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ÖZET 

ANZER BAL VE POLENİNİN BAZI BİYOAKTİF ÖZELLİKLERİNİN in vitro 

OLARAK İNCELENMESİ 

Hilal Ebru HOTAMAN 

Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

Danışmanı: Prof. Dr. Hasan EFE 

  Bal ve polen tedavi kaynağı olarak kullanılan bazı biyoaktif bileşikleri içerirler. Bu 

çalışmada Doğu Karadeniz Bölgesi Anzer Yaylası’ndan toplanan arı bal ve polenleri kullanıldı. 

Anzer balının saflığının belirlenmesi açısından öncelikle fiziksel ve kimyasal parametreleri 

çalışıldı. Sonra bal ve polenlerin antioksidan özellikleri ve hyaluronidaz ve üreaz enzimlerini 

inhibisyonu analiz edildi. Antioksidan kapasiteyi belirleyen testlerin sonucu: toplam fenolik 

içerik ballarda 22,01±0,25, polenlerde 753,21±0,91 mg GAE/100g numune; toplam flavonoid 

içerik ballarda 2,32±0,04, polenlerde 245,03±2,48 mg QE/100g numune; toplam tanen içerik 

ballarda tespit edilemedi, polenlerde 34,94±1,21 mg KE/100g numune; demir (III) indirgeme 

antioksidan kuvveti (FRAP) ballarda 90,51±1,13, polenlerde 390,65±2,39 μmol Troloks/100g; 

DPPH• (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi ballarda 58,94±0,73, 

polenlerde 1,47±0,02 mg/mL olduğu bulundu. Anzer bal ve polen ekstraktlarının hyaluronidaz 

ve üreaz enzimleri üzerine inhibisyon etkileri IC50 değerleri olarak hesaplandı. IC50 değerleri 

hyaluronidaz için ballarda 0,17±0,01g/mL, polende 0,07±0,01 g/mL, üreaz için ballarda 

21,83±0,01mg/mL, polende 1,32±0,00 mg/mL’dir. Sonuç olarak hem bal hem de polen 

ekstraktlarında, enzim inhibisyonları ile antioksidan kapasite arasında pozitif korelasyonlar 

vardır. 

2015, 69 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Anzer, Bal, Polen, Antioksidan, Enzim  İnhibisyonu. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF SOME BIOACTIVE PROPERTIES OF ANZER HONEY AND 
POLLEN in vitro 

Hilal Ebru HOTAMAN 

Recep Tayyip Erdoğan University 

Graduate School of Health Sciences 

Deperment of Medical Biochemistry 

Master’s Thesis 

Supervisor: Prof. Dr. Hasan EFE 

Honey and pollen have some bioactive compounds that are used as treatment source. Bee 

honey and pollen harvested from Anzer Plateau of Eastern Black Sea Region included to the 

study. To check the purity of Anzer honey firstly physical and chemical parameters were 

studied. The antioxidant and inhibition properties of honeys and pollens on hyaluronidase and 

urease enzymes were analyzed. Average results of antioxidant capacity determines tests: total 

phenolic content for honey 22,01±0,25, for pollen 753,21±0,91 mg GAE/100g sample; total 

flavonoid content for honey 2,32±0,04, for pollen at 245,03±2,48 mg QE/100g sample; total 

tannin content was not detected in honey, for pollen 34,94±1,21 mg KE/100g sample; iron (III) 

reducing antioxidant power (FRAP) for honey 90,51±1,13, for pollen at 390,65±2,39 μmol 

Trolox/100g sample; DPPH• (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging activity for 

honey 58,94±0,73, for pollen 1,47±0,02 mg/mL were found. Inhibition effects of Anzer honey 

and pollen  extracts on urease and hyaluronidase enzymes were calculated as the IC 50 values. 

The results of hyaluronidase IC 50   for honey 0,17±0,01g/mL, for pollen 0,07±0,01g/mL, urease 

IC 50  for honey 21,83±0,01 mg/mL, for pollen 1,32±0,00 mg/mL were determined. 

Consequently, there are positive correlations between enzyme inhibitions and antioxidant 

capacity of both honey and pollens ekstracts. 

2015, 69 sayfa 

Key words: Anzer, Honey, Pollen, Antioxidant, Enzyme Inhibition. 
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1. GENEL BİLGİLER

1.1.  Giriş 

Eskiden beri insanoğlu hastalıkların tedavisinde arı ürünlerinden yararlanmıştır. 

Günümüzde de arı ürünleriyle tedavi yani apiterapi hala önemini korumaktadır. Bal, arı 

sütü, propolis, bal mumu, polen gibi apiterapi ürünleri tıpta ve veterinerlikte sıkça 

kullanılmaktadır (Ceyhan, 2000). 

Arı ürünlerinden üzerinde en fazla çalışılanı bal ve polen olup her ikisi de son 

derece yüksek besin değerine sahiptir. Ancak besin değerinden daha ziyade birer doğal 

ürün olan bal ve polenin önemli derecede biyolojik potansiyele sahip olması son 

yıllarda öne çıkmaktadır. Bu sebeple bal ve polenin biyolojik değeri başta antioksidan 

aktivite olmak üzere, antibakteriyel, anti-inflamatuar, antikanserojen, antimikrobiyal, 

antiviral etkilerinin aydınlatılması açısından çalışılmaya değerdir. Apiterapik ürünlerin 

biyolojik potansiyelleri toplandıkları bölgenin coğrafik ve floral özelliklerine bağlı 

olarak değişim gösterir (Kaskoniene, 2010). Türkiye bulunduğu coğrafik konumdan 

dolayı dünyanın önde gelen coğrafik bölgelerinden biri olup, ülkemiz arıcılık 

potansiyeli ve bal üretimi bakımından dünyada ön sıralardadır. Ancak gerek apiterapik 

yönden ve gerekse ürünlerin tanıtımı bakımından ön planda değil ve dünyadaki 

tanınırlığı bakımından hak ettiği yeri almamıştır. Doğu Karadeniz Bölgesi’ ne ait olan 

ve halk arasında çok değerli olduğuna inanılan Anzer balı ve poleninin diğer ballardan 

farkı, biyoaktif özellikleri ve biyo-yararlılıkları konusundaki araştırmaların yetersiz 

olması bu çalışmanın temel amacıdır.  

Çalışmamızda normal çiçek ballarından farklılık arz eden Anzer balının pahalı bir 

bal olmasından dolayı biyolojik aktif özellikleri ile ön plana çıkarılması, ayrıca Anzer 

yöresindeki polenlerin de biyolojik etkinliğin ortaya çıkarılması amaçlandı. Bu tezde 

yapılan çalışmalarda biyokimyasal özellikler dahilinde hyaluronidaz ve üreaz 

enzimlerinin inhibisyonu üzerine Anzer Yaylası bal ve poleninin etkileri araştırıldı ve 

anti-inflamatuvar, antikarsinojenik ve antibakteriyel özellik gösterebileceği in vitro 

olarak tespit edildi. 
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1.2. Arı Ürünleri 

 

Apiterapi, bal, polen, propolis, arı sütü, arı zehri, bal mumu kullanıldığı tedavi 

şekillerinin tümü olarak adlandırılmaktadır. 

 

Türk Gıda Kodeksi’nin (TGK) 2012/58 sayılı Bal Tebliği’ne göre bal: Bitki 

nektarlarının, bitkilerin canlı kısımlarının salgılarının veya bitkilerin canlı kısımları 

üzerinde yaşayan bitki emici böceklerin salgılarının bal arısı tarafından toplandıktan 

sonra kendine özgü maddelerle birleştirerek değişikliğe uğrattığı, su içeriğini düşürdüğü 

ve petekte depolayarak olgunlaştırdığı doğal ürünü ifade eder. Bal orijinine göre; çiçek 

balları (bitki nektarlarından elde edilir) ve salgı balları (bitkilerin canlı kısımlarının 

salgılarından veya bitkilerin canlı kısımları üzerinde yaşayan bitki emici böceklerin -

Hemiptera- salgılarından elde edilir) olarak ikiye ayrılır (TGK, 2012). Çiçek balı ve 

salgı balının yüzde bileşimi değerleri minimum ve maksimum olarak Tablo 1’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 1. Balın % Bileşimi (Karadal ve Yıldırım, 2012). 

