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Ozet

Balin igerigi ve kalitesi arilarin habitatinda bulunan bitki 6rtlisiine bu bitki ortusiinden aldiklari nektar
tipine ve miktarina, bolgenin cografik konumuna, yukseltisine, 1si degisimlerine, ari kaynaklarinin saflig gibi
bircok 6zellige baghdir. Toplam fenol igerikleri Folin-Ciocalteu yéntemiyle Toplam fenolik bilesik 52.60554
+0.0458mg (mg GAE/gr ekstre basina), toplam flavonoid miktarlari aliminyum klorir metoduyla 60.8080
+0.0555 mg (mg QE/gr ekstre basina), toplam fenolik asit igerigi (TPA) 73.10769 +0.0309 mg (mg SA/gr ekstre
basina), toplam B-karoten 3.64699+0.0636 mg (mg/gr ekstre basina) ve toplam likopen icerigi 5.87298+0.0354
mg (mg/gr ekstre basina) ve toplam antioksidan aktiviteleri ise fosfomolibden yontemi ile tayin edilerek
belirlenmistir. Antioksidan etkisi 2,2-difenil-1-picryhydrazyl (DPPH) serbest radikali i¢in IC50 degeri 174.37
+1.414 mg (mg/gr ekstre basina) ile hidrojen peroksit giderme aktivitesi % 71.8405 bulunmustur. Reaktif
oksijen tlri olan hidroksil (¢OH) radikalinin temizleme etkisi ne bakildiginda 200 pg/ml konsantrasyonda %
28.245 bulunmustur. Deneylerde standart olarak butillenmishidroksitoluen (BHT), butillenmishidroksianisol
(BHA), a-tokoferol ve a-tokoferolun suda ¢éziinen bir analogu olan troloks kullanilmistir. HPLC analizde baldaki
fenolik bilesikler; krisin, klorogenik asit, kaffeik asit, sinapik asit, siringik asit, gallik asit ve ferrulik asit olarak
tespit edilmistir. Mikroorganizmalar gram (+), gram (-) bakteriler (Bacillus subtilis IM622, Staphylococcus aureus
6538P, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium NRRLE 4413, Klebsiella pneumoniae EMCS,
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 ile mayalar (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae) olusmaktadir.
Arastirma sonucunda, bal ekstrelerinin gram negatif (-) ve gram pozitif (+) bakterilere karsi antibakteriyel
aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimelerAntikanser, antimikrobiyal, antioksidan, bal, fenolik bilesikler

Determination of Anticancer, Antioxidant and Antibacterial Activities of Phenolic Extracts
of Honey Samples From Geng¢ Township ofBingdl Province

Abstract

The content and quality of honey change according to flora in which bees live and types and amounts of
nectar which bees collect, region's geographical location, altitude, temperature change and the purity of the
bee supply. Total phenol content by Folin-Ciocalteu method was determined as 52.60554 + 0.0458 mg (mg GAE
/ g per extract), the total flavonoid by aluminum chloride method as 60.8080 * 0.0555 mg (mg QA / g per
extract), total phenolic acid content ( TPA) 73.10769 +0.0309 mg (mg SA / g per extract), the total B-carotene
3.64699 + 0.0636 mg (mg / g per extract) and 0.0354 + 5.87298 mg total lycopene content (mg / g extract
alone) and total antioxidant activity were determined by the method of the phosphomolybdic. Antioxidant
effects of 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) The IC50 value for free radical was 174.37 + 1.414 mg (mg / g
per extract) with hydrogen peroxide removal activity was found 71.8405%. Reactive oxygen species having
hydroxyl (¢ OH) radical scavenging effect of what is viewed when 200 mg / ml at a concentration of 28.245%
was found. Butylatedhydroxytoluene (BHT), butylatedhydroxy anisole (BHA), a-tocopherol a trolox analogue
soluble in water were used as assay standard. The phenolic compounds in honey determined by HPLC analysis
were identified as; chrysin, chlorogenic acid, caffeic acid, sinapic acid, syringic acid, gallic acid, catechin and
ferrulic acid. Microorganisms were composed of gram (+), gram (-) bacteria and yeast. Bacterial species were
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(Bacillus subtilis IM622 Staphylococcus aureus 6538P, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium

NRRLE4413,

Klebsiellapneumoniae EMCS, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071,

Candida albicans,

Saccharomyces cerevisiae). As a result, honey extract was found to be having antibacterial activity against gram

negative (-) and gram positive (+) bacteria.

Key words:Anticancer, antimicrobial, antioxidant, honey, phenolic compounds

Giris
Bal, asirlar boyunca insanoglu i¢in dnemli bir
besin kaynagi olmustur. Bal bir¢ok bitkiden nektar

toplayan farkli cins arilarin olusturdugu bir
Grindldr.  Bal anlari  tarafindan  bitkilerin
ciceklerinden salgiladiklari  nektarlardan veya

bitkiler Gzerinde yasayan bazi canlilarin salgilarini
topladiktan sonra, vicutlarinda kendine 06zgu
maddeler ile karistirilarak degisiklige ugratilip, bal
peteklerine depolamalari ve bunun neticesinde
olgunlasmasini sagladiklari tath maddedir (Martin,
1979; Otles, 1995).

Balin icerigi ve kalitesi arilarin c¢evresinde
bulunan bitki ortsine bu bitki 6rtisiinden aldiklari
nektar tipine ve miktarina, bolgenin cografik
konumuna, vyikseltisine, 1s1 degisimlerine, ar
kaynaklarinin safligi gibi bircok 6zellige baghdir. Ancak
yapilan arastirmalar gostermistir ki insan saghg
acisindan fonksiyonel ozelliklere sahip olan balin
kaynag buyik olglde cicege baghdir (Efem,1988).

