
Ve asetata parcalayarak katalizler. Ortaya ¢ikan tiyokolin, 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB) ile reaksiyona girerek 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit isimli sar1 renkli bir
bilesik olusturur. Bu bilesigin absorbansi 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak olgiiliir. Her 6rnek igin 0. ve 5. dakikalarda absorbans degerleri kaydedilmistir
(Goger, 2014).

b) a-Glikosidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

a-Glikozidaz enzim aktivitesi, Tao ve arkadaslarinin (2013) daha 6nce yapmis
olduklar1 prosediirlerine gore a-glikozidaz enziminin substrati olarak kullanilan p-
NPG kullanilarak belirlendi ve 405 nm’de absorbanslar spektrofotometrik olarak
oOlgiildii. a-Amilaz enziminin aktivitesi ise Xiao ve arkadaslar1 (2006) tarafindan

kaydedilen prosediirlerine gore belirlendi. 580 nm’de absorbanslart ise

spektrofotometrik olarak olgiildii.

3.2.2. Antioksidan Cahsmalar:

Bu c¢alismada beyaz balin antioksidan potansiyelini degerlendirmek amaciyla

dort farkli spektrofotometrik yontem uygulanmigtir. Kullanilan yontemler Fe**-Fe?* ve
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Cu?*-Cu* indirgenme yontemi ve ABTS* ve DPPH radikali giderme aktiviteleri

yontemleridir. Her yontem asagida detayli bi¢imde agiklanmustir.

a) Fe*—Fe* indirgeme Yontemi

Bu yontemde beyaz bal stok ¢ozeltisi maserasyon (1 mg/mL )ve NADES
yontemi ile hazirlanmigtir. Hazirlanan ekstreler 10, 20, 30 pg/mL olacak sekilde her
bir tiipe pipetlenmistir. Ayrica her bir tiipe sirastyla 2 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH:
6,6) ve 2 mL %1 KsFe(CN)s ¢ozeltisi eklenmistir. Karisimlar 50 °C'de 20 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan, her tiipe 2 mL %10 TCA ¢ozeltisi, 2 mL distile su ve 0,5
mL %0,1 FeCls ¢ozeltisi ilave edilmistir. Absorbans degerleri 700 nm’de, distile suyla

hazirlanan kor ¢ozeltiye karsi ol¢tilmiistiir.

b) CUPRAC (Cu*—Cu") Indirgeme Yontemi

Bakir(I) iyonlarinin indirgenmesi esasina dayanan bu analiz, Apak ve
arkadaglarmm ~ (2006)  yontemine  ufak  modifikasyonlar  uygulanarak
gerceklestirilmigtir. Beyaz bal stok ¢ozeltisi 1 mg/mL olarak hazirlanmis ve bu stoktan
10, 25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda 6rnekler alinmistir. Deney tiiplerine sirasiyla
0,4 mL CuCl: ¢ozeltisi (0,01 M), 0,4 mL etanolik neokuprin ¢6zeltisi (7,5 x 102 M)
ve 0,4 mL CHsCOONH.4 tampon ¢ozeltisi (1 M) eklenmistir. Toplam hacim 2 mL’ye
distile su ile tamamlanmis, Karigimlar oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis ve

absorbanslar 450 nm’de, distile su koriine kars1 6l¢iilmiistiir.

c) ABTS* (2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) Radikal
Giderme Aktivitesi

Bu analiz, Re ve arkadaglarinin (1999) gelistirdigi protokole dayali olarak
uygulanmistir. ilk olarak 6 mM konsantrasyonda ABTS ¢ozeltisi hazirlanmis ve
igerisine 2,4 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi eklenerek karisim oda sicakliginda 12—
16 saat bekletilmistir. ABTS* radikal ¢6zeltisinin absorbans: 734 nm’de 0,70 + 0,02
olacak sekilde, pH 7,4 ve 0,1 M fosfat tamponu ile ayarlanmistir.

Beyaz bal stok ¢ozeltisi 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanmig ve bu stoktan
alinan 6rnekler 10, 20 ve 40 ng/mL konsantrasyonlara seyreltilmistir. Her bir 6rnekten

1 mL alinarak 2 mL ABTS" c¢ozeltisiyle karigtirilmig, ardindan karigim karanlik
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ortamda 30 dakika bekletilmistir. Absorbans degerleri etanol koriine karst 734 nm’de

Olciilmiistiir.

d) DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Aktivitesi

DPPH radikali ile antioksidan aktivite 6lgimiinde 0,5 mM DPPH ¢ozeltisi
kullanilmistir. Beyaz bal stok ¢ozeltisi 1 mg/mL olarak hazirlanmig, bu stoktan
sirastyla 15, 25 ve 35 pg/mL konsantrasyonlarda ornekler alinmistir. Her 6rnek 1 mL
DPPH ¢ozeltisiyle karistirilmis ve toplam hacim 3 mL’ye etanol ile tamamlanmustir.
Karigimlar karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Absorbans
Olgtimleri, etanol koriine karsi 517 nm’de gergeklestirilmistir. Kontrol grubunda

yalnizca DPPH ¢ozeltisi ve etanol kullanilmistir (Goger ve Giilgin, 2011).

3.2.3. LC-MS/MS Sistemi ile Beyaz Bal’in Sekonder Metabolit Profilinin

Belirlenmesi

Yontemi Ar driinlerinin LC-MS/MS ile sekonder metabolitlerini belirlemek
icin Yilmaz’in metot validasyonu yaparak olusturdugu yontem uygulandi (Yilmaz,
2020). Bu yontemin uygulamasindan once ar1 iriinleri ekstrelerinden 10 mg/mL
derisimde stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu g¢ozeltiler sisteme verilmeden 6nce 0,22 um
por genisligine sahip teflon (PTFE) filtreden siiziilerek viallere alindi ve sisteme
enjekte edildi. Kullanilan LC-MS/MS sisteminde sekonder metabolitlerin farkli
alikonma siirelerine sahip olmalar i¢in ters faz dolgu kolon kullanildi. Bunun igin
apolar polaritede bir C18 analitik kolon (Agilent Poroshell 120 EC-C18, 150 mm x 2,1
mm, 2,7 um) ve mobil faz olarak polar %0,1 formik asit (v/v) iceren 5 mM amonyum
format ¢6zeltisi (Mobil Faz A) ile metanol ile hazirlanmis %0,1 formik asit (v/v) igeren
5 mM amonyum format ¢ozeltisi (Mobil Faz B) kullanildi. Uygulanan mobil faz akisi
gradient olarak belirlenmis ve program Tablo 3.2’de belirtilmistir. Mobil faz akisi hiz
0,5mL/dk, enjeksiyon hacmi 5 uL ve kolon sicakligi 30 °C olarak ayarlandi.
Iyonizasyon igin elektrosprey iyonizasyon (ESI) kullanildi ve nebiilizasyon ve
parcalanma {iriinlerinin olusumu igin yiiksek saflikta (%99,999) N2 gazi kullanildu.
Arayiiz ve blok sicakliklari sirasiyla 350, 400 °C olarak ayarlandi. Kalitatif ve
kantitatif 6lgtimlerde ¢oklu reaksiyon goriintiileme (MRM) teknigi kullanildi.
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Tablo 3.2. Uygulanan gradient sistem programi