 Çiçek Balı Salgı Balı 
 Ortalama Min-Maks Ortalama Min-Maks 
Su 17,2 15-20 16,3 15-20 
Monosakkaritler  

Fruktoz 38,2 30-45 31,8 28-40 
Glukoz 31,3 24-40 26,1 19-32 

Disakkaritler  
Sukroz 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7 

Diğerleri 5,0 2,0-8,0 4,0 1-6 
Trisakkaritler   

Melezitoz <0,1  4,0 0,3-22,0 
Eritoz 0,8 0,5-6 1,0 0,1-6,0 

Tanımlanamayan 
Oligosakkaritler 

3,1 0,5-1 10,1 0,1-6,0 

Mineraller 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0 
Aminoasitler 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7 
Asitler 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5 
pH değeri 3,9 3,5-4,5 5,2 4,5-6,5 

 

Bal, arılar (Apis mellifera) tarafından çiçek ve ağaç salgılarından toplanan, 

insanoğlu tarafından hem şifa kaynağı hem de geçmişten günümüze kadar gelen besin 

kaynağıdır. (Aparna vd., 1999; Kaskoniene vd., 2010). Balın bileşiminin büyük bir 



 
 

3 
 

kısmını (%80-85) karbohidratlar oluşturmakla birlikte yapısında yaklaşık %1-2 

oranında yer alan çeşitli biyo-aktif bileşikler (proteinler, enzimler, aminoasitler, 

vitaminler, organik asitler, flavonoidler, fenolik asitler, mineraller) onun biyolojik 

aktivitesinden sorumlu ajanlardır (White, 1999). Balın bileşiminin değişkenliği birçok 

faktöre bağlıdır. Bunlar nektarı sağlayan floraya, iklim koşullarına, coğrafik özelliklere, 

üretim biçimine ve bal arısı türüne göre değişim göstermektedir (Kaskoniene, 2010). Bu 

zengin ve kompleks bileşimi sayesinde bal, alternatif tıp uygulamalarının başında yer 

alır. Dünyada öne çıkan bazı ballar bulunmaktadır. Özellikle Yeni Zelanda’da Manuka 

balı ve Avusturalya’da püren balı gibi ballar tercih edilen ballar arasındadır (Weston 

vd., 1999; Molan, 1999; Andrade vd., 1999). 

 

Balın yapısında bulunan ve tamamen doğadan gelen, sekonder metabolit ajan 

olarak da adlandırılan yüzlerce polifenolik bileşik, vitamin, enzim ve mineral onun 

antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-iflamatuar, anti-tümoral özelliklerinden 

sorumludur (Russel, 1983; Bogdanov, 1984; Cook ve Samman, 1996). 

 

Bitkide tohumlar oluşmadan önce açan çiçeklerin orta kısmında erkek üreme 

organlarının başçık kısmında bitkinin tüm kalıtsal özelliklerini taşıyan küçük 

hücrelerden oluşan tozlar vardır. Bu çiçek üreme hücrelerine polen denmektedir. Polen 

çiçekli bitkilerin erkek cinsiyet hücreleri olup, dişi organın tozlaşmasını sağlamaktadır. 

Çiçek tozu olarak da adlandırılan polenler bitkilerin çiçeklenme dönemleri boyunca 

görülmekte ve kremden siyaha kadar değişen farklı renklerde olabilmektedirler 

(Korkmaz ve Çankaya, 2008).  

 

Polenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik özelliklerinin toplandığı bitkiye, bölgenin 

coğrafik konumuna, iklim özelliklerine, toplanma şekline ve ambalaj şekline bağlı 

olarak değişim gösterdiği bildirilmektedir (Karataş vd., 2000). Bal arıları poleni farklı 

bitkilerden topladığı için polenin kimyasal kompozisyonu da oldukça farklılıklar 

göstermektedir. Bu nedenle polenin standart bir bileşiminin ortaya çıkartılması oldukça 

zordur. Genel olarak polen; %7,50-40.0 protein, %15,0-50,0 şeker içermekte olup, 

%15,0 ile %50,0 arasında değişen ve oldukça yüksek miktarda nişasta ihtiva etmektedir 

(Krell, 1996). Proteinler, aminoasitler, yağlar ve şekerler polenin ana bileşenlerini 
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oluştururken, polen yapısında çok fazla sayıda iz miktarda bulunan elementler, bal 

arılarının da ihtiyaç duymuş olduğu Na, K, Ca, Mg, Cl, P, Fe’ dir (URL-1). 

 

Propolis, arıların bitkilerden topladığı reçinemsi madde olup kovanın 

savunmasında, dezenfeksiyonunda ve yalıtımında önemli rol almaktadır. Eski 

Yunancada “Pro”(önü, öncesi) ve “polis” (şehir) kelimelerinden türetilmiştir. % 50 

reçine ve zamksı maddeler, % 30 bitkisel mumlar, % 10 esansiyel yağlar, % 5 polen, % 

5 organik bileşiklerden oluşmaktadır (Gomez-Caravaca vd., 2006; Burdock, 1998). 

Propolis balarıları tarafından bitkilerden toplanan ve mumla karıştırılarak kovan 

içerisinde birçok amaca yönelik olarak kullanılan doğal bir üründür. Propolisin çok eski 

yıllardan beri geleneksel tıpta çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanıldığı ve 

antimikrobiyal, antioksidan, antitümör, antienflamatuar gibi biyolojik aktivitelere sahip 

olduğu birçok bilimsel çalışma ile gösterilmiştir (Albayrak ve Albayrak 2008). Genel 

olarak propolis koyu sarı, yeşil ve koyu kahverengiye doğru değişen renklerde 

bulunabilir ve yaşı arttıkça rengi koyulaşmaktadır (Saral, 2013). 

 

Arı sütü; işçi arıların hipofarengal (boğaz) ve mandibular glandlarından (alt çene) 

salgılanır ve kraliçe arının beslenmesinde ve gelişmesinde önemli rol oynar (Tamura 

vd., 2009; Schmidt, 1996). Arı sütü kremsi kıvamda homojen bir maddedir. Sarı, beyaz 

ve bej renklerde, fenolik bir kokuya ve ekşi bir tada sahiptir (Lercker vd., 1992). Arı 

sütü yaklaşık olarak %12-15 protein, %10-16 karbohidrat, %3-6 lipid ve geri kalan 

%60-70 oranda vitamin, tuz, serbest amino asitler ve nem gibi pek çok madde 

içermektedir (Tamura vd., 2009; Nagai ve Inoue, 2004). 

 

Arı zehri, “Arıların zehir torbasında oluşan ve içerisinde başlıca mellitin, apamin, 

MCD-peptidi, histamin, hyaluronidaz, fosfolipaz-A2 bulunan, keskin kokulu, acı tatta, 

sarımtırak renkte, sıvı, hava ile temasında çabuk kuruyup kristalize olan bir maddedir 

(TSE, 1989).  

  

Anzer Yaylası Rize’nin İkizdere ilçesinin 35 km güney batısında kalan bir 

yayladır. Aşağı Anzer (Çiçekliköy) ve Yukarı Anzer (Ballıköy) olarak ikiye ayrılır. 

Halk arasında Anzer yöresine ait balların şifa kaynağı olduğu öteden beri bilinmektedir. 