Balin en o6nemli anti bakteriyel ozelligi
icerdigi hidrojen peroksit diizeyi ile ilgilidir. Bu
diizey glukozoksidaz ve katalaz diizeylerinin
Olgllmesiyle belirlenir  (Weston, 2000). Bal
farkliliklarindaki antimikrobiyal aktivitenin farkhhg
kismen de olsa bu seviyelerin bir yansimasi olabilir.

Balin  antimikrobiyal ve  antioksidan
aktivitesine peroksit olmayan faktorlerde katkida
bulunur. Bunlar lizozim, fenolik asit ve
flavonoidlerdir. Bir biitiin olarak ele alindiginda bu
faktorler bala yaralarin pansumaninda benzersiz bir
ozellik verir. Enfeksiyonun hizli  bir sekilde
temizlenmesine, yaranin hizli depridmanina (yara
kenarinda canhhgini kaybetmis 0l dokunun
alinmasi), vyara izinin en aza indirilmesinde,
angiogenesisin yani sira doku graniilasyonu ve
epitel blylimenin uyarilmasina yol agar. Bununla
birlikte balin terapotik etkiside arastirmacilar
tarafindan dikkate alinmasina ragmen ¢alismalar
ham balin  antimikrobiyal aktivitesi {zerine
yogunlasmistir (Taormina ve ark., 2001; Basualdo
ve ark., 2007). Akabinde daha c¢ok balin fenolik
icerigi ve ham halinde antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi ile ilgili olmustur (Rauha ve ark., 2000;
Frankel ve ark., 2000).

Yapilan diger galismalarda bireysel fenolik
bilesikler gram negatif ve gram pozitif bakterilerde
genis bir vyelpazede blylimeyi inhibe ettigini
gostermistir (Davidson ve ark., 2005; Bravo ve ark.,
1998). Bu bilesiklerin antikanserojenik,

66

antienflamatuar, antiaterojenik, antitrombotik,

immun sistem ve  analjezik  faaliyetleri
gosterilmistir.  Bunlar  arasinda  antioksidan
fonksiyonlari da rapor edilmistir (Vinson ve

ark.,1998).

Son vyillarda bitkilerin antioksidan etkileri
gida sanayi ve kisisel diyetlerde kullanimlari ile ilgili
pek cok calisma vyapilmistir. Bunun sebebi ise
bitkilerin birer antioksidan olan karotenoid,
flavonoid ve fenolik bilesik igerigi bakimdan zengin
olmalari ve herhangi bir yan etkiye sahip
olmamalaridir (Kulkarni ve ark., 2006). Siklikla
kullanilan bitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve
batillenmis  hidroksianisol (BHA) gibi sentetik
antioksidanlarinin son yillarda kanser basta olmak
Uzere dejeneratif hastaliklarin olugmasinda etkin
oldugu ile ilgili iddia ve galismalarin olmasi Uzerine
arastirmalar tamamen bitkisel orijinli
antioksidanlar Uzerine yogunlasmistir (Gulgin ve
ark., 2006). Bitkisel orijinli antioksidan maddelerin
ve bilesiklerin ginlik diyetle direk bitkisel
beslenme ve bitkilerden kokenlenen bal gibi
bilesiklerden saglanmasi ile ilgili egilim giin gectikce
artmakta ve zamanla fonksiyonel gida terimi 6nem
kazanmaktadir.

Flavonoidler antioksidan o&zellige sahip
olduklarindan dolayi dejeneratif etkilerin
olusturdugu koroner kalp hastaliklari gibi bircok
hastaligin 6nlenmesinde etkin oldugu duslnilen
dogal bilesik gurubudur. Bitkilerden elde edilen
flavonoidler UV sinlarini absorbe ettikleri ve
antioksidan aktivite gostermelerinden dolayi
kanser tedavisinde kemoprotektif etkiye sahip
oldugu bildirilmektedir (Hertog ve ark., 1995).
Ayrica flavonoidlerin 16semi ve yumurtalik kanseri
(Larocca ve ark., 1990;Hirano ve ark., 1994) gibi
kanserli hiicreler Gzerinde sitotoksik etkiye sahip
oldugu bilinmektedir.

Tim ballar yapilarindan dolayi (antioksidan
ve antibakteriyel vb.) insan viicudu Uzerinde pozitif
etkiye sahiptirler. Bu ¢alismada Bingol ili Geng
bolgesinden elde edilen ballarin genel fenolik
bilesik iceriginin belirlenmesi ve elde edilen bal

ekstraktlarinin antikanser, antioksidan ve
antimikrobiyal  ozelliklerinin  arastirilmasi  ile
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ve balin

fonksiyonel gidalarda yapay antioksidan ve
antimikrobiyal maddeler yerine kullanilabilir olup
olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.
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Materyal ve Yontem

Materyal

Bal érneklerinin toplanmasi ve saklanmasi
Ornekleme islemi Bingdl ili Geng ilgesi

merkez bolgesinden yapilmistir. Orneklenen ballar

sterii  cam  kavanozlar igerisinde  ¢alisma

baslayincaya kadar oda sicakhginda direk gilines

1181 almayan karanhk ortamda depolanmislardir.

Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan tim kimyasallar ve reaktifler
analitik yada HPLC sinifi saflikta tedarik edilmistir.
Arastirmada polimerik adsorban olarak Amberlite®
XAD®-2 ticari markal Griin kullanilmigtir. Balin
icindeki fenolik bilesiklerde bulunan fenolik asit ve
flavonoidlerin miktarinin belirlenmesi ve
saptanmasi icin benzoik asit, kafeik asit, sinnamik
asit, p-kumarik asit, gallik asit, sinapik asit, askorbik
asit p-hidrosibenzoik asit, syringic asit, hidroklorik
asit, stlfurik asit, galangin, kaempferol, quercetin,
myrcetin, apigenin, luteolin, chrysin, hesperetin,
naringenin, 1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil (DPPH-)
radikali, ferrozin, linoleik asit, a-tokoferol, trolox,
polioksietilen sorbitan monolaurat (Tween-20),
trikloroasetik asit (TCA),folin-ciocalteu reaktifi,
sodyum karbonat, sodyum fosfat, aliminyum
kloriir, sodyum hidroksit, sodyum nitrit, sodyum
molibdat, amonyum molibdat, metanol, etanol,
butillendirilmishidroksianisol (BHA), bitillenmis
hidroksitoluen  (BHT), demir klorir, demir
ferrosiyanat, hidrojen peroksit, aseton, hekzan ve
fenontrolin Sigma-Aldrich’(Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Hicre kaltlrleri deneyi icin fetal
bovin serum ve %1 penisilin-streptomisin iceren
RPMI 1640 besi yeri Biologicallndustries (israil)’den
temin edilmistir.

Test mikroorganizmalarinin segcimi

Kullanilan mikroorganizmalar Ankara
Universitesi Fen Fakdltesi Biyoloji Bélimi ve Refik
Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi’'ndan temin
edilmistir (Cizelge 1).
Cizelgel. Kullanilan  mikroorganizmalar  ve
Uluslararasi Kodlar

Mikroorganizma  Mikroorganizma Kodu

B. subtilis IM622

E. coli ATCC25922
K. pneumoniae EMCS

S. aureus 6538P
C.albicans

P. aeruginosa DSM50071
S. typhimurium NRRLE4413

S. cerevisiae
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Metod
Bal ekstraklarinin hazirlanmasi

100 gr sizme bal 1 It'lik beherler igerisinde
1x102 mol/dm3 konsantrasyona sahip HCI (500ml)
ile kanstirllmistir. Bal iyice ¢ozildikten sonra adi
suzgec kagidi kullanilmasi vasitasiyla stiziilerek kati
partikillerinden uzaklastirillimistir.  Daha sonra
stzintl kanigimina (pH 2 distile su (HCI ile pH’si
disirilen 18.3 mQ distile su ile bal) 100 gr
Amberlite® XAD®-2 eklenmistir. Oda sicakhginda
yaklasik bir saat boyunca manyetik karistiricida
karistirilmistir.  Karisim cam kolona yiklenerek
1x102 mol/dm® HClI (300 ml) ile ve takiben
deiyonize su (300 ml) ile birlikte seker ve diger bal
bilesenleri uzaklastiriimasi igin yikanmistir. Kolonda
adsorbe edilmis olan fenolik bilesenler 1000 ml
metanol (pH:7) ile yikanarak alinis, 40°C’de rotary
evaporatérde azaltilmis basing altinda metanoliin
ucurulmasi saglanarak fenolik ekstre elde edilmistir
(Estevinho ve ark., 2008).

Fenolik bilesiklerden g¢ikarilan kalintilar bir
miktar su ve dietil eter ile U¢ kez ¢OzUlmustir.
Kombine ekstreler buharlasmaya maruz kaldiktan
sonra agirhklart 6lgilmis, kalinti pargasi ve
antioksidan test icin metanol ile antikanser ve
antimikrobiyal aktivite deneyleri icin DMSO ile
yeniden ¢Ozilmustir. Bir miktar su iginde
¢6zlinmus kalintidan fenolik bilesiklerin gikariimasi
icin 30 ml dimetil eter ile l¢ kez muamele
edilmistir (Estevinho ve ark., 2008).

Ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi
1. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Ekstreler icerisindeki toplam fenol miktari
Folin-Ciocaltaeu yontemine (Gamez-Meza ve ark.,
1999) gore yapilmistir. 150 pl 6rnek, 150 ul Folin
Ciocaltaeu reaktifi (%50’lik, h/h, suda) ve 3 ml
sodyum karbonat ¢ozeltisi (%2’lik, a/h, suda) deney
tiptne karistirllarak 30 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Sire sonunda ¢ozeltilerin
absorbanslari UV  Spektrofotometresi'nde 760
nm’de okunarak toplam fenol miktarlari; gallik
asitle gizilen kalibrasyon egrisinden, mg gallik asite
esdeger olacak sekilde hesaplanmistir.

2. Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi

Bal ekstresinden 150 pl alinarak 600 pl
distile suyun icerisine aktarilarak bu karisimin
Gzerine 90 pl %15’lik NaNO:2 sollisyonu eklenerek
karistirilmistir. 6 dakika sonra %10’luk AIClz.H20
sollisyonu bu c¢o6zeltiye eklenerek karistirilmistir.
Bunu takip eden yedinci dakikada, 1 M NaOH’dan
600 ul eklenmis, Uzerine 1500 pl distile su
eklenerek tim karisim ¢ok iyi ve nazikge
karistirilmistir. Ortaya ¢ikan pembe renk 510 ile
415 nm’de okunmustur. Quercetin eslenegi olarak
toplam flavonoid igerigi balin kilograminda
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miligram cinsinden hesaplanmistir (Barros ve ark.,
2007).