Zaman(dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0 80 20
25 0 100
35 0 100
45 80 20

3.2.4. HPLC Sistemi ile Beyaz Bal Orneginin Seker Profilinin Belirlenmesi

Beyaz Bal orneginin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC,
Shimadzu Prominence 2010) sistemi ile seker profilinin belirlenmesi analizi TS 13359
standina (Balda fruktoz, glukoz, sakaroz, turanoz ve maltoz muhtevasi tayini) gore
gerceklestirildi. Bu islem i¢in 5,0 g Beyaz Bal numunesi iizerine 40 mL saf su eklendi
ve karisim isitilmadan ¢6ziildii. Cozelti 100 mL balon joje igerisine aktarildi ve iizerine
25mL metanol eklendi. Daha sonra karisim balon joje sise referans ¢izgisine kadar saf
su ile dolduruldu. HPLC yonteminde ise kolon olarak NH; analitik kolon (SilUR
250x4,6 mm, Spm) kullanildi. Mobil Faz A olarak saf su, Mobil Faz B olarak ise
asetonitril kullanildi. Sistem akist %30 Mobil Faz A %70 Mobil Faz B oraninda
izokrotik olarak saglandi. Akis hiz1 1,0 mL/dk, enjenksiyon hacmi 20 pL ve kolon firin
sicakli 30 °C olarak ayarlandi. Dedektor olarak kirilma indeksi dedektorii kullanildi.
Standart bilesikler ile olusturulan kalibrasyon denklemi ile 6rnek igerisindeki seker

oranlar1 belirlendi.

3.2.5. Beyaz Bal Ornegindeki Prolin Muhtevasimin Belirlenmesi

Beyaz Bal 6rneginin igerdigi prolin miktar TS 13357 metoduna (Balda prolin
muhtevasinin tayini) gore spektroskopik olarak gergeklestirildi. Ornegin dlgiime
hazirlanmasi igin 5,0 g Beyaz Bal 6rnegi bir erlende tartildi. Uzerine 50 mL saf su
ekledi ve tamamen ¢oziinme gergeklestikten sonra 100mL’lik bir balon jojeye
aktarildi. Sonra balon jojenin isaret ¢izgisine kadar saf su ile dolduruldu 10 dk
karistirildi. Spektrofotometrik 6l¢timler i¢in bir UV-Vis spekrofotmetre (Shimadzu
UV-1800) kullanildi. Referans standart olarak kullanilan prolin ¢ozeltisinden (0,8
mg/ml) ve Beyaz Bal ¢ozeltisinden 0,5 mL, prolin ¢ozeltisinden 0,5 mL ve blank
olarak 0,5 mL saf su deney tiiplerine aktarildu. Uzerlerine 1 mL ninhidrin ¢ozeltisi ile
1 mL formikasit eklendi. Iyice karistirildiktan sonra analiz tiipleri 10 dakika siire ile
70 °C'daki su banyosunda bekletildi. Bu siire igerisinde her bir analiz tiipiine
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hazirlanmis olan %50 (v/v) su:2-propanol ¢ozeltisinden 5'er mL ilave edildi, agizlari
kapatildi ve oda sicakliginda sogumaya birakildi. Yaklasik 45 dakika sonra numune ve
standart ¢6zeltilerinin 520 nm dalga boylarinda gostermis oldugu absorbans degerleri

sleiildii.

3.2.6 Beyaz Bal Orneginin Diastaz Sayis1 ve Nem Miktarmin Belirlenmesi

Beyaz Bal 6rneginin diastaz sayisinin belirlenmesi Phadebas metoduna (Giizel
ve Bahgeci 2020) gore belirlendi. Bu metoda gore; 1 g bal 6rnegi 100 mL'lik bir balon
joje igerisine alindiktan sonra 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 5.2) ile ¢oziiliip balon
joje referans ¢izgisine kadar tampon c¢ozelti ile dolduruldu ve 10 dakika daha
karistirildi. Bu ¢ozeltiden bir deney tiiptine 5 mL alinarak 40°C'ye ayarlanmis su
banyosunda 10 dakika bekletildi. Ayni islem kor deneme amaciyla bal o6rnegi
kullanilmadan 5 mL'lik sodyum asetat tamponu igin de gergeklestirildi. Bir pens
yardimiyla her iki ¢ozeltiye de Phadebas tabletinden konuldu ve kronometre ile siire
tutulmaya baslanmistir. Tabletlerin ¢éziinmesi i¢in hizli bir sekilde tiipler tekrar su
banyosu igerisine alindi. Tam olarak 30 dakika sonunda 1 mL 0,5 M sodyum hidroksit
ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi. Santrifujleme (4500 g, 10 dakika, 4°C) isleminin
ardindan spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800) 620 nm dalga boyunda saf suya
kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii. Kor denemeden elde edilen absorbans degerinin
ornegin absorbans degerinden ¢ikarilmasi ile AAe2o degeri belirlendi ve esitlik X ile

diyastaz sayis1 hesaplandi.
Diastaz sayis1 = 35,2 X As20— 0,46

Beyaz Bal 6rneginin sahip oldugu nem miktar1 TS 13365 metoduna gore
gerceklestirildi. Bu metoda gore 10 g beyaz bal 6rnegi kapakli bir kap igerisine alindi
ve tamamen seffaf oluncaya kadar 50 °C sicaklikta su banyosunda bekletildi. Ardindan
su ile kalibre edilmis refraktometre (ATAGO DR-A1l) araciligiyla 6rnegin sahip
oldugu deger olgildi ve oda sicakligina karsilik gelen diizeltme faktorii ile gergek
deger hesaplandi.
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DORDUNCU BOLUM

4. BULGULAR

4.1. Asetilkolinesteraz (AChE), Biitirilkolinesteraz (BChE) ve a-Glikozidaz

Enzimleri ile ilgili Yapilan Calisma Bulgulan

4.1.1. AChE Enzimi Uzerine Beyaz Balin Inhibisyon Etkisi

Doygun substrat konsantrasyonunda AChE enzmi i¢in Beyaz Bal’in inhibisyon
etkisi arastirildi. Olgiimler Ellman ydntemiyle yapild: (Ellman, 1961) . AChE enzimi
tizerine inhibisyon etkisi gosteren Beyaz Bal igin Aktivite (%)-[Beyaz bal] grafikleri
cizildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan Beyaz Bal
konsantrasyonu (ICso degeri) hesaplandi. Sekil 4.1°de verilen grafigin tistel denklemi

kullanilarak hesaplama yapildi.