Kuzeydoğu Anadolu’da yer alan Anzer bölgesi balıyla Türkiye’de ve dünyada çok 



 
 

5 
 

meşhurdur. Anzer balının diğer ballardan daha fazla sağlık faydaları olduğuna 

inanılmaktadır ve bu nedenle çok yüksek fiyatlara alıcı bulmaktadır. Bal üreticileri ve 

tüketicileri Anzer balının karaciğer hastalıkları, mide-bağırsak hastalıkları ve bazı cilt 

hastalıklarında tedavi edici olduğunu ifade etmektedirler. Anzer balının şifa özelliğinin 

Anzer yaylasının zengin bitki florasından ileri geldiği düşünülmektedir. Yaklaşık 80 

civarı endemik tür içeren ve 500’den fazla farklı çiçeğe sahip floral orijiniyle alakalı 

olduğu düşünülmektedir. Aynı bölgede üretilen Anzer polenlerinin ise vitamin, mineral 

ve proteince zengin olmasının yanı sıra kansızlık başta olmak üzere pek çok hastalıktan 

koruyucu etkilerinin olduğu ifade edilmektedir (Ulusoy, 2010; Ulusoy ve Kolaylı 2013). 

 

1.3. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Polifenoller 

 

Serbest radikaller dış orbitallerinde ortaklanmamış elektron bulunduran, kısa 

ömürlü, reaktif moleküllerdir. Serbest radikallerin en önemlileri reaktif oksijen türleri 

(ROT) dir. Oksidasyon, bir atom ya da molekülün bir alıcıya elektron vermesi ile 

meydana gelen yülseltgenme basamağıdır. Yükseltgenme potansiyeli yüksek olan 

madde yükseltgenirken diğer madde indirgenir. İnsan vücudunda ve besinlerde bulunan 

lipidler, proteinler, karbonhidratlar, nükleik asitler de oksidasyona uğrayabilmekte ve 

canlı organizma için zararlı olabilecek oksidasyon ürünleri oluşabilmektedir (Papas, 

1996). Bu durum oksidatif stres olarak ifade edilir. Reaktif türlerin zararlı etkilerinin 

temel sebebi radikal olmaları, radikal oluşumuna sebep olabilmeleri veya yükseltgenme 

potansiyallerinin daha yüksek olmalarından kaynaklanmaktadır. Serbest radikaller üç 

temel yolla oluşur (Akkuş, 1995; Onat vd., 2002): 

 

1. Kovalent Bağların Homolitik Kırılması İle;  

X• •Y → X• +Y• 

 

2. Normal Bir Molekülün Elektron Kaybetmesi İle: Askorbik asit ve 

tokoferol gibi hücresel antioksidanlar, radikal türlere tek elektron verip radikalleri 

indirgerken, kendilerinin radikal formu oluşur. 
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3. Normal Bir Moleküle Tek Bir Elektron Transferi İle:  

O2 + e- → O2•- 

 

En sık karşılaşılan serbest radikaller ve bazı özellikleri Tablo 2’de verilmiştir. 

Tablo 2. En sık karşılaşılan serbest radikaller ve bazı özellikleri. 

Serbest Radikalin ve Radikal Üreten Türün 

Adı Simgesi Kimliği 

Hidrojen radikali H• Bilinen en basit radikal. 

Süperoksit radikali O2
•- Oksijen metabolizmasının ilk ana ürünü. 

Hidroksil radikali OH• En toksik oksijen metaboliti radikali. 

Hidrojen peroksit H2O2 Reaktivitesi çok düşük, moleküler hasar yeteneği 
zayıf. 

Singlet oksijen O2 Yarılanma ömrü kısa, güçlü oksidatif form. 

Perhidroksi radikali  HO2
• Lipidlerde hızlı çözünerek lipid 

peroksidasyonunu artırır. 

Peroksil radikali RCOO•- Perhidroksile oranla daha zayıf etkili, lipidlere 
lokalize olur. 

Triklorometil radikali CCl3
• CCl4 metabolizması ürünü, karaciğerde üretilir. 

Tiyil radikali RS• Sülfürlü ve çiftlenmemiş elektron içeren türlerdir. 

Alkoksil radikali RO• Organik peroksitlerin yıkımı ile üretilen oksijen 
metaboliti. 

Nitrik oksit NO• L-argininden in vivo üretilir. 

Peroksinitrit NO2
• NO’in oksijen ile reaksiyonundan üretilir. 

 

Serbest radikaller hücre ve dokularda birçok hasara yol açmaktadır. Bu hasarlar 

şöyle sıralanabilir (Kehre and Smith, 1994; Halliwel and Gutteridge, 1999). Oksidatif 

stresin, ROT’ ların neden olduğu hücre hasarları sonucu birçok hastalığa neden olduğu 

bulunduğu düşünülmektedir. Yapılan pek çok çalışmada ülseratif kolit (Dağlı vd., 

1997), iskemi/reperfüzyon hasarı (Cruthirds vd., 2003; Taşçı vd., 1995), ateroskleroz 

(Halliwell ve Gutteridge, 1990), yaşlanma (Hipkiss, 2007), diabetes mellitus (Akkuş, 

1995), Alzheimer hastalığı; Parkinson hastalığı (Dauer ve Przedborski, 2003; Mosley 
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vd., 2006), sigara kullanımı (Zalata vd., 2007; Kösecik vd., 2005) ve hava kirliliğinin 

(Tao vd., 2003) neden olduğu rahatsızlıklar ve KOAH (Bowler vd., 2004) gibi akciğer 

hastalıkları, çeşitli kanser türleri, felç, hipertansiyon, romatoit artrit ve multiple sklerosis 

gibi otoimmün hastalıklar, alerji; astım, septik şok, inflamasyon, akut pankreatit, 

yaşlanmaya bağlı maküler hastalıklar ve katarakt (Anderson, 2007; Halliwell, 1994; 

Halliwell ve Gutteridge, 1990) gibi klinik durumlara serbest oksijen radikallerinin 

katıldığı belirtilmiştir.  

Antioksidanlar, radikallerin etkisiyle meydana gelen oksidasyonu yavaşlatan veya 

durduran ya da oluşmasını engelleyen her türlü moleküle denilmektedir (Young ve 

Woodside, 2001). Vücudumuzda kalkan görevi yapan bu kimyasal bileşiklerden bazıları 

kendi elektronlarını vererek serbest radikalleri nötralize ederken bu sırada serbest 

radikal haline gelmemektedirler (Prior ve Cao, 2000). Antimutajenik, antikarsinojenik, 

antiaging gibi birçok biyolojik fonksiyonun bu antioksidanlardan kaynaklandığı 

bilinmektedir (Cook ve Samman1996). 

Şekil 1. DPPH Radikali. 

1. Singlet oksijeni sönüme uğratarak oksijen derişimini düşürebilirler.

2. Hidroksil radikallerini tutarak zincir reaksiyonlarının başlamasını

önlerler.

3. Metal iyon katalizörlerini bağlarlar (Shahidi, 1996).
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Antioksidanların insan sağlığındaki yerini belirleyen en önemli faktörler, onların 

kimyasal yapıları, çözünürlükleri, yapı/aktivite ilişkileri ve doğal kaynaklardan elde 

edilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).  

Genel olarak bir antioksidanın aktivitesi şu faktörler ile belirlenir: 

1. Hidrojen veya elektron donör aracı olarak gösterebildiği reaktivite. (Genelde

indirgeme potansiyeline bağlıdır). İndirgenme potansiyeli düşük olan molekül 

yükseltgenir. 

2. Antioksidandan türeyen radikalin akıbeti.

3. Diğer antioksidanlarla etkileşim yeteneği.

4. Geçiş metali şelatlama potansiyeli (Rice-Evans vd., 1997).

Antioksidanlar doğal ve sentetik olmak üzere iki gruba ayrılır. Aslında çok geniş 

bir aile olan doğal antioksidanlar genel olarak bakıldığında endojen ve eksojen 

antioksidanlar olarak sınıflandırılırlar. Endojen (organizma tarafından sentezlenen) 

antioksidanlar kendi aralarında  enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak  

ikiyi ayrılırlar (Thomas, 1995; Blomhoff, 2005; Jerry vd., 2000). Enzimatik olan 

antioksidanların en bilinenleri süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve 

hidroperoksidaz olup enzimatik olmayan antioksidanlar ise indirgenmiş glutatyon 

(GSH), bilirubin, ferritin, albumin, seruloplazmin, melatonin, sistein, metiyonin, 

laktoferrin, transferrin, haptoglobülin ve ürik asit ile en bilinenleridir. Eksojen 

(dışarıdan besinlerle alınan) antioksidan ise daha çok bitkiler tarafından sentezlenen 

çeşitli vitamin (α-tokoferol, β-karoten, askorbik asit, folik asit) ve fenolik maddeler olup 

dışarıdan organizmaya alınıp etkinlik göstermektedirler (Saral, 2013; Şahin, 2014). 