3. Toplam fenolik asit igerigi (TPA) belirlenmesi
Bal ekstresinden (1.0 ml) 0.5 M hidroklorik
asit (2.0 ml) ve 10 g sodyum nitrit, 10 g sodyum
molibdatin 100 ml suda ¢ézdirilmesiyle hazirlanan
¢Ozlici (2.0 ml) eklenmistir. Bunu takiben % 8.5
(w/w) sodyum hidroksitten (2.0 ml) eklenmis, daha
sonra son hacim 10 ml olacak sekilde distile su
ilave edilmistir. Absorbans 505 nm’de okunmus
olup, kor olarak her bir ekstre igin 10 ml su
kullanilmistir. Sinapik asit kalibrasyon egrisinden
sinapik asit es degeri (mg/g) olarak toplam fenolik

asit icerigi hesaplanmistir (European
Pharmacopoeia, 2004).
4. Toplam B-karoten ve likopen igeriginin

belirlenmesi

Karotenoidlerin icerigi Barros ve ark. (2007)
metotu  kullanilarak  yapiimistir.  Karoten ve
likopen’in belirlenmesi igin bal fenolik ekstresinden
100 mg alinarak 10 ml aseton-hekzan (4:6) karisimi
icerisine konulanarak 1 dakika stresince iyi bir
sekilde karistirilarak Whatman No. 4 filtre kagidiyla
stzlilmis , stzlintinlin absorbans degerleri 453,
505 ve 663 nm, dalga boylarinda olgimleri
yapilmistir. B-karoten ve likopen igerikleri standart
grafiklerle degerlendirilerek kilogram baldaki
karotenoid miktari miligram cinsinden
hesaplanmistir.

5. DPPH radikalinin etkisinin giderilmesi
Bal fenolik ekstresinin (0.3 ml) igerisine
litrede 6x10° mol olacak sekilde hazirlanan DPPH

radikali iceren 2.7 ml metanolik karisim
karistinlmistir.  Bu  karisim  glicli  bir  sekilde
calkalanarak 60 dakika  karanlik  bdlgede

bekletilmistir. DPPH radikalinin azalmasi 517 nm’de
absorbsiyounun olglimesi ile aktivite belirlenmistir
(Pokorny ve ark., 2001; Hatano ve ark., 1988).

6. indirgeyici gii¢ 6zelliginin élciilmesi

Degisik konsantrasyonlar’da bal ekstre
lerinden 2.5 ml alinarak, 2.5 ml (pH 6.6) litresinde
200 mmol bulunacak sekilde hazirlanan sodyum
fosfat tamponu ile %1’lik 2.5 ml potasyum ferrik
siyanit ile karistirilarak ve 50°C’de 20 dakika inkiibe
edildikten sonra uzerine hazirlanan %10’luk tri
kloroasetik asitten 2.5 ml katilmis ve bu karisim
1000 rpm’de 8 dakika santrifiij edilmistir. Santrifj
sonrasinda Ust faz alinarak yaklasik 5 ml’sine 5 ml
deiyonize su ve 1 ml % 0.1'lik demir klorid
(FeCls.6H20) konularak spektrofotometrik olarak
700 nm’de okumasi gergeklestirilmistir (Ovyaizu,
1986).
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7. Hidrojen aktivitesinin
belirlenmesi

Bal orneklerinin metanol ile hazirlanan
ekstrelerinin hidrojen peroksit giderme aktivitesi
Ruch ve ark. (1989) belirledikleri metoda gore
yapilmigtir. Bu yontem, antioksidanlarin H.0.'e
elektron vererek, onu suya indirgemelerine
dayanmaktadir.Bunun igin pH’si 7.4 olan fosfat
tamponunda 43 mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi
hazirlanmistir.  H202  konsantrasyonu  spektro
fotometrik olarak, H202'in 230 nm’de absorbans
gbstermesiyle belirlenmistir. 5, 10, 15, 20 pg/ml
konsantrasyonunda alinan bal ekstrelerinin hacmi
4 ml'ye kadar tampon ¢ozelti ile tamamlanmistir.
Daha sonra 0.6 ml hidrojen peroksit (43 mM)
¢ozeltisi ilave edilmistir. 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra hidrojen peroksitin azalan
miktari 230 nm’de azalan absorbans olarak
kaydedilmistir. Kontrol hidrojen peroksit iceren
tampon ¢ozelti kullaniimistir.

Axontrol - Asrnek

peroksit giderme

% inhibisyon =---------mmmeeeeeev x100
Axontol
8. Hidroksil radikali giderme  ézelliginin
belirlenmesi
Yu ve ark., (2004) metodu ile analiz

edilmistir. Metoda gore reaksiyon karisimi 1 mM
FeCl2’den 60 pl, 1 mM 1,10-phenanthroline’den 90
ul, 0.2 M fosfat tamponundan (pH 7.8) 2.4 ml, 0.17
M  H202’den 150 pl ve 1.5 ml degisik
konsantrasyonlarda ekstre eklenerek hazirlanmis
olup bu karisima H202"nin eklenmesiyle reaksiyon
baslatiimistir. Oda sicakliginda yapilan 5 dakikalik
inklibasyon sonrasinda spektrofotometre
kullanilarak 560 nm’de yapilan 6lgiim sonrasinda
hidroksil radikalini uzaklastirma aktivitesi asagidaki
esitlige gore hesaplanmistir.