100 . y= 100e-211422x
--------- R?=0,9452
—~ 80 | e
S
z: 60 o el
= ° &
E 0 BN od
2 b
< 20
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[Beyaz Bal Etanol] (ug/mL)

Sekil 4.1. AChE Enziminin 5 farkli Beyaz Bal Konsantrasyonunda ICso degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Beyaz Bal] grafigi

Ayrica pozitif kontrol olarak Takrin molekiiliiniin AChE {izerine inhibisyon
caligilarak Aktivite (%)-[Takrin] grafigi cizilerek Takrin iginde ICso degeri hesaplandi
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Sekil 4.2. AChE Enzminin 5 farkli Takrin Konsantrasyonunda ICso degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Takrin] grafigi

4.1.2. BChE Enzimi Uzerine Beyaz Bahin inhibisyon EtKisi

Doygun substrat konsantrasyonunda BChE enzmi i¢in Beyaz Bal’in inhibisyon
etkisi arastirildi. Olgiimler BChE yontemiyle yapildi. BChE enzmi iizerine inhibisyon
etkisi gosteren Beyaz Bal i¢in Aktivite (%)-[Beyaz bal] grafikleri ¢izildi. Daha sonra
bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan Beyaz Bal konsantrasyonu (ICso degerleri)

hesaplandi. Sekil 4.3’ten elde edilen denklemden Beyaz Bal igin ICso degeri

hesaplandi.
100 ‘ y= 1008-17,0379x
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(=
S T
o 60 LTI °
s e °
s A0 e,
240 e
~ b e
< ®
20
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
[Beyaz Bal Etanol] (ung/mL)

Sekil 4.3. BChE Enziminin Aktivitesi 5 Farkli Beyaz Bal Konsantrasyonunda I1Cso
Degerinin Bulunmasi I¢in Cizilen Aktivite (%)-[Beyaz Bal] Grafigi
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Sekil 4.4. BChE Enzim Aktivitesi Kullanilarak Caligilan 5 Farkli Takrin
Konsantrasyonunda Cizilen Aktivite (%)-[Takrin] Grafigi

4.1.3. a-Glikozidaz Enzimi Uzerine Beyaz Balin Inhibisyon EtKisi

a-Glikozidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Beyaz Bal’a ait
Aktivite (%) grafigi olusturulmustur. Bu grafik dogrultusunda, %50 inhibisyona neden
olan Beyaz Bal konsantrasyonu (ICso) hesaplanmistir. Sekil 4.5’te sunulan grafik

denkleminden yararlanilarak Beyaz Bal igin ICso degeri belirlenmistir.
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Sekil 4.5. a-Glikozidaz Enzminin 5 farkli Beyaz Bal Konsantrasyonunda ICso

degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Beyaz Bal] grafigi
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Sekil 4.6. o-Glikosidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Takrin’in Inhibitiir Etkisini

Belirlemek Amaciyla (%)-[Akarboz] Bes Farkli Konsantrasyonda Uygulanan
Orneklerle Elde Edilen Aktivite (%)-[Akarboz] Grafigi.

Tablo 4.1. AChE, BChE ve o-Glikozidaz Enzimlerinin Aktivitesi Uzerinde inhibisyon

Etkisi Gésteren Beyaz Bal’m %50 Inhibisyona Sebep Olan Beyaz Bal’in ICso

Degerleri
AChE BChE a- Glikozidaz
1Cso(pg/m
ICso(ng/mL) R? 0 2 ICso(ng/mL) R?
Beyaz Bal 163,89 0,9452 203,37 0,9576 394,59 0,9514
Takrin* 108,23 0,9858 3,77 0,9860 - -
Akarboz** - - - 93,95 0,9862
*nM, **:uM
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4.2. Antioksidan Calismalar ile Tlgili Arastirma Bulgular:

4.2.1. Fe**-Fe?* Indirgeme Kuvveti Bulgular

Antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde kullanilan bu biyoanalitik
yontemde, test ¢ozeltisinin sar1 rengi, ortamda bulunan antioksidan maddelerin
indirgeme yetenekleri nedeniyle farkl tonlarda yesile doniismektedir (Giilgin, 2006b;
Giilgin vd. 2006a). Bu calismada kullanilan Beyaz Bal o6rneklerinin indirgeme
kapasitesinin, artan konsantrasyonlar ile birlikte dogru orantili olarak yiikseldigi
gbzlemlenmistir. Beyaz Bal’in indirgeme potansiyeli, 10-30 pg/mL araliginda
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin 700 nm dalga boyunda 6l¢iilen

absorbans degerleri araciligiyla belirlenmistir (Sekil 4.7.).

3 ——BHA
—0— BHT
25 a-Tokoferol
—~
E @ Tr0l0KS
< 2 Beyaz Bal CA NADES
o )
Q Beyaz Bal GLIKOZ NADES
N
e 15
I
2
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0,5
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Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.7. 10-30 pg/mL Araligindaki Farkli Konsantrasyonlarda Hazirlanan Beyaz
Bal Orneklerinin Ferrik Iyonlarin1 (Fe**) Indirgeme Kapasitelerinin, Standart
Antioksidanlar Olan BHA, BHT, A-Tokoferol ve Trolox ile Karsilastirilmasi

Beyaz Bal’in ferrik iyonlarimi (Fe*') ferr6z iyonlarina (Fe?') indirgeme
kapasitesine iliskin grafik Sekil 4.7°te sunulmustur. Bu grafige ek olarak, Beyaz Bal,
standart antioksidanlar (BHA, BHT, a-tokoferol, trolox) 30 pg/mL konsantrasyonunda
elde edilen absorbans degerleri Tablo 4.2°de verilmis ve karsilastirmali analiz
gerceklestirilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda, bu konsantrasyonda ferrik
indirgeme giicii agisindan siralama BHA > Trolox > BHT > a-Tokoferol > Beyaz
Bal CA NADES > Beyaz Bal Glikoz NADES > Beyaz Bal Etanol seklinde
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belirlenmistir. Tablo 4.2°de yer alan yiiksek absorbans degerlerinin daha yiiksek
indirgeme kapasitesini yansittig1 ifade edilmelidir.