Doğal antioksidanlar Tablo 3’te özetlenmiştir. 
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Tablo 3. Doğal Antioksidanların Sınıflandırılması. 

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

Süperoksit Dismutaz Endojen Antioksidanlar Eksojen Antioksidanlar 

Katalaz  Glutatyon (GSH)  Askorbik Asit (C Vitamini) 

Glutatyon Peroksidaz Ürik Asit Tokoferoller  

Glutatyon Redüktaz  

Glutatyon-S-Transferazlar  

α-Lipoik Asit 

Laktoferrin, Ferritin 

Karotenoidler 

Polifenoller 

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz  Bilirubin 

Melatonin 

 

 

Birden fazla hidroksil kökü içeren fenolik maddelere ise polifenoller denir. Özetle 

bilinen tüm fenolik bileşikler, basit fenollerdeki benzen halkasına farklı radikal 

grupların bağlanması ile oluşmuşlardır (Hallaç, 2009; Karaçalı, 2002). Polifenoller; 

bitki dünyasının büyük bir kısmında mevcut olan, fitokimyasalların en geniş 

kategorilerinden birini oluşturan ve insan yaşamında gerekli olan bileşiklerdir. Besin 

fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri içerir. Bitki polifenolleri 

multifonksiyonel bileşikler olup indirgeme aracı, hidrojen atom-donör antioksidanlar ve 

singlet oksijen söndürücü olarak, bazıları metal iyonu şelatlama sahip antioksidanlar 

olarak davranırlar (Rice-Evans, 1996). Serbest halde bulunmayan sinnamik ve benzoik 

asitten hidrokisillenerek türevlenen ve böylece ayrımı yapılan fenolik asitler, bitkilerin 

major üyelerindendir (Şahin, 2014). Polifenoller Tablo 4’te özetlenmiştir. 

 

Tablo 4. Polifenollerin Sınıflandırılması. 

Polifenoller 

Flavonoid olmayan Flavonoidler Fenolik Asitler 

Hidrolizlenebilir Tanenler Flavonoller Hidroksisinammik asit türevleri 

Kondanse Tanenler  Flavonlar Hidroksibenzoik asit türevleri 

 İzoflavonlar  

 Flavononlar  

 Antosiyaninler  

 Flavanoller  
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Flavanoidler, bitkilerin doğal yapılarında bulunan polifenolik antioksidanlardır. 

Bu bileşikler bitkinin büyüme ve gelişmesini etkiledikleri gibi, hastalık etmenlerine 

karşı savunma sisteminin de bir parçasını oluştururlar ve bitki pigmentleri olarak 

bilinirler. Flavonoidlerin farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan, antifungal, anti-

inflamatuar, antialerjik, antikanserojen özelliklerinin olduğu da bilinmektedir  (Hallaç, 

2009; Havsteen, 2002). 

 

 

 

 

 
 

 

Şekil 2.Kondanse ve Hidrolizlenebilir Tanenler, Flavonoidler, Hidroksisinamik asit,  
Hidroksibenzoik Asit  Genel Yapıları. 

 

Polifenollerde bileşiğin yapısı ile antioksidan kapasitesi ilişkilidir, fenolik 

bileşiklerde –OH grubu sayısı, flavonoidlerde B halkasının 5-OH, 3-OH ve 4-OH 

grupları olması antioksidan aktivite üzerinde etkilidir (Cotella vd., 1996; Çimen, 1999). 

Tanenler ise çok sayıda hidroksil grubu ve fonksiyonel grup içermektedir. 

 

1.4. Enzimler 

 

Enzimler canlı hücreler tarafından sentezlenen ve canlı metabolizmasındaki 

kimyasal reaksiyonları hızlandıran %100 ürün verimi sağlayan biyolojik katalizörlerdir. 
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Enzimlerin en önemli özellikleri katalizleme güçleri ve özgünlükleridir. Katalitik RNA 

moleküllerinin küçük bir grubu hariç, bütün enzimler protein yapısındadır (Keha ve 

Küfrevioğlu, 2012). Enzimler reaksiyon sırasında fiziksel değişiklikler geçirseler de 

reaksiyon tamamlandığında, tekrar kendi orijinal hallerine dönerler (Murray, 1993). 

Enzimler etki ettikleri maddeler olan substratlar için oldukça spesifiktirler. Bazı 

enzimler benzer yapıda bir grup substrata etki ederken bazıları da tek bir molekül türü 

üzerine etki eder. Bir çok enzim stereospesifite gösterir (Kalaycıoğlu, 2006). 

Günümüzde 2000’den fazla farklı enzim bilinmektedir (Keha ve Küfrevioğlu, 2012).  

Enzimler genelde ya substrat adının sonuna “-az” eki getirilerek ya da ilk keşfedenlerin 

koydukları isimlerle tanınmaktadırlar. Örneğin; üreaz, hyaluronidaz, fosfataz, lipaz, 

tripsin ve pepsin.  

Bazı enzimler katalitik aktivite göstermek için amino asit kalıntıları dışında 

kimyasal bir gruba ihtiyaç duymazken (apoenzim) bazıları da (holoenzim) kofaktör 

olarak adlandırılan Fe2+, Mg2+, Mn2+ gibi bir veya daha fazla inorganik iyona ya da 

koenzim olarak adlandırılan kompleks organik veya metaloorganik moleküllere ihtiyaç 

duyarlar. Bazı enzimler ise aktivite gösterebilmek için hem koenzime hem de bir veya 

daha fazla metal iyonuna ihtiyaç duyarlar. Protein yapısına kovalent olarak bağlanan bir 

koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak adlandırılır. Koenzimler; tiamin 

pirofosfat, aldehitler, koenzim A, açil grupları gibi özgül işlevsel gruplar için geçici 

taşıyıcı olarak görev yaparlar. Koenzimler çoğunlukla diyet ile düşük miktarlarda alınan 

organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson ve Cox, 2005). Substrat 

konsantrasyonu, sıcaklık, pH, allosterik etkiler, hormonlar, iyonik şiddet, enzim 

konsantrasyonu, inhibitör ve aktivitörlerin varlığı enzimlerin aktivitesini etkileyen 

faktörlerdir (Özaltın, 2014). 

1.4.1. Enzim İnhibisyonu ve IC50 

Enzimlerin, bazı bileşikler veya iyonlar tarafından hem in vivo hem de in vitro 

olarak aktivitelerinin azaltılması ya da tamamen durdurulması olayına inhibisyon, buna 

sebep olan bileşiklere de inhibitör denir. İnhibitörler, genellikle küçük mol kütlelerine 
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sahip organik bileşik veya iyonlardır. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik 

sistemlerde başlı başına bir kontrol mekanizması oluşturur. Bu yüzden enzim 

inhibisyonu büyük bir önem arz etmektedir (Kuzucu, 2011). Birçok ilaç ve zehirli 

bileşik fonksiyonlarını bu yolla gösterir. İnhibitörler hem etki mekanizmalarının hem de 

metabolik yolların aydınlatılmasında biyokimyacılar için çok önemli bir araç 

fonksiyonu görmüştür (Keha ve Küfrevioğlu, 2010). Bazı enzimlerin inhibisyonu anti-

inflamatuvar, antitümöral, antikarsinojenik, antialerjik, anti-aging, anti-romatoid, anti-

toksin, antimikrobiyal özellik sergiler. Enzimlerin inhibisyonu başlıca iki gruba ayrılır. 