Uzaklastirma orani= (1-(A1- A2)/ Ao) x %100,

Burada A, kontrolin (ekstre olmaksizin)
absorbansi, A, ekstre varliginda alinan absorbans
degeri, A: ise 1,10-phenanthroline olmaksizin
alinan absorbans degeridir.

9. Toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Prieto ve ark., (1999) calismalarina gore
degerlendirilmis ve a-tokoferol esdegeri olarak
ifade edilmis, kisaca, 0.4 ml metanolde
¢Ozdurulmis ekstre ile 4 ml reaktif ¢ozeltisi (0.6 M
sulfirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM
amonyum molibdat) karistirilmistir. Kér olarak bal
ekstresi yerine metanol kullaniimistir. Reaksiyon
karisimi vorteks ile karistirildi ve su banyosunda 90
dakika slreyle 95°C’'de bekletilmistir. Absorbans
695 nm dalga boyunda Olgllerek, antioksidan
aktivitesi o-tokoferol esdegeri (a-TE mg/g ekstre)
olarak hesaplanmistir.



Tlrk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 3(1): 65-74, 2016

HPLC analiz

Flavonoid bilesiklerin ve fenolik asitlerin
tanimlanmasinda HPLC’ de ters faz C 18 kolonuna,
gradient ellisyonla ve 35.2°C’de akis hizi 0.5 ml/dak
olacak sekilde ¢ahisilmistir(Yao ve ark., 2003). Mobil
faz pH 2.5 olan fosforik asit (%5) iceren 18.3 mQ
dH20 (¢6zlici A) ve metanol (¢6ziici B). Tim bal
ekstre orneklerinin yukleme hacimleri 10 pl'dir.
olarak bir gradient programi ile asagidaki gibi
uygulanmistir: 95-83% A (10 dakika), 83—74% A (10
dakika), 74—-42% A (20 dakika), 42-5% A (10 dakika)
ve 5-95% A (10 dakika). Fenolik asit ve
flavonoidlerin analizleri 290 nm yapilarak ve
tanimlama piklerin alikonma zamanlarinin ve
spektrumlarinin ticari standartlar ile
karsilastiriimasi ile belirlenmistir.
Ekstrelerin Aktivitelerinin
Belirlenmesi
Agar disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal
etkinin belirlenmesi

Bal orneklerinin antimikrobiyal aktivite
testleri Berghe ve ark. (1991) tarafindan kullanilan
metoda gore gergeklestirilmistir.  CozUclleri
ucurulmus kuru bal ekstreleri, 25 mg/ml olacak
sekilde  dimetilsulfoksit ~ (DMSO) igerisinde
¢6zilmis, HPLC saflikta filtrasyon yapan 0.22
pum’lik  naylon membran filtreler kullanilarak
suzillen ekstreler kullanilmistir. Daha sonra 17 g
Mueller Hinton Agar 500 ml distile su ile
kanistirilarak hazirlanan besiyeri petri kaplarina
aktarilmis, katilasan besiyerlerini iceren petri
kaplari, kullanilana kadar buzdolabinda +4°C'de
saklanmistir. Testte kullanilan mikroorganizmalarin
kaltur stispansiyonundan 200’er ul (yaklasik olarak
Mc Farland 0.5 esitligine gére 10° koloni igerir),
Mueller Hinton Agar iceren petri kaplarina
aktarilarak eklivyon gubugu ile yuzeye yayilmis,
daha sonra 6 mm capa sahip 40’ar pl (20 pl +20 pl)
ekstre emdirilen diskler, steril bir pens yardimiyla
Uzerine bakteri ekilen petri kaplari igerisindeki
besiyerine yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak
40 pl DMSO emdirilen diskler kullaniimistir.
Streptomisin, referans antimikrobiyal olarak
kullanilarak, petri kaplari 1 saat 4°C’'de daha sonra
24 saat 37°C'de inkibe edilmis, antimikrobiyal
aktivite, ekstre emdirilen disklerin etrafindaki
zonlarin ¢apinin élgllmesi ile belirlenmistir (Berghe
ve ark., 1991; Eloff, 1998).

Antimikrobiyal

Antikanser Ozelliginin Belirlenmesi
1. Hiicre kiiltiirii

insan prostat kanser hiicreleri (PC-3) (ATCC),
%10 oraninda fetal bovin serum (Biological
Industries) ve % 1 oraninda penisilin-streptomisin
(Biological Industries) iceren RPMI 1640 (Biological
Industries) hiicre biyime besiyerinde 37°C'de %5
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CO?’li inkiibatérde gogaltilmistir. Hicreler her giin
kontrol edilerek iki ya da ¢ glinde bir
pasajlanmistir. Pasaj araligi 5-10 arasi tutulmustur.

2. Hiicre canhlik analizi

Hucre canlilik analizi WST-1 hicre ¢ogalmasi
kiti (ClontechLaboratories) kullanilarak yapilmistir.
PC-3 hucreleri ¢ogaltildiktan sonra her bir
kuyucukta 5x102 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakaya ekilmistir. 24 saat sonra geng balin ektresi
1000, 500, 250, 125, 60, 30, 15 ve 7 pg/ml
dozlarinda kuyucuklardaki hiicrelere eklenerek 24
saat boyunca inklbasyona tabi tutulmustur.
Kontrol kuyucuklarina sadece bilylime besi yeri
eklenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir
kuyucuga 5 pl WST-1 eklenmistir ve 4 saat boyunca
hicreler inkibe edilmistir. Her kuyucugun 450
nm’de absorbansi mikro plaka okuyucu (Molecular
Devices) ile ol¢tilmustiir (Referans dalga boyu 630
nm alinmistir).

istatistiksel analizler

Tum olgumler 3 kez tekrarlanmis veyapilan
analizler student’s t-test programi kullanilarak
p<0,05 given araliginda hesaplanmistir.