4.2.2. Cu*2-Cu* indirgeme Kuvveti (Kuprak Metodu) Bulgular:

Beyaz Bal’in kuprik iyonlar1 (Cu?") tizerindeki indirgeme kapasitesinin, artan
konsantrasyonla dogru orantili olarak arttigi belirlenmistir. Bu indirgeme kapasitesi,
10-30 pg/mL araliginda hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki Beyaz Bal
cozeltilerinin 450 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olgiilerek
degerlendirilmistir (Sekil 4.5). Ayrica, Beyaz Bal ve standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmi (Cu?") indirgeme kapasitelerine iligkin grafik Sekil 4.8’de sunulmustur. Her
bir 6rnek i¢in 20 pg/mL konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans degerleri Tablo

4.2’de verilmis ve bu veriler iizerinden karsilastirmali analiz gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.8. 10-30 pg/mL Araliginda Hazirlanan Farkli Konsantrasyonlardaki Beyaz
Bal Orneklerinin Kuprik Iyonlarin1 (Cu?*) Indirgeme Aktivitelerinin, Standart
Antioksidanlar Olan BHA, BHT, A-Tokoferol ve Trolox ile Karsilastirilmasi

Bu konsantrasyonda (30 pg/mL), Beyaz Bal ile standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmi (Cu?") kupr6z iyonlarina (Cu') indirgeme aktiviteleri karsilastirildiginda,
indirgeme kapasitesine gore siralamanin BHA > Trolox> BHT > a-tokoferol >
Beyaz Bal CA NADES> Beyaz Bal Glikoz NADES > Beyaz Bal Etanol seklinde
oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.2. Beyaz Bal’in 30 pg/ml Konsantrasyonunda Indirgeme Kapasitelerinin

Standart Antioksidanlarla Mukayesesi

Fe®* indirgeme Cu?* indirgeme

Antioksidanlar

A 700 M50
BHA 2,806+0,045 2,252+0,018
BHT 1,500+0,039 1,714+0,138
a-Tokoferol 1,123+0,045 1,010+£0,111
Trolox 2,1534+0,114 1,868+0,053
Beyaz Bal CA NADES 0,530+0,005 0,245+0,046
Beyaz Bal NADES 0,507+0,016 0,204+0,002
Beyaz Bal Etanol 0,482+0,007 0,168+0,005

4.2.3. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Bulgular:

Beyaz Bal ile ¢alismada kullanilan standart antioksidan bilesikler (BHA, BHT,
icin DPPH serbest radikali
belirlenmesine yonelik olarak, oncelikle standart egri olusturulmustur (r> = 0,9969)
(Sekil 4.9).

a-tokoferol ve trolox) giderme aktivitelerinin

0,8

—@— BHA
—@—BHT
a-Tokoferol
—@— Troloks
—@— Beyaz Bal CA NADE
Beyaz Bal GLIKOZ NADE
—@— Beyaz Bal Etanol

Absorbans (517 nm)
o
D

0
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Sekil 4.9. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Tayini I¢cin Hazirlanan Standart DPPH
Grafigi
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Beyaz Bal ¢ozeltisinin DPPH radikali giderme aktivitesi Sekil 4.9°da

goriildiigii gibi konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.

Beyaz Bal ¢ozeltisinin DPPH radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izildikten
sonra her bir standart, Bal-Etanol i¢in ayr1 ayr1 1Csg degerleri hesaplandi (Tablo 4.3)
Beyaz Bal’in ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde DPPH
radikali giderme aktivitesi sergilediler Trolox > a-Tokoferol> BHA BHT > Beyaz
Bal CA NADES > Beyaz Bal Glikoz NADES > Beyaz Bal Etanol

4.2.4. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulari

DPPH serbest radikali giderme aktivitesine benzer sekilde, ABTSe* radikalini
giderme yontemi de sulu karisimlarin, igeceklerin, bitki ekstrelerinin veya saf
maddelerin  antioksidan  kapasitelerinin  belirlenmesinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Miller, 1996; Giil¢in vd., 2007b). Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in
oncelikle ABTS’den ABTSe* radikalinin olusturulmas: gerekmektedir. ABTS’ nin
kimyasal yapisi Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bu amagla, 0,1 M ve pH 7,4 olan fosfat
tamponu igerisinde 2 mM’lik ABTS ¢o6zeltisi hazirlanmis ve iizerine 2,45 mM’lik
potasyum persiilfat ¢ozeltisi ilave edilmistir (Giil¢in, 2007). Hazirlanan karigim, 1s1kla
temasini engellemek amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmig bir erlen iginde, oda
sicakliginda ve manyetik karistirici esliginde 12 saat karistirilmistir. Olusan ABTSe*
¢ozeltisi, 734 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degeri 0,750 + 0,025 olacak sekilde
fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Bu asamadan sonra, Beyaz Bal ¢ozeltisi ile birlikte
BHA, BHT, a-tokoferol ve trolox gibi standart antioksidan bilesiklerin ABTSe* radikal
giderme aktivitelerinin tayini amaciyla grafik olusturulmustur (Sekil 4.10.). Pozitif
kontrol olarak BHA, BHT, a-Tokoferol ve Trolox kullanildi (Tablo 4.3.)
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Sekil 4.10. Farkli Konsantrasyonlardaki Beyaz Bal’in (10-30 ug/ml) ABTS™ Giderme
Aktivitesinin Birer Standart Antioksidan Olan BHA, BHT, a-tokoferol ve Trolox ile

Karsilastirmasi

Beyaz Bal ¢ozeltisinin ABTSe" radikali giderme aktivitesi ¢izildikten sonra
(Sekil 4.10) her standart ve beyaz bal igin ayr1 ayri ICso degerleri hesaplandi (Cizelge
4.3). Bal Etanol ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde
ABTS-* giderme aktivitesi sergilediler: BHA > BHT > a Tokoferol > Trolox > Beyaz
Bal CA NADES > Beyaz Bal Glikoz NADES > Beyaz Bal Etanol seklindedir.

Tablo 4.3. Beyaz Bal Cozeltisinin DPPHe ve ABTS<" Radikal Giderme Aktivitelerine
ait ICso Degerlerinin, Standart Antioksidanlar Olan BHA, BHT, a-tokoferol ve

Trolox ile Karsilastirilmasi.

Antioksidanlar DPPH-Giderme ABTS*Giderme
ICso R? I1Cso R2
BHA 9,05 0,9958 5,03 0,9739
BHT 19,2 0,9422 5,21 0,9986
a-Tokoferol 8,11 0,9875 11,75 0,9507
Trolox 6,90 0,9274 5,29 0,9894
Beyaz Bal CA NADES 31,64 0,9619 108,28 0,9544
Beyaz Bal Glikoz NADES 81,53 0,9873 130,75 0,9614
Beyaz Bal Etanol 141,43 0,9734 135,88 0,9755

4.3. Beyaz Bal Orneginin Sekonder Metabolit Profili

LC-MSMS teknigi ile 35 adet sekonder metabolitin kalitatif ve kantitatif

analizini gergeklestirildi. Olusturulan standart kromatogrami (toplam iyon ve MRM
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kromatogramlari) Sekil 4.11’de paylasilmistir. Beyaz bal 6rnegine ait toplam iyon ve
MRM kromatogramlar1 ise Sekil 4.12°de paylagilmistir.
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Sekil 4.11. LC-MS/MS teknigi ile olusturulan standart toplam iyon (a) ve MRM kromatogramlari
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Sekil 4.12. Beyaz bal 6rnegine ait toplam iyon (a) ve MRM (b) kromatogramlari

Metotda belirlenen analitlere ait alikonma siireleri, takip edilen pargalanma

iyonlari, c¢arpigma enerjileri, uygulanan potansiyel polariteleri, validasyon
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paramametreleri ve beyaz bal 6rneginin sahip oldugu sekonder metabolit profili Tablo