 

Dönüşümsüz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu 

etkilenir. İnhibitör, enzime kovalent olarak bağlanır veya kompleks oluşturur. Vmax 

(enzimatik reaksiyonda ulaşılabilecek maksimum hız) azalır, Km (enzimin substrata 

ilgisini gösteren sabit) değişmeden kalır (Güller, 2011). Örneğin; sinir gazlarından 

diizopropil fosfofluoridat, asetil kolin isimli nörotransmittörü parçalayan asetilkolin 

esterazın tersinmez inhibitörüdür.  Dönüşümsüz inhibisyonun aksine dönüşümlü 

inhibisyonda enzim ile inhibitör etkileşmesi, bir denge reaksiyonu şeklindedir.  

 

Dönüşümlü inhibisyonda, inhibitör madde ortamdan uzaklaştırıldığında enzim 

aktivitesini yeniden kazanır. Üç grupta incelenir: 

1. Yarışmalı (kompetitif) inhibisyon  

2. Yarışmasız (nonkompetitif) inhibisyon  

3. Yarı yarışmalı (unkompetitif) inhibisyon  

 

 Bir inhibitör etkisinin ölçülmesi için kullanılan en yaygın iki değer IC50 ve 

Ki’dir. IC50 maksimum inhibisyonun yarısını sağlayan veya enzim aktivitesini yarıya 

düşüren inhibitör konsantrasyonudur. Bir dizi deney yoluyla belirlenmektedir. Her 

deneyde, inhibitörün konsantrasyonu giderek arttırılır böylece inhibisyonda artar. x 

ekseninde konsantrasyon, y ekseninde % inhibisyon olacak şekilde uygun grafik 

çeşidiyle (Bu tezdeki örnekler için logaritmik olarak çizildi.) hesaplanır. IC50 değerinin 

düşük olması inhibisyon etkisinin güçlü olduğunu gösterir. 
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1.5. Hyaluronidaz Enzimi ve Özellikleri 

Hyaluronidaz (hyaluronat liyaz) (EC 3.2.1.35.), bir endoenzim olup hyaluronik 

asit içindeki kısa zincirli oligosakkarit depolimerizasyonunu katalize eder. 

Hyaluronidaz, yumuşak dokuların ekstrasellüler matriks yapısında görev alan ve 

tekrarlayan disakkarit ünitelerinden oluşan hyaluronik asidi (hyaluronanı) hidrolizleyen 

bir enzimdir (Şahin, 2006). Hyaluronidaz pek çok patolojik hastalıkla ilişkilidir ve onun 

inhibitörleri, anti-inflamatuar, anti-alerjik, anti-tümöral, anti-aging, anti-romatoid, anti-

toksin, antimikrobiyal etki göstermektedir (Stern, 2008; Sunitha vd., 2013; Selenge vd., 

2014). Hyaluronidaz enziminin dokulardaki aktivite artışının yenilenme ve onarım 

işlemlerinde, vaskülarizasyon artışında ve tümör hücrelerinin kontrolsüz artışında rol 

aldığı düşünülmektedir (Abdesslam, 2000). Toplamda beş hyaluronidaz enzimi 

(HYAL1, HYAL2, HYAL3, HYAL4 ve hPH-20) mevcuttur (Stern, 2008). 

Hyaluronidaz ayrıca bakterilerde, yılan, arı (%2), akrep zehirlerinde ve spermlerde 

fertilizasyona yardımcı olarak bulunur. Hyaluronidaz enziminin tersiyer yapısı Şekil 

3’te gösterilmiştir. 

Şekil 3. Hyaluronidaz Enziminin Tersiyer Yapısı. 

Hyaluronik asit bir ekstrasellüler matriks bileşenidir ve tekrarlayan glukuronik 

asit ve N-asetil-D-glukozamin disakkarit ünitelerinin değişken olarak β(1→4) ve 

β(1→3) glikozidik bağlarla bağlandığı zincirlerden oluşan, yüksek ve düşük molekül 

ağırlıklı formları olan bir glikozaminoglikandır (Jennie ve Christine, 2004; Davide vd., 

2008). Hyaluronik asit embriyonel gelişimde, ekstrasellüler matriks homeostazında, 

yara iyileşmesinde, doku yenilenmesinde ve arteryel sertlikte de görülebilen arteryel 

düz kas hücre proliferasyonunda ve migrasyonunda önemli rol oynamaktadır 

(Abdesslam, 2000). Hyaluronik asit oldukça hidrofilik bir polimerdir ve su varlığında 



 
 

14 
 

hacmi 1000 katına kadar çıkabilmektedir. Bu özelliği sayesinde de boşluk doldurucu, 

kaygan ve osmotik tamponlayıcı görevi görür. Poliiyonik yapısı sayesinde de serbest 

radikalleri temizler ve antioksidan etki gösterir (Jennie ve Christine, 2004). Hyaluronik 

asit yara iyileşmesinde de görev alır. Yara iyileşmesinde başlangıçta oluşan granülasyon 

dokusu hyaluronik asitten oldukça zengindir ve skar oluşumu olmadan yara iyileşmesini 

sağladığı düşünülmektedir (Fırıncıoğulları, 2009). 

 

Serumdaki hyaluronik asit seviyesinin enfeksiyonlar sırasında yükseldiği ve bu 

yükselişin klinik olarak ateşli aktivitede yararlı olacağı rapor edilmiştir. Hyaluronidaz, 

hyaluronik asidin dengelenmesinde önemli bir görev üstlenmektedir (Şahin, 2006). 

Ayrıca plazma hyaluronidaz ölçümü hyaluronik asidin metabolizma ve aktivitesinin bir 

göstergesi olarak kabul edilmektedir (Kucur, 2009). Hyaluronidaz ve yüksek orandaki 

hyaluronan tümörlerde beraber bulunur. Hyaluronidaz aktivitesi yüksek moleküler 

ağırlıktaki hyaluronan ve oligosakkaritler arasındaki denge ile kontrol edilir. Bu da 

kanser gelişmesinde önemli bir rol oynar (Trias vd., 2005).  

 

Çeşitli flavonoidlerin potansiyel hyaluronidaz inhibitörü oldukları gösterilmiştir 

(Kuppusamy vd., 1990; Kuppusamy ve Das, 1991). Havyan deneylerinde flavonoidlerin 

anti-inflamatuar, anti-alerjik aktivite, lipid peroksidasyonunu, RNA, DNA protein 

sentezlerini, antiviral aktivite, kılcal kırılganlığı, tümör inhibisyonu ve patolojik 

süreçlerde çeşitli enzimler üzerine etkileri olduğu gösterilmiştir (Harbone, 1986; Ferrel 

vd., 1979; Vanden Berghe vd., 1993; Parellada ve Guinea, 1995). 

 

Geçen son on altı yılda hyaluronidaz inhibitörü olan;  metal tuzları (Meyer ve 

Rapport, 1951), benzimidazoller ve indoller (Rigden vd., 2006), sülfatlı 

glukozaminglikan (Toida vd., 1999), polisakkaritler (Salmen vd., 2005), sığır serum 

albümin (BSA) (Maingonnat vd., 1999), triterpenler ve flavonoidler (Kuppusamy vd., 

1990; Hertel vd., 2006), 6-o-açil vitamin C türevleri (Botzki vd., 2004; Spickenreither 

vd., 2006) saponinler ve sapogeninler (Facino vd., 1995) farklı bileşikler incelendi. 
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1.6. Üreaz Enzimi ve Özellikleri  

 

Üreaz (üre amidohidrolaz) (E.C.3.5.1.5.), ürenin amonyak ve karbondioksite 

hidrolizini katalizleyen bir metalloenzimdir (Dixon vd., 1975). Bu tepkimeyi katalizör 

olmadan gerçeklesen reaksiyon hızını 1014 kat artırmak suretiyle yapar (Kayastha  ve 

Das, 1999). Üreden amonyum oluşumu aşağıda gösterildiği gibidir (Gonsalves, 2011). 