Bulgular ve Tartisma
Ekstraksiyon Verimi ile ilgili Bulgular

Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen
ekstre miktarlari Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Bal orneklerinden elde edilen ekstre

miktarlari
Ornek Bal (g) Ekstre miktari (mg)
Geng bali 100 58

Antioksidan Aragtirma Bulgulari
Toplam fenolik madde miktari ile ilgili bulgular
Standart grafikten elde edilen formilden de
bal ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik
miktarlari galik asit ekivalent (GAE) olarak
hesaplanmistir (r?: 0.999).
Bal orneklerinden elde edilen metanol
ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam fenolik bilesik
miktari Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3.Metanolekstrelerinin 1 g’inda bulunan
toplam fenolik bilesiklerin  Gallik  Asit
esdegeri olarak

Ekstre Toplam fenolik bilesik (mg GAE/g)

Geng 52.60554 +0.17012

Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi ile ilgili
bulgular

Bal ekstrelerinde toplam flavonoid miktari
standart grafikten elde edilen formil yardimiyla
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quercetin ekivalent (QE) olarak hesaplanmistir (r?:
0.9705). Toplam flavonoid madde miktari mg
olarak Cizelge 4’de verilmistir.

Cizelge 4.Metanolekstrelerinin 1 g'inda bulunan
toplam flavonoid miktari

Ekstre Toplam flavonoid miktari(mg

Geng 60.8080+0.0009

Toplam fenolik asit icerigi (TPA) belirlenmesi ile
ilgili bulgular

Standart grafikten elde edilen formdl
yardimiyla ekstrelerde bulunan fenolik asit miktari
sinapik asit ekivalent olarak hesaplanmistir (r’:
0.9621).

Toplam fenolik asit miktari sinapik asit
eslenigi olarak Cizelge 5’de verilmistir.

Cizelge 5.Metanolekstrelerinin 1 g’inda bulunan
fenolik asit miktari

Toplam flavonoid miktari

Ekst
stre (mg sinapik asit/g ekstre)
Geng Bali 73.10769 +0.0309
Toplam  B-karoten ve likopen igeriginin

belirlenmesi ile ilgili bulgular

Ekstrelerin absorbans degerleri 453, 505 ve
663 nm, dalga boylarinda olgimler yapilarak B-
karoten ve likopen igerikleri asagidaki hesaplama
formulleri  kullanilarak  belirlenmistir. Karoten
miktar Cizelge 6’da, likopen miktarida Cizelge 7’de
gosterilmistir.

B-karoten (mg/100 ml) = 0.216Aes3—
0.304As0s+ 0,452A4s3
Likopen (mg/100 ml) = —0.0458Acs3+

0.372As05— 0.0806A453

Cizelge 6. Bal ekstrelerindebulunan B-karoten
miktari (mg/g ekstre)

Ekstre mg/g ekstre

Geng Bali 3.64699+0.0636

Cizelge 7. Bal ekstrelerinde bulunan likopen miktari

(mg/g ekstre)
Ekstre mg/g ekstre
Geng Bali 5.87298+0.0354

DPPH radikalinin etkisinin giderilmesi ile ilgili

bulgular
Bal oOrneklerinin antioksidan aktivitesine
bagli gercek absorbans degerleri asagidaki

esitlikten % DPPH inhibisyonu hesaplanmistir.

Akontrol - Anumune
% Inhibisyon =-----------semmeeeeev x100
Akontol
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Bal ekstrelerinin DPPH radikali giderme
aktivitesi Sekil 1'de gorildigu gibi konsantrasyon
ile dogru orantili olarak artmistir.
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Sekil 1. Bal ekstrelerinin DPPH radikali giderme
aktivitesi (% inhibisyon)

DPPH" konsantrasyonunun vyariya indigi
durumdaki antioksidan konsantrasyonu ECso olarak
verilir. Baslangic DPPH konsantrasyonunu % 50
azaltmak icin gereken 6rnek konsantrasyonu (ECso),
antioksidan  aktiviteyi  hesaplamakta  siklikla
kullanilan bir yontemdir. Diisik ECso degeri yiksek
antioksidan kapasiteyi gosterir. Ekstrelerin, BHA ve
a-tokoferol’lin ECso degerleri Cizelge 8'de verilmistir.

Cizelge 8. Bal drneklerinin ve pozitif kontrollerin,
DPPH radikalinin % 50 inhibisyonunu
saglayan derisimleri

Ekstre ECso (mg/ml)
Geng Bali 174.37 £1.414

a-Tokoferol 93.50+1.131

BHA 92.40+0.919

indirgeyici gii¢ 6zelliginin 6l¢iilmesi ile ilgili
bulgular

Antioksidan ¢alismalarda kullanilan  bu
metotta ornekteki rediktanlarin (antioksidanlarin)
varliginda Fe*® ferrik siyanit kompleksi, Fe*?
formuna indirgenir.

Bal 6rneklerinin indirgeyici gli¢ ozellikleri ile
ilgili absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 2.de
gosterilmistir.
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Sekil 2. Bal 6rneklerinden elde edilen metanol
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda (50-
200 pg/ml) indirgeme kuvvetlerinin standart
antioksidan olan a-tokoferol, BHA ve BHT ile
karsilastiriimasi
Hidrojen peroksit giderme aktivitesinin
belirlenmesi ile ilgili bulgular
Bal ekstreleri 10 pg/ml konsantrasyonunda
hidrojen peroksit giderme aktivitesi birer standart
antioksidan olan BHA, BHT ve Troloks ile
karsilastirmasi Sekil 3'de verilmistir.
Bal ekstrelerinin H.0. radikali giderme
aktivitesi Sekil 4’de gorildigi gibi konsantrasyon
ile dogru orantili olarak artmaktadir.