4.4’de paylastlmistir.
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Tablo 4.4. Beyaz bal 6rneginin sekonder metabolit profili

. Alikonma Molekiiler iyon? . a b : 2 Kalibrasyon Aralig1 LOD/LOQ® Kantitatif Sonug
Analitler Siiresi (dk) (miz) Parcalanma Iyonu ? (m/z) CE Polarite R (ng/mL) (ng/mL) (ug analit/G Ekstre)

1. Kinik Asit 2,664 168,9 79,0/124,9 12/24 - 0,9994 100 - 2000 54,54/181 0,991
2. Fumarik Asit 3,971 352,9 190,9 14 - 0,9997 100 - 2000 33,91/113 0,046
3. Gallik Asit 5,577 137,0 93,1/65,4 14 /96 - 0,9994 100 — 2000 50,76/ 169 <LOD
4. Piogallol 6,624 178,8 134,8 14 - 0,9996 100 - 2000 43,34/ 144 <LOD
5. Kerasyanin Kloriir 11,842 166,9 151,9/122,9 12/8 + 0,9992 100 - 2000 62,17/ 207 0,149
6.  Siyanidin-3-O-glukozit 11,148 169,9 122,8/181,8 10/14 + 0,9997 100 - 2000 33,27/ 110, 0,027
7. Klorojenik Asit 10,787 300,8 283,41 228,7 34/28 - 0,9997 100 - 2000 37,9/ 126 0,008
8.  Katesin 10,891 163,0 118,9/92,8 14734 - 0,9995 100 — 2000 46,03/ 153 <LOD
9. Peonidin-3-O-glukozit 11,089 222,8 163,9/207,8 8/10 + 0,9938 100 - 2000 176,78/589 <LOD
10.  4-Hidroksibenzoik Asit 11,305 193,0 134,0/177,9 10/14 - 0,9986 100 — 2000 82,035/ 273 <LOD
11.  Epikatesin 11,370 358,8 160,8 / 196,6 14714 - 0,9989 100 - 2000 74,11/247 <LOD
12.  Epigallokatesin Gallat 11,568 592,8 284,7 28 - 0,9993 100 — 2000 58,89/ 196 <LOD
13.  Kafeik Asit 11,563 4471 284,8/283,8 18/26 - 0,9957 100 - 2000 147,60/492 <LOD
14.  Vanilik Asit 11,637 289,1 244,9/202,9 12/18 - 0,9991 100 — 2000 65,94/ 219 <LOD
15.  Siringik Asit 11,591 460,9 298,8 16 - 0,9990 100 - 2000 68,47/ 228 <LOD
16.  Viteksin 11,772 289,0 244,9/202,9 12/18 - 0,9989 100 — 2000 74,54/248 <LOD
17.  Naringin 11,988 456,8 304,9/168,8 16/ 14 - 0,9998 100 - 2000 23,12/ 77 <LOD
18.  Ellagik Asit 11,964 430,9 310,9/340,6 22122 - 0,9996 100 — 2000 41,012/ 136 <LOD
19.  Hesperidin 12,088 579,0 270,8 / 458,6 26/34 - 0,9996 100 - 2000 43,23/ 144 0,071
20. p-Kumarik Asit 12,333 609,0 300,9 22 - 0,9996 100 — 2000 42,13/ 140 <LOD
21.  Sinapik Asit 12,431 302,9 124,71 284,9 8/22 - 0,9993 100 — 2000 56,74/ 189 <LOD
22.  Taksofilin 12,499 316,9 150,9/178,8 18/24 - 0,9983 100 — 2000 92,24/ 307 <LOD
23.  Ferulik Asit 12,505 2849 132,9/150,9 26/36 - 0,9997 100 — 2000 32,10/ 107 <LOD
24.  Rosmarinik Asit 12,555 300,9 150,7 /178,7 16 /20 - 0,9998 100 — 2000 29,65/ 98 0,898
25.  Vanilin 12,464 268,9 224,8/116,8 20/42 - 0,9994 100 - 2000 50,43/ 168 0,044
26. Mirisetin 12,716 270,9 150,8/118,8 14728 - 0,9991 100 — 2000 67,35/ 224 <LOD
27.  Rezveratrol 12,504 3149 299,8/150,6 20/30 - 0,9947 100 - 2000 163,45/544 0,002
28.  Luteolin 13,400 252,8 208,8/106,6 22124 - 0,9419 100 — 2000 559,31/1864 <LOD
29.  Kuersetin 13,384 268,9 168,8/212,8 24128 - 0,9159 100 — 2000 682,58/2275 <LOD
30. Apigenin 14,010 226,8 184,8/142,9 14 /14 - 0,9322 100 — 2000 607,49/2024 <LOD
31.  Naringenin 14,038 366,9 216,9/148,9 8/14 - 0,9360 100 — 2000 588,92/1963, <LOD
32.  izorhamnetin 14,122 151,0 135,8/91,9 10/20 - 0,9538 100 — 2000 495,69/1652 <LOD
33.  Krisin 15,663 190,9 85,0/92,9 22122 - 0,9841 100 — 2000 286,10/953 <LOD
34. Galangin 15,575 114,9 71,1 4 - 0,8995 100 — 2000 752,73/2509 <LOD
35.  Kurkumin 16,396 124,9 96,6 / 106,7 14 /14 — 0,9963 100 — 2000 136,31/ 54 <LOD

& Standart bilesiklerin molekiiler ve par¢alanma iyonlart (kiitle/yiik oran),® Iigili par¢alanma iyonlarina ait ¢arpisma enerjileri, © Saptama Limiti / Miktar

Tespit Limiti.
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4.4, Beyaz Bal Orneginin Seker Profili

TS 13359 standina gore elde edilen standart kromatogram ve Beyaz Bal

ornegine ait kromatogram Sekil 13-14’de paylasilmistir.

Sekil 4.13. Seker standartlart ile olusturulan standart kromotogram

Sekil 4.14. Beyaz Bal 6rnegine ait HPLC kromatogrami

Gergeklestirilen analiz neticesinde 100 g Beyaz Bal 6rneginde 41,20 g fruktoz,
29,05 g glukoz, 4,02 g sakaroz, 4,50 g turanoz ve 0,40 g maltoz igerigi belirlenmistir.