 

H2N-CO-NH2 + H2O → Üreaz → NH3 + H2N-CO-OH 

 

H2N-CO-OH + H2O → Kendiğilinden parçalanır → NH3 + H2CO3 

 

H2CO3 ← su içinde denge → H+ + HCO3
- 

 

NH3 + 2H2O ← su içinde denge → 2NH4+ + 2OH- 

 

Jack bean (soya fasulyesi) üreaz 91 kDa molekül ağırlığına sahip, altı benzer 

monerik altbirimin hekzameri olarak mevcuttur (Weber vd., 2008). Helicobacter pylori 

üreazı yapısında iki alt birim içermektedir ve heterodimer yapıdadır (Dunn vd., 1990). 

Helicobacter pylori’nin ürettiği üreaz enzimi (Şekil 4) 550 kDa ağırlığında nikel içerikli 

bir enzimdir. Ürenin üreaz enzimi tarafından hidrolizi sonucu oluşan amonyak mide 

asidini nötralize ederek Helicobacter pylori’nin kolonizasyonuna yardımcı olur (Dunn 

vd., 1990). 

 

İnsan ve hayvanlarda ise üreaz idrar ve gastro intestinal yolların 

enfeksiyonlarında, idrar yolu taşlarının oluşumuna neden olan enfeksiyonlarda viral 

faktör olarak kendini göstermektedir (Burne ve Chen, 2000). Üreaz, bakteriye mide 

içinde düşük pH’de yaşama olanağı sağlayarak kanserle sonuçlanabilecek gastrit ve 

peptik ülser patojenezinde rol oynamaktadır (Mobley vd., 1995).  
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Şekil 4. Helicobacter pylori üreazının üç boyutlu yapısı (Follmer, 2008; Krajewska, 
2009). 

 
Ülser, mide veya duedenumun (onikiparmak barsağı) mide asidi ve sindirim 

sıvıları (pepsin gibi) tarafından harabiyeti sonucunda meydana gelen doku kaybıdır 

(Covanci vd., 1999). Üreaz enzimi, üreyi karbondioksit ve amonyağa parçaladığında 

mide mukozasında bulunan konağın direnç mekanizmalarını ortadan kaldırarak yani 

bazik bir ortam oluşturarak, mide ülserine neden olan Helicobacter pylori bakterisini 

midenin asidik yapısından korur. Ancak bu bazik ortam negatif feed-back etkiyi ortadan 

kaldırarak, G hücrelerinden gastrin salınımını uyarır ve artan asit sekresyonu ile gastrit 

oluşumuna katkıda bulunur ya da direkt ve immünolojik yollar ile hasar oluşturur (Arı, 

2006). Duedenal ülserlerde Helicobacter pylori’nin varlığı %100'e yakın oranla yüksek 

bulunmuştur (Kara, 2006).   

 

Helicobacter pylori pek çok mikroorganizmanın barınamadığı mide ortamında 

yaşamını sürdürebilen bir bakteridir (McNultu, 1987). Yalnızca gastrik tipte epitelyal 

hücrelere kolonize olurlar. Midede en sık antrum ve fundustaki mukus tabaka içinde 

bulunurlar (Aydın, 1995). Sonuçta lamina  propriada lenfosit, monosit ve plazma 

hücreleri ile az sayıda nötrofil ve eozinofil birikmesinden oluşan yangısal reaksiyon 

ortaya çıkar. Epitelyal bezlerde şekil değişikliği olup mukus tabakasında azalma göze 

çarpar (Büke, 1996). 

 

Günümüzdeki araştırmalar, üreazın amino asit sıralamasını, kristal yapısını, 

mutantlarını ve inhibitörleri ile birlikte komplekslerini ve genetik organizasyonlarını 

içermektedir (Krajewska, 2009). İnsanlarda ve hayvanlarda üreaz içeren patojenlerin 

sebep olduğu hastalıkların tedavisinde kullanılacak ilaçların geliştirilebilmesi ve 
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çevreye verilen bu olumsuz etkilerin onarılabilmesi için üreaz inhibitör çalışmaları 

oldukça önemlidir (Dinç, 2009).  

Üreaz inhibitörleri iki alt sınıfa ayrılmaktadır: 

a) İnhibitor olarak davranan substratlar: Hidroksiüre ve hidroksamik asit

türevleri vb.

b) İnhibitörler: Fosforodiamidazlar ve proton pompası inhibitörleri olan

imidazoller (Tanaka vd., 2003).

Peptik ülser tedavisinde proton pompası inhibitörleri (PPİ) kullanılır  (Dinç, 

2009). PPİ’leri mide asidiyle ilişkili hastalıklar, reflü rahatsızlığı, duodenal ülser ve 

gastrik ülser tedavisi için seçilen ilaç sınıfıdır. Üreaz ürenin hidroliziyle, tahriş edici 

amonyak oluşturarak ülserojenik etkinliğe katkıda bulunur (Dinç, 2009). Proton 

pompası inhibitörleri Helicobacter pylori’nin gastrik mukoz membranında 

kolonizasyonunu engeller, bakterinin büyümesini inhibe eder, epitel hücresinin 

adhezyonunu ve üreaz aktivitesini inhibe eder (Göral, 2003). 

Üreaz aktivitesini etkilediği bilinen diğer inhibitörler arasında tioller, borik asit ve 

boranik asit, bizmut bileşikleri, ağır metal iyonları, farklı tıbbi bitkilerin etanol ve 

metanol ekstraktları, triazoller, barbütirik asit ve tiyobaarbütirikasit, hidrokinon, 

fenilfosforodiamid, N- (n-bütil) tiyofosforikamid ve aşırı üre sayılabilir (Amtul vd., 

2002; Zhang vd.,2006; Ravi ve Kayastha,  2006; Laidler ve Hoare, 1949; Juan vd., 

2009; Juan vd., 2010; Rauf vd., 2011; Akhtar, 2008; Ghous vd., 2010). 

1.7. Literatür Özeti 

1.7.1. Anzer Balı ve Poleni 

Anzer balının şifalı olduğuna dair bilgiler öteden beri gelmektedir ve halk 

arasında çok yaygındır. Oysa  bal ile ilgili yapılan bilimsel araştırmalar oldukça sınırlı 

sayıdadır. Daha önce yapılan tezlerde ve literatürde Anzer balı ve poleninin fenolik 
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bileşenleri, antioksidan kapasiteleri, sıçanlarda N-etilmaleimid ile indüklenen karaciğer 

hasarının engellemesi, etanol-kaynaklı artan sıçan mide vasküler geçirgenliğine karşı 

Anzer balının koruyucu etkisi çalışılmıştır (Doğan ve Kolankaya, 2005; Korkmaz ve 

Kolankaya, 2008; Ulusoy ve Kolaylı, 2013; Ulusoy, 2010). 

 

Bu çalışmada Anzer balı ve poleninin antioksidan kapasiteleri ve enzim 

inhibisyonu üzerine etkileri araştırılarak varsa Anzer balı ve poleninin  diğer ballardan 

farklılıkları ortaya koyulacaktır. Çalışmada Anzer bal ve poleninin insan sağlığı için 

önem arz eden üreaz ve hyaluronidaz enzimleri üzerinde in vitro olarak inhibisyonu 

olup olmadığı araştırıldı. İnhibisyon etkisi ile Anzer balının anti-inflamatuar, 

antikanserojen etkisinin ve aynı zamanda antibakteriyel özelliğinin de olup olmadığı 

tespit edilmiş olacaktır. 