804
B
60+ | mmew
B2 BHT
El TROLOX
3 GENC BALI

Hidrojen Peroksit giderme (% inhibisyon)
]
T

0

Konsantrasyonlar (10 pg/ml)

Sekil 3. Bal orneklerinin ve standart
antioksidanlarin 10 ug/ml
konsantrasyonunda H20: giderme aktivitesi

2 - 100 —B— GENC
o 80 BALI
[} k q
S g 60 7/ ——BHA
T 3 40
o3
5 O 20 / BHT
Sy
O T 1
0 10 20
Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4. Bal ekstraklarindan elde edilen
ekstrelerinin 5-10 pg/ml

konsantrasyonlarinda H»0: radikali giderme
aktivitesi standart antioksidan olan a-
tokoferol, BHA ve troloks ile karsilastiriimasi
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Sekil 5. Bal ekstrelerinin OH radikalini giderme
aktivitesi (% inhibisyon)

B3 BHA
B TROLOX
GENG BALI

Hidroksil Radikali Giderme Aktivitesi (% Inhibisyon)
5

S SES S S

Konsantrasyonlar (ug/mL)
Sekil 6. Bal ekstrelerinin BHA ve troloks’in farkl
konsantrasyonlarinin % hidroksil radikali
giderme aktiviteleri

Hidroksil radikali giderme ézelliginin belirlenmesi
ile ilgili Bulgular

Bal ekstrelerinin OH® radikali giderme
aktivitesi Sekil 5’de gorildagu gibi konsantrasyon
ile dogru orantil olarak artmaktadir. Sekil 6’da
konsantrasyona bagli yiizde inhibisyon stitun grafik
haline taginmistir.

Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi ile
ilgili bulgular

Yapilan o6lgcimler p<0,05 gliven araliginda
test edilmistir. Sonuclar mg o-TE/g ekstre seklinde
o-TE ile hazirlanan standart kalibrasyon grafigine
(r?: 0.999) gore eslenerek Sekil 7’de verilmistir.

HPLC Analizi ile ilgili Bulgular

HPLC analizi yapilan ballarin
kromatogramlari Sekil 8."de, bulunan fenolik
bilesiklere ait pikler ve isimleri birlikte verilmistir.
Fenolik bilesikler agisindan kromatogramda yogun
olarak fenolik asitler bulunmaktadir.

Kromatogramda flavonoid olarak chrysin
gorialmustar.
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Cizelge 9. Bingdl yoresinden toplanan bal
orneklerinin antimikrobiyal etkisi
Mikroorganizma Geng Str. DMSO
S. aureus* 7.0£0.1  25%0.20 R
P. aeruginosa* 7.0£0.11 26%0.20 R
K. pneumoniae* R 24+0.10 R
S.typhimurium* R 25+0.15 R
E. coli* R 2610.22 R
B. subtilis* R 25+0.12 R
C.albicans* R 25+0.11 R
S.cerevisiae* R 2310.20 R

Pozitif kontrol olarak Streptomisin (Str) diskleri kullanilmistir
(Bioanalyse).  Negatif kontrol olarak DMSO (Merck)
kullanilmigtir.

(*): Rakamlar inhibisyonzonlarinin ¢aplarini géstermektedir. Her
disk 6 mm gapinda olup disklere 40’ar plekstre emdirilmistir.

Antimikrobiyal Aktivite Tayini ile ilgili Bulgular

Bal orneklerinin antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek amaciyla yapilan galismalarin bulgular
Cizelge 9’da verilmistir.

PC-3 Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine Etkileri

Bal ektresinin PC-3 hucrelerinin canliligi
Uzerine etkisi in vitro ortamda WST-1 ydntem ile
belirlenmigtir. Bal ektresinin hiicre canhhgini nasil
etkiledigi Sekil 9’da gosterilmistir. Buna gore
degisik konsantrasyonlarda 24 saat boyunca PC-3
kanser hiicrelerine uygulanan bal ektresi 500 (p
<0.05) ve 1000 (p <0.01) pug/ml konsantrasyonlarda
hicre canliigini kontrol hiicrelerine gére 6nemli
Olglide disirmustir. Sekil 9’da ki sutlin grafiginde
gosterilmistir.
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Sekil 7. Bal ekstrelerindeki toplam antioksidan
aktivitesi
LS
r ACHT E0nm
2504
215 @
2004 ;f
wsl B
1507
1259 g
o3 zEg
28] g st g;
£ = o =}
it pa R N | P
3 3t i At L -]
[

T T T T T T
o 60 100 150 20 250 w00 360 %0 500 min

Sekil 8. Geng bali ekstresindeki fenolik maddeleri
gosterir HPLC kromatogrami
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Sekil 9. Gen¢ balinin fenolikektresinin PC-3

hicrelerinin canlihg tizerine etkisi

Sonug ve Oneriler

Bal ektresi grafikte belirtilen dozlarda 24
saat boyunca PC-3 hiicrelerine uygulanmistir.
Kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan
uygulanmamis olup sadece blylime besiyeri
eklenmistir (veriler ortalama * SD olarak ifade
edilmistir. *p<0.05 vs. kontrol, **p<0.01 wvs.
kontrol, n=3). Bal ekstrelerinin kanser hiicreleri
Uzerine  sitotoksik  Ozellige  sahip  oldugu
belirlenmistir.