4.5. Beyaz Bal Orneginin Prolin, Diastaz Sayis1 ve Nem Muhteviyati

TS 13357 metoduna gore gergeklestirilen prolin analizi sonucunda 100 g Beyaz
Bal orneginde 30,4 mg prolin tespit edilmistir. Phadebas metoduna gore
gerceklestirilen analizde ise diastaz sayis1 13,02 olarak belirlenmistir. TS 13365
metoduna gore gerceklestirilen analizde ise 100 g Beyaz Bal 6rneginde 15,8 g su

muhteviyatt oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.5. Beyaz bal 6rneginin prolin, diastaz sayist ve nem miktari

Parametre Deger Birim TGK Siir Degeri
Prolin 304,26 mg/kg > 300
Diastaz Sayisi 13,02 Gothe >8

Nem 15,8 % <20

TGK: Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (2022)
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BESINCI BOLUM

5. SONUC ve TARTISMA

Asetilkolinesteraz (AChE), insanlarda bulunan kolinesteraz izoformlarinin ilKi
olup kolinerjik sinapslarda asetilkolinin pargalanmasindan sorumludur ve beyin
fonksiyonlarmin yaklasik %80’ini etkiledigi bildirilmistir (Shidore vd. 2016). Hem
eritrositlerde hem de beyin dokusunda yiiksek miktarda bulunan bu enzim, kolin
esterlerine yonelik giiglii hidrolitik aktivitesi sayesinde asetilkolini asetat ve koline
kadar hizla ¢6zebilmektedir (Kaplay, 1976; Chatonnet and Lockridge, 1989). Sinaptik
aralikta biriken asetilkolini pargalayip norotransmiter olarak etkisini sonlandiran
AChE, ilk kez 1914 yilinda Henry H. Dale tarafindan tanimlanmustir. Daha sonra Otto
Loewi’nin kurbaga kalpleri tizerinde gergeklestirdigi deneyler, asetilkolinin sinir
iletiminde gorev alan bir kimyasal haberci oldugunu ortaya koymus ve bu g¢alisma
1936°da Nobel Odiilii ile onurlandirilmistir. Séz konusu bulgular, Alzheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarda asetilkolin metabolizmasinin kritik bir rol
oynadigini gostermistir (Jokanovi¢ and Maksimovi¢, 1997). AChE aktivitesindeki
asirt artisin Yol agtigi bu bozukluklarin tedavisinde giiniimiizde donepezil ve takrin
gibi sentetik inhibitorler kullanilmakla birlikte, bu ilaglarin g¢esitli istenmeyen yan
etkilere neden olabildigi de raporlanmistir (Bal vd 2020).

Alzheimer hastaligi, beyinde asetilkolin  diizeylerinin  azalmasiyla
karakterizedir; bu azalma, sinaptik iletimin aksamasina yol agar. Hastaligin
ilerlemesini  durdurmak veya yavaglatmak amaciyla asetilkolin  yikimimin
engellenmesi; dolayisiyla AChE inhibitorlerinin kullanimi kritik 6neme sahiptir.
Hastaligin patojeninizde Kkolinerjik sistemin temel elemanlar1 olan AChE ve BChE
enzimlerinin asir1 aktivitesi, sinaptik araliktaki asetilkolin ve biitirilkolin diizeylerinin
diismesine yol agarak biligsel fonksiyon kaybini hizlandirmaktadir (Ferreira-Vieira vd.
2016). Alzheimer tedavisinde gelistirilen ve kullanilan farmasoétikler, asetilkolin
seviyesini dengelemeyi hedefler (Heinrich and Teoh, 2004). Sinaptik boslukta gérevini
tamamlayan asetilkolin; AChE tarafindan kolin ve asetata hidrolizlenerek inaktive

edilir.
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Literatiirde, AChE inhibitorliigiine yonelik tasarlanmis sentetik molekiiller
yaygin olarak incelenmisse de bunlarin baglica yan etkileri arasinda gastrointestinal
rahatsizliklar, hepatotoksisite, bulanti, kusma, ishal ve bas donmesi yer alir (Schulz,
2003; Mukherjee vd. 2007). Bu olumsuz etkiler, daha giivenli ve etkin dogal AChE

inhibitorlerine yonelimi artirmaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda, beyaz balin AChE ve BChE enzimleri iizerine inhibitor
potansiyelleri arastirilmistir. Beyaz balin AChE ve BChE enzimleri inhibisyon
calismalar1 Ellman metodu (Ellman, 1961) kullanilarak belirlenmis; ICso degerleri
hesaplanmistir. Sonuglar pozitif kontrol olan tacrin molekiilii ile mukayase edilmis
sonuclarin tamami Tablo 5.1.°de verilmistir. Beyaz balin AChE ve BChE enzimi
tizerine gergeklestirilen inhibisyon calismasinda elde edilen bulgularin ileride
gerceklestirilecek ilag tasarim g¢alismalarina rehberlik edebilecek ve yeni fikirler

sunabilecek nitelikte oldugunu ortaya koymaktadir.

Tablo 5.1. AChE, BChE ve o- Glikozidaz Enzimlerinin Aktivitesi Uzerinde
Inhibisyon Etkisi Gosteren Beyaz Bal’in %50 Inhibisyona Sebep Olan Beyaz

Bal Konsantrasyonlari 1Cso Degerleri.

AChE BChE a- Glikozidaz
1Cso(ng/mL) R? I1Cso(ng/mL) R? I1Cso(ug/mL) R?
Beyaz Bal 163,89 0,9452 203,37 0,9576 394,59 0,9514
Takrin* 108,23 0,9858 3,77 0,9860
Akarboz** - - - 93,95 0,9862

*nM, **:uM

Ayrica bu calismada, beyaz balin a-Glikozidaz enzimi tizerine inhibisyon etkisi
incelenmis ve inhibisyon potansiyelinin bir ifadesi olan ICso degeri hesaplanmistir.
ICso degerinin uM seviyede oldugu, cizilen % Aktivite/[Beyaz Bal] grafiginde verilen

denklemden hesaplanarak tespit edilmistir. Bu durum, beyaz balin icerdigi biyoaktif

bilesiklerin enzimi inhibe edici 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.
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a-Glikozidaz enzimi bilindigi iizere, bagirsak mukozasindaki disakkaritlerin
glikoz monomerlerine parcalanmasinda gorev alan metabolik agidan &nemli bir
enzimdir. Bu enzimin aktivitesinin inhibisyonu, karbonhidrat emilimini geciktirerek
yemek sonrasi (postprandiyal) kan glukoz yiikselmelerini 6nlemede 6nemli bir unsur
olarak kabul edilmektedir. (Lebovitz, 1997; Maharramov vd. 2021). Ozellikle Beyaz
bal’in a-Glikozidaz enzimi iizerine mikromolar seviyede inhibisyon etkisinin olmasi,
tip 2 diyabetin beslenme temelli kontroliinde potansiyel bir yardimci olma 6zelligini
ortaya ¢ikarmistir. Beyaz bal’in elde edilen mikromolar seviyedeki ICso degeri, 6zgiin
bilesen profiline sahip oldugunu gostermektedir. Ozgiin bilesen profili, balin floral
kaynagina, ari tlirtine Ve islenme kosullarina bagl olarak degisebilir. Beyaz balin da
benzer bir potansiyele sahip olabilecegi, ancak bu etkinin igerdigi spesifik fenolik
bilesiklere ve sinerjistik etkilere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismanin diger
bir ayaginda LC-MS-MS, HPLC tekniklerle igerdigi molekiil ¢esitliligi ve miktar

analizleri de yapilmustir.