 

1.7.2. Hyaluronidaz 

 

Önceki çalışmalarda kaempferol, kuersetin ve rutin dahil olmak üzere çeşitli 

flavonoidlerin hyalorunidaz üzerinde inhibitör etkiye sahip olduğunu kanıtlanmıştır 

(Liu, 2013; Lee, 2010). Hua-jin vd., 2015 yaptığı çalışmada, hyaluronidaz ve  iki 

biyoaktif flavon (baicalein ve krisin ) arasındaki etkileşimleri,  özellikle anti-

inflamatuvar ve anti-alerjik aktiviteyi deneysel ve bilgisayarlı yöntemlerin 

kombinasyonunu kullanarak incelemiştir. José vd., (2010)’e göre Tripodanthus 

acutifolius bitkisinden izole edilen tanımlanmış flavonoidler (rutin, nicotiflorin, 

hyperoside ve isoquercitrin) yüksek hyaluronidaz inhibisyonu göstermiş, aynı zamanda 

bu bileşikler güçlü DPPH ve peroksil radikal temizleme aktivitesi sergilemiştir. 

Hindistan gibi birçok ülkede kent merkezinde antivenom terapi mevcuttur. Çünkü yılan 

sokmalarının en sık ortaya çıktığı uzak yerlerdeki tarlalarda bir inhibitör kokteyli  ilk 

yardım tedavisi olarak çok yararlı olabilir (Girish ve Kemparaju, 2006). Çeşitli 

bakterilerden elde edilen bilinen flavon ve flavononların 50µg/mL hyaluronidazı %8-92 

arasında inhibe ettiği tespit edilmiştir (Andréa vd., 2001). İnsan hyaluronidazı hPH-20 

meme ve gırtlak kanserlerinde tümör belirteci olarak tespit edilmiştir (Kaeßler vd., 

2010). Wilkinson vd., (1995) farklı yaş gruplarına ait insan plesentasındaki 
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hyaluronidaz aktivitesinde farklılıklar olduğunu açıklamışlardır. Meyers (2001) sperm 

ve yumurta arasındaki etkileşimde hyaluronidaz enziminin etkisini araştırmıştır.  

 

1.7.3. Üreaz 

 

Helicobacter pylori’ nin hastalık oluşturması üreaz inhibisyonu yoluyla kontrol 

edilebilir (Stingl ve Reuse, 2005). Son zamanlarda, yeni tedavi arayışında odağın 

sentetikten doğal ürünlere kayması, doğal ürünlerin çok az veya hiç toksik etki 

göstermemesi, iyi aktivite göstermesi ve biyo yararlı olması avantajlarından dolayı 

doğal kaynaklardan yeni üreaz inhibitörleri için keşif başlatmıştır (Kreybig vd., 1968). 

Bal ilkel çağlardan beri tüm kültürlerin tıp ve basit bilimsel tekniklerinde kullanılmıştır. 

Antitümör, antioksidan, antimikrobik ve anti-inflamatuar dahil olmak üzere biyolojik 

özellikleri gösterilmiştir (Meda vd., 2005). Doğal bileşiklerin karmaşık karışımı olarak 

görülen  bal, karbonhidrat, katalaz, flavonoidler, fenolik asitler, karotenoidler, glukoz 

oksidaz, vitaminler, organik asitler  içerir (Batrusaityte vd., 2007; Gheldorf vd., 2002). 

Balın in vitro olarak, Helicobacter pylori’ nin büyümesini inhibe ettiği tespit edilmiştir. 

Fakat bakteri gelişimini inhibe eden mekanizma tam olarak açıklanamamıştır. Sonuç 

olarak balın biyoaktivite özellikleri flavonoidler ve fenolik asitlere atfedilmiştir (Gomes 

vd., 2010). Matongo ve Nwodo (2014) yaptıkları çalışmaya göre; saflaştırılmış 

Helicobacter pylori üreazı inhibisyonunda kontrol grubu olarak Jack bean üreaz 

kullanılmış manuka balının polifenoller de dahil olmak üzere doğal kaynaklardan gelen 

biyoaktif moleküllerin Helicobacter pylori üreazına karşı inhibe edici aktiviteye sahip 

olduğu gösterilmiştir. Polifenoller arasında Helicobacter pylori üreazının tersinir 

inhibitörü olarak resveratrol gösterilmiştir. Bal, içerisinde dönüşümlü inhibitörleri daha 

fazla bulundururken, dönüşümsüz inhibitörleri dönüşümlü inhibitörlere göre daha az 

bulundurur. Sonuç olarak, bal ekstreleri balın coğrafi kökenine bağlı olarak 

Helicobacter pylori üreaz faaliyetlerini engellenmesi yönünde iyi bir potansiyele 

sahiptir. 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1.  Çalışmada Kullanılan Cihaz ve Gereçler 

 

Yapılan analizlerde kullanılan cihazlar marka/model olarak Tablo 5’te verilmiştir. 

 

Tablo 5. Kullanılan Cihaz ve Gereçler, Marka/Modelleri.  

 

2.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler 

 

Kullanılan kimyasallar ve satın alındığı firma Tablo 6’da verilmiştir. 

 

Tablo 6. Kulanılan Kimyasallar ve Satın Alındığı Firma. 

Kulanılan Kimyasal Satın Alındığı Firma 

Gallik Asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Na2CO3 Merck, Darmstadt, Germany 

Cihaz Adı Marka/Model 
UV-VIS Spektrofotometre Thermo Scientific EvolutionTM 201, UV-VIS 

Spectrophotometer, USA 
pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland 
Hassas Terazi Presica LX 320 A,  Dietikon, Switzerland 
Saf Su Cihazı Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea 
Refraktometre Atago, Germany 
Polarimetre  Beta PPP7 Optical Activity, England 
Kondüktometre Bante Instrument, DDS-12DW 
Vorteks Karıştırıcı Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA. 
Etüv Nüve, EN 400, Ankara, Türkiye 
Magnetik Karıştırıcı Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany 
Karıştırıcı Su Banyosu Nüve, ST 402,  Ankara, Türkiye 
Yarı Otomatik Pipetler Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany 
Çalkalayıcı  Heidolph Promax 2020, Schwabach, Germany 
Santrifüj  Hettict Universal 320R, Germany 
Filtre  Whatman spartan 13/ 0,45 RC, Dassel, Germany 
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NH4CH3COO Merck, Darmstadt, Germany 

Al(NO3)3 Merck, Darmstadt, Germany 

Kuersetin  Lancaster, Morecambe, England 

HCl Merck, Darmstadt, Germany 

TPTZ  Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

FeCl3 Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

NaCH3COO.3H2O Merck, Darmstadt, Germany 

DPPH Reaktifi Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Troloks
®
 Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Prolin Merck, Darmstadt, Germany 

Formik asit Merck, Darmstadt, Germany 

Ninhidrin Merck, Darmstadt, Germany 

2-Propanol Merck, Darmstadt, Germany 

Vanilin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany  

Kateşin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Hyaluronidaz (400-1000 U/mg) Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany  

Hyaluronik Asit Sodyum Tuzu 

Streptococcusequi 

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

NaH2PO4 Merck, Darmstadt, Germany 

Na2HPO4.2H2O Merck, Darmstadt, Germany 

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Na3PO4 Merck, Darmstadt, Germany 

NaCl Merck, Darmstadt, Germany 

NaOH Merck, Darmstadt, Germany 

HCl Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Asetik Asit Merck, Darmstadt, Germany 

Metanol-LC Saflıkta Merck, Darmstadt, Germany 

Üre  Merck, Darmstadt, Germany 

Üreaz (Canavalia ensiformis) 

(Jack bean) (500-800U) 

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

LiCl Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Na2EDTA Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 

Fenol Merck, Darmstadt, Germany 

Sodyum Nitropurisit dihidrat Merck, Darmstadt, Germany 

NaOCl Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany 
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2.3. Çözeltiler 

Çalışmada kullanılan kimyasal çözeltiler ve hazırlanışları Tablo 7’de verilmiştir. 

Tablo 7. Kullanılan Kimyasal Çözeltiler ve Hazırlanışları. 