Fenolik ~ maddelerin  molekiil  yapisi,
oksidasyonun oldugu ortamdaki ¢oziinirlikleri ve
sinerjetik—antagonistik etkileri gibi faktorler madde
nin antioksidan 6zelligini etkileyebilmektedir (Heim
ve ark., 2002).

Toplam antioksidan aktiviteye baktigimizda
genc bali ekstrelerinde fenolik madde miktari ile
toplam antioksidan aktivite arasinda pozitif bir
korelasyon vardir.

Bal ekstrelerinin likopen icerigine
bakildiginda geng¢ bali (5.049392 mg/g ekstre) ile
yuksek bir deger olarak bulunmustur (Cadenas,
1989).

Estevinho ve ark., (2008) ballarin fenolik
ekstrelerinden elde ettikleri ekstrelerin DPPH
serbest radikalini giderme aktivitesi ile ilgili olarak
konsantrasyonun artmasiyla birlikte (12.5 mg/ml,
25 mg/ml, 50 mg/ml) DPPH serbest radikalini
temizleme aktivitesinde (% 36.3,% 49.4,% 69.2)
artis oldugunu tespit etmislerdir.

Bu ¢alismada bal 6rneklerinden elde edilen
fenolik  ekstrelerinin, DPPH, OHwve H02
radikallerinin giderilmesinin konsantrasyona bagli
olarak artig1 gdzlemlenmistir.

Bal ekstrelerinin H20: radikalini giderme
etkisi Trolox, BHA ve BHT'den daha yiiksek oldugu
gorilmustar.

Bununla  birlikte bu c¢alhsmada bal
orneklerinden elde edilen fenolikekstrelerin ferik
iyonlarini (Fe*®) ferréz iyonlarina (Fe*?) indirgeme
kuvveti konsantrasyona bagh olarak artmis olup
Estevinho ve ark. (2008) yaptig calismalara benzer
ozellikler gbstermistir.
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Mundo ve ark. (2004), bal lizerinde yapmis
olduklari  c¢alismalarda  balin hastallk  ve
enfeksiyonlara neden olan bircok
mikroorganizmanin gelisimini inhibe ettiklerini
tespit etmislerdir. Yapilan laboratuvar arastirmalari
balin E. coli, S. aureus ve S. enterica Ser.
Typhimurium gibi yaralarda bulunan bakterilere
kargi etkili oldugunu gostermistir.

Aksoy ve ark. (2006), Bingol yoresinde
toplanan bal 6érneklerinin antimikrobiyal etkisi ile
ilgili yapmis olduklari ¢alismada bal 6rneklerinin
test mikroorganizmalarinin  gelismelerini  fakh
oranlarda engelledigini Karliova, Geng, Solhan, Kigi

ve Bingdl Merkezden alinan bal &rneklerinin
oldukg¢a guglu antimikrobiyal etkilerinin oldugunu
ozellikle Karliova’dan alinan Orneklerin  test
mikroorganizmalarinin  genel olarak etkili bir
sekilde  gelismelerini  engellediklerini  tespit
etmislerdir.

Bal ekstrelerinin c¢alismada kullandigimiz
test mikroorganizmalarinin  gelismelerini  farkl
oranlarda engelledigi gérilmustir.

Genel olarak baldaki fenolik bilesiklere en
duyarlh mikroorganizmalarin S. aureus ve P.
Aeroginosa oldugu tespit edilmistir. Bu calisma,
Estevinho ve ark. (2008), Mundo ve ark. (2004),
Cooper ve ark. (1999), Agbaje ve ark. (2006) bal ile

ilgili  yaptiklar  galismalara benzer Ozelikler
gostermektedir. Yapilan bu galismada ayni sonuca
ulagilmustir.

Sonu¢ olarak, c¢alismadaki bal fenolik

ekstrelerinin antikanser, antioksidan ve kismen
antibakteriyel 6zellige sahip oldugu gozlenmistir.
Son yillarda modern ve hizli yasam ile artan nifus
insanlarin beslenme seklindeki degisikleri ortaya
cikartmistir.  Bu degisimler sonucunda yapay
besinler, fabrikasyon ve paketli ticari Urlnlerin
tiketim paylari daha da ¢ok artmistir. Bu besinlerin
ticari olmasi ve dolayisiyla Urtnlerin  raf
omidrlerinin  uzatilmasi icin antimikrobiyal ve
antioksidan etkiye sahip sentetik antioksidan ve
antimikrobiyal ajanlara ihtiya¢ duyulmustur. Bu
eklentilerin varhg rahatsizliklara yol agmaktadir.
Ayni zamanda raf émriinl uzatmak igin kullanilan
ticari  kimyevi  antibiyotiklere  karsi  direng
gelisiminde de artis olmustur. Bu nedenden dolayi
tlkemizde ve tim diinyada dogal ve gercek ekolojik
Urinlere ve bu dUrinlerden elde edilecek olan
antioksidan ve antimikrobial Urlnlere talep
artmistir. Bu c¢alisma igerisinde bahsedilen iki
ozelligi dolayisiyla bal ve baldan elde edilen
turevlerine karsi ilgi ise giin gectikce artmaktadir.

Tesekkiir
Bu calisma Bingdl Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi (BUBAP) tarafindan
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desteklenmistir. BUBAP 2010-16 nolu projenin bir
kismini icermektedir.
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