Beyaz balin fonksiyonel gida olarak etkili olacagi a-Glikozidaz enzimini inhibe
etmesi agisindan Onemlidir. Ciinkii bu durum metabolizmada glisemik kontroli
destekleyici etki saglar. Bununla birlikte kolinerjik enzimler (AChE ve BChE) i¢in
inhibisyon potansiyel tasimasida norodejenaratif etkiler igin iyilestirici ya da
yavaglatici etki yapabilecegi diistiniilmektedir. Caligsma in vitro kosullarda yapilmis ve
elde edilen bu verilerin in vivo ortama nasil yansidigi, biyoaktif bilesiklerin
biyoyararlanimi1 ve metabolizmadaki stabilitesi gibi faktorler gelecekte yapilacak

hayvan deneyleri ve klinik ¢alismalarla yon verebilir.

Erzurum Narman bolgesine ait beyaz bal 6rneginin hem kolin esteraz (AChE,
BChE) hem de a-glikozidaz enzimleri iizerinde Oolgiilebilir bir inhibitér etki
sergiledigini gostermistir. Sonuglar Tablo 5.1’de verilmistir. ICso degerlerine gore,
Beyaz Bal’in AChE inhibisyonu i¢in 163,89 pg/mL, BChE i¢in 203,37 ug/mL ve a-
glikozidaz i¢in 394,59 pug/mL olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak tacrin

molekiilii kullanilmstir.

Tez kapsaminda enzim inhibisyonu c¢alismalarin1 takiben antioksidan
calismalar gergeklestirilmistir. Antioksidan ¢alismalarda kullanilan Beyaz bal

ornekleri yani hazirlanan ekstreler farkli metotlarla hazirlanmistir. Geleneksel
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maserasyon yontemi ile hazirlanan ekstre etanol ile hazirlanmistir. Bunun yaninda
ayrica, NADES metodu ile iki ayr1 ekstre Beyaz Bal CA NADES ve Beyaz Bal Glikoz
NADES hazirlanmis antioksidan potansiyelleri degerlendirilmistir. Calismalarda

pozitif kontrol olarak BHA, BHT, Trolox ve a-tokoferol gibi molekiiller kullanilmistir.

Antioksidan c¢alismalarin ilk basamag: olarak, Beyaz Bal ekstrelerinin
indirgeme potansiyeli arastirllmistir. Fe3* ve Cu?" iyonlarimi indirgeme metotlari
genellikle bal gibi dogal iiriinlerin elektron verme kapasitesini, yani indirgeme giiciinii
ortaya koymak i¢in kullanilir. Elektron donérii olarak davranabilen bilesenleri i¢eren
dogal {irtinlerin, serbest radikallerle miicadele yoniinden gii¢lii potansiyele sahip
oldugu bilinmektedir (Gheldof vd. 2002).

Beyaz balin hem ferrik Fe** hem de Cu?* iyonlarini tizerine anlamli indirgeme
kapasitesi gostermesi, onu dogal bir antioksidan kaynag: olarak 6ne g¢ikarmaktadir.
Beyaz Balin Indirgeme kapasitesi sadece serbest radikalleri uzaklastirmakla kalmaz,
ayni1 zamanda oksidatif stresle iligkili hastaliklarin (6rnegin diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, bazi norodejeneratif bozukluklar) 6nlenmesinde destekleyici rol
oynayabilir. Yapilan ¢alismada, beyaz balin 30 pg/mL konsantrasyonunda absorbans
degerleri standart molekiilerle mukayese edildiginde Ferrik (Fe**) iyonlar1 indirgeme
giicii agisindan siralama BHA > Trolox > BHT > a-Tokoferol > Beyaz Bal CA
NADES > Beyaz Bal Glikoz NADES > Beyaz Bal Etanol seklinde belirlenmistir.
Ayrica yine 30 ng/mL konsantrasyonda Beyaz Bal ile standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmi (Cu?") kupréz iyonlarina (Cu") indirgeme aktiviteleri karsilastirildiginda,
indirgeme kapasitesine gore siralamanin BHA>  Trolox> BHT > a-tokoferol >
Beyaz Bal CA NADES> Beyaz Bal Glikoz NADES > Beyaz Bal Etanol seklinde
oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Tablo 5.2.’de verilmistir. Yiiksek absorbans degeri

yiiksek indirgeme kapasitesini gostermektedir.
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Standart Antioksidanlarla Mukayesesi

Tablo 5.2. Beyaz Bal’in 30 pg/ml Konsantrasyonunda indirgeme Kapasitelerinin

Antioksidanlar

Fe®* indirgeme

Cu?* indirgeme

(A 700) (has0)
BHA 2,806+0,045 2,252+0,018
BHT 1,500+0,039 1,714+0,138
a-Tokoferol 1,123+0,045 1,010+0,111
Trolox 2,153+0,114 1,868+0,053
Beyaz Bal CA NADES 0,530+0,005 0,245+0,046
Beyaz Bal NADES 0,507+0,016 0,204+0,002
Beyaz Bal Etanol 0,482+0,007 0,168+0,005

Beyaz bal antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in indirgeme metotlarinin
calisilmasinin yanisira DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve ABTS (2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) serbest radikal siipiirme yontemleri de ¢alisilmistir.
Calisilan her iki yontem dogal tirtinlerin radikalleri notralize etme yani radikal giderme

potansiyelini belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir (Giilgin, 2012)

DPPH yontemi, sabit bir mor renkli radikal olan DPPH'nin, antioksidan
molekiillerle reaksiyona girerek sarimsi renge doniismesi prensibine dayanir. Bu
dontisiim, elektron veya hidrojen atomu transferi yoluyla gergeklesir (Gulcin, 2020).
Beyaz balin DPPH radikalini siipiirebilmesi, beyaz balin icerdigi bilesenlerin
elektron/hidrojen verici o6zellikte oldugunu ve serbest radikallerin etkisiz hale
getirilmesine katkida bulundugunu gosterir. Bu etki, 6zellikle fenolik bilesikler,
flavonoidler, askorbik asit ve bazi enzimatik igerikler sayesinde gerc¢eklesmektedir.
Yapilan c¢alismada, Beyaz Bal’in ve kullanilan standart antioksidan molekiiller
sirastyla su sekilde DPPH radikali giderme aktivitesi sergilediler Trolox > a-
Tokoferol> BHA > BHT > Beyaz Bal CA NADES > Beyaz Bal Glikoz NADES >
Beyaz Bal Etanol
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Tablo 5.3. Beyaz Bal Cozeltisinin DPPH’ ve ABTS" Radikal Giderme Aktivitelerine
Ait ICso Degerlerinin, Standart Antioksidanlar Olan BHA, BHT, a-tokoferol ve

Trolox ile Karsilastirilmasi.

Antioksidanlar DPPH-Giderme ABTS*Giderme
1Cso R? I1Cso R?
BHA 9,05 0,9958 5,03 0,9739
BHT 19,2 0,9422 5,21 0,9986
a-Tokoferol 8,11 0,9875 11,75 0,9507
Trolox 6,90 0,9274 5,29 0,9894
Beyaz Bal CA NADES 31,64 0,9619 108,28 0,9544
Beyaz Bal Glikoz NADES 81,53 0,9873 130,75 0,9614
Beyaz Bal Etanol 141,43 0,9734 135,88 0,9755

ABTS yontemi ise genis spektrumlu bir radikal giderme metodudur. ABTS
bilesigi, potasyum persiilfat (K2S2Os) gibi bir oksidanla reaksiyona sokularak ABTS
(mavi-yesil renkli katyon radikali) haline getirilir (Giilgin, 2020). Bu radikal,
maksimum absorbansini genellikle 734 nm dalga boyunda verir. Numune eger radikali
giderme kapasitesine sahip ise bu radikal katyonla reaksiyona girer elektron veya
hidrojen verir ve boylece ABTS® radikali nétralize edilir (Giilgin,  2020).
Notralizasyon orani, ¢ozeltinin renginin agilmasiyla kendini belli eder. Renk kayb1
spektrofotometrik olarak 734 nm’de 6lgiiliir. Absorbans azaldikg¢a antioksidan aktivite
varhigi ispatlanmis olur. Calismada Beyaz bal ekstreleri {izerine denenen bu metodun
sonuglari sirasiyla su sekilde ABTS™ giderme aktivitesi sergilediler: BHA > BHT >
a Tokoferol > Trolox > Beyaz Bal CA NADES> Beyaz Bal Glikoz NADES > Beyaz
Bal Etanol seklindedir. Radikal giderme galismalarinin biitiin sonuglart Tablo 5.3.”de

verilmistir.

Calismanin bu asamasina kadar tiim sonuglar degerlendirildiginde, Beyaz bal
AChE ve BChE iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. Bu durum nérodejeneratif
hastaliklarda kullanilan sentetik inhibitorlere kiyasla daha zayif olsa da, Beyaz balin
dogal iiriin olmasi nedeni ile umut vericidir. Beyaz balin a-Glikozidaz inhibisyonu
gostermesi ise karbonhidrat metabolizmasina olan olasi etkisini desteklemekte, diyabet
yonetimi agisindan alternatif bir katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Beyaz bal
ekstreleri indirgeme kapasitesi ve radikal giderme kapasitesi ¢alismalarinda
standartlara kiyasla orta diizeyde antioksidan aktivite gostermistir. Bu durum, balin

igerdigi fenolik bilesikler, flavonoidler ve enzimler ile iliskilendirilebilir. Ancak beyaz
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balin diisiik renk yogunlugu ve polifenol igerigi, aktivite diizeyinin sinirli olmasinin

bir nedenidir.

Calismanin devaminda, beyaz bal numunesinin sekonder metabolit profili,
seker bilesimi ve kalite parametreleri modern analitik tekniklerle belirlenmistir. LC-
MS/MS analizleri, Yilmaz (2020) tarafindan validasyonu yapilmis yontem
dogrultusunda gergeklestirilmis ve sekonder metabolit gesitliligi ayrintili bigimde
ortaya konulmustur. Uygulanan gradient mobil faz programi sayesinde bilesiklerin
farkli alikonma siirelerine gore etkin ayrimi saglanmis, ¢oklu reaksiyon goriintiilleme

(MRM) teknigi kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizler yapilmstir.

Seker profili, HPLC yontemiyle belirlenmis; fruktoz (%41,2) ve glukoz
(%29,05) oranlarinin yiiksek oldugu, sakkaroz (%4,02), turanoz (%4,50) ve maltoz
(9%0,40) diizeylerinin ise disik oldugu tespit edilmistir. Bu degerler beyaz bal

numunesinin tipik monofloral 6zellikler tagidigini géstermektedir.

Prolin miktar1 UV-Vis spektrofotometri yontemiyle yaklasik 304,26 mg/kg
olarak bulunmus, bu durum balin olgunluk derecesi ve katkisizliginin bir gostergesi
olarak degerlendirilmistir. Diastaz aktivitesi Phadebas tablet metodu kullanilarak
belirlenmis ve diastaz sayis1 yaklasik 13,02 olarak hesaplanmistir. Bu deger, balin

enzim aktivitesinin ilgili mevzuat limitlerini sagladigin1 géstermektedir.

Refraktometrik yontemle saptanan nem igerigi ise yaklasik %15,8 olarak
Ol¢lilmiis ve bu sonug balin fermantasyon riskinin diisiik diizeyde oldugunu ve raf

omrii agisindan uygun stabiliteye sahip oldugunu ortaya koymustur.

Genel olarak, elde edilen tim analiz sonuglari, beyaz bal 6rneginin hem
kimyasal bilesimi hem de kalite parametreleri agisindan giivenilir, olgun ve katkisiz
bir bal 6zelligi oldugunu gostermektedir. Bu veriler, iiriiniin kalite kontrol siireclerine

katki saglamakla birlikte, ticari degerinin artirilmasi agisindan da 6nem arz etmektedir.

Beyaz balin biyolojik aktiviteleri ve kimyasal igerigi ¢ok yonli olarak
degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, beyaz balin AChE, BChE ve a-
glikozidaz enzimleri iizerinde orta diizeyde inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
Bu bulgular, beyaz balin 6zellikle ndrodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi metabolik

bozukluklarda destekleyici potansiyele sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Antioksidan aktivite agisindan degerlendirildiginde, beyaz balin hem
indirgeme kapasitesi hem de radikal giderme kapasitesi (DPPH, ABTS"™)
yontemlerinde standart molekiillere kiyasla daha diisiik olmakla birlikte, anlamli
diizeyde antioksidan etki gosterdigi saptanmustir. Ayrica beyaz balin sekonder
metabolit profili de LC-MS-MS cihazi ile detayli olarak analiz edilmis, en yiiksek
oranda tespit edilen bilesigin Kinik asit oldugu belirlenmistir. Kinik asit, literatiirde
antioksidan, antimikrobiyal ve antiinflamatuar 6zellikleriyle bilinen bir fenolik asittir.
(Ercan ve Dogru, 2022; Li vd. 2024). Bu bulgu, beyaz balin biyolojik aktivitesine
katk1 saglayabilecek onemli bir kimyasal bileseni isaret etmektedir. Beyaz balin seker
profili, HPLC yontemi kullanilarak incelenmis ve glikoz, fruktoz ve siikroz oranlarinin
bal i¢in kabul edilen sinirlar igerisinde yer aldigi saptanmistir. Bu sonuglar, analiz

edilen Beyaz bal 6rneginin dogal oldugunu ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, beyaz balin hem kimyasal bilesimi hem de biyolojik aktiviteleri

acisindan fonksiyonel bir gida olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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