Toplam Fenolik Madde Miktarı İçin 
0,5 N Folin 

Ciocalteu 
2 N Folinden 1:4 oranında saf suyla seyreltilerek 

kullanıldı. 
%10’luk Na2CO3 10 g Na2CO3 90 mL suda çözülür, 100 mL’ye 

tamamlandı. 
GallikAsit 
(1 mg/mL) 

Metanolle hazırlanan stok çözeltiden, 1-0,5-0,25- 0,125-0,0625 

mg/mL olacak şekilde metanolle seyreltilerek hazırlandı. 
Toplam Flavonoid Madde Miktarı İçin 
1 M NH4CH3COO   7,7 g NH4CH3COO 100 mL saf suda çözüldü. 
%10 Al(NO3)3      1 g Al(NO3)3 10 mL saf suda çözüldü. 
Kuersetin  
(1 mg/mL)        

Metanolle hazırlanan stok çözeltiden, 0,5-0,25-0,125-

0,0625-0,03125 mg/mL olacak şekilde metanolle 

seyreltilerek hazırlandı. 
Toplam Tanen Miktarı İçin 
%4‘lük Vanilin 4 g vanilin tartılıp az miktarda metanolle çözüldükten 

sonra metanolle 100 mL’ye tamamlandı. 
%37 HCl Stok şişeden direk kullanıldı. 
Kateşin (1mg/mL) 10mg kateşin tartılarak metanolle 10 mL’ye tamamlandı. 
Demir (III) İndirgeme/ Antioksidan Güç -FRAP İçin 
HCl (40 mM) Yaklaşık 20 mL saf suyun üzerine % 37’lik HCl’den 340 

µL ilave edildi ve saf suyla 100 mL’ye tamamlandı. 

TPTZ (10 mM)  234,249 mg TPTZ stok maddeden tartıldı, 75 mL 40 

mM’lık HCl      içinde çözüldü. 
FeCl3 (20 mM) 324,4 mg FeCl3 destile suyla 100 mL’ye tamamlandı. 
Asetat Tamponu 

(300 mM, pH 3,6) 
2,325 g NaCH3COO.3H2O üzerine 12 mL glasiyel asetik 

asit ilave edildi.750 mL’ye saf suyla tamamlandı. 
FRAP Reaktifi 300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM 

FeCl3 (10:1:1) oranında karışırılarak taze hazırlandı. 

Trolox
®
 (1000µM) 25,31 mg troloks metanolle 100 mL’ye tamamlandı. 

Metanolle 500, 250, 125, 62,5  µM’a seyreltildi. 
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DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi İçin 
DPPH Reaktifi 

(0,1 mM) 
100 mL’si için; 3,94 mg DPPH tartılır, 90 mL metanolle 

çözüldü ve 100 mL’ye tamamlandı. 

Troloks
®
(0,02

mg/mL) 

10 mg troloks 10 mL metanolde çözülürek stok çözeltisi 

hazırlandı. 0,02 mg/mL’lik ara stok çözelti metanolle 

seyreltirelerek kullanıldı. 
Hyaluronidaz İnhibisyonu İçin 
Hyaluronidaz (1,67 U) Enzim su ile çözülerek 1,67 U olacak şekilde 50 mL hazırlandı. 

Fosfat  tamponu (pH:7 

0,02M ) 
0,02M  pH:7 olan fosfat  tamponuna %0,01 BSA içerecek şekilde 

BSA eklendi, 100 mL hazırlandı. 
Hyaluronik asit  0,3 M, pH 5,35 olan  Na3PO4 içerisine %0,01 olacak şekilde 

hyaluronik asit sodyum tuzu eklendi, 100 mL’ye tamamlandı. 

Asetat Tamponu (pH:3,75) 24 mM NaCH3COO + 0,079 M CH3COOH  pH:3,75’e ayarlanıp 

% 0,1g BSA eklenerek 1000 mL’ye tamamlandı. 

Üreaz İnhibisyonu İçin 

Tampon 100 mM Üre, 1 mM EDTA, 0,01mM Na2HPO4 , 0,01 M LiCl 

(pH:8,2 ye ayarlandı.) 

Üreaz  5U/mL olacak şekilde 0,01mM pH=7,4   Na2HPO4 ile 

hazırlandı. 

Fenol Reaktifi %1 Fenol + 0,005g Sodyum Nitropurisit 100 mL hazırlandı. 

Alkali Reaktif % 0,5 (w/v)  NaOH + %0,1 NaOCl 100 mL hazırlandı. 

Optik Çevirme Açısı İçin 

Carrez I 10,56g K4[Fe(CN)6].3H2O tartılıp 100 mL’ye tamamlanır. 

Carrez II 21,94g ZnSO4.7H2O + 3mL asetik asit 100 mL’ye tamamlanır. 
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2.4.  Numunelerin Temini ve Saklama Koşulları 

 

Anzer yöresine ait altı bal numunesi ve üç polen numunesi alındı. Anzer 

Kooperatifinden temin edilen tüm ballar Hacettepe Üniversitesinde palinolojik 

testlerden geçtikten sonra satışa çıkarıldığından tescilli ballar çalışmada kullanıldı. 

Balların üç tanesi 2014, diğer üç tanesi ise 2013 yılında, polenlerin biri 2014, diğer ikisi 

2013 yılında toplandı. Kullanılan numunelerin kodları ve bilgileri Tablo 8’deki gibidir. 

Bal örnekleri analizler için laboratuarda, oda sıcaklığında ve karanlık ortamda muhafaza 

edildi. Polenler ise +4 ºC’ de buzdolabında saklandı. 

 

Tablo 8.  Numune İsmi ve Numunenin Toplandığı Yıl. 

 

2.5. Balların Bazı Fiziksel ve Kimyasal Analizleri 

 

Balda nem, pH, renk değeri, şeker oranları, prolin miktarı, diastaz aktivitesi, 

hidroksimetilfurfural değeri, iletkenlik çözünmeyen maddeler gibi krtiterler kullanılarak 

balın doğallığı ve saflığı ortaya çıkarılmaktadır. Bu tezde optik çevirme açısı, pH, 

%nem, %briks, prolin miktarı, iletkenlik parametreleri ölçüldü. 

 

Numune İsmi Rize, İkizdere / Yıl 

A 1 2014 

A 2 2014 

A 3 2014 

A 4 2013 

A 5 2013 

A 6 2013 

P 1 2014 

P 2 2013 

P 3 2013 
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2.5.1. Optik Çevirme (α – Rotation ) 

 

 Bu yöntemle birlikte salgı ballarının optik çevirme açısı sağa yani pozitif değer 

verirken çiçek balların ki ise sola yani negatif değer vermektedir (Junk ve Pancoast, 

1973). Optik çevirme açısı polarimetre kullanılarak tayin edildi. 12 g bal tartılıp saf 

suda çözüldü. Üzerine 10 mL Carrez reaktifi (I ve II) ilave edildi ve 30 dakika 

karıştırıldı. Hacmi 100 mL’ye tamamlandıktan sonra 24 saat süre sonunda süzüldü. Elde 

edilen süzüntü polarimetre ile ölçüm yapılarak balların optik çevirme açıları belirlendi. 

 

2.5.2. Nem Tayini 

 

Refraktometre (Atago, Germany) kullanılarak ölçülen kırılma indisleri sıcaklığına 

göre düzeltilerek % nem ve briks değerleri olarak ifade edildi (Helrich, 1990). 

 

2.5.3. Prolin Tayini 

 

Tayin spektrofotometrik yöntem kullanılarak gerçekleştirildi. Prolin ninhidrin ile 

renkli kompleks oluşturduktan sonra 2-propanol ilavesiyle örnek çözelti etkisizleştirilir 

ve absorbansa karşı konsantrasyon grafiği çizilir. Prolin içeriği değerler arasındaki 

ilişkiden tayin edilmektedir (Ough, 1960). 

 

Satın alınmış prolin 64 mg tartıldı 100 mL’de çözüldü. Hazırlanmış stok prolin 

çözeltisinden 0,25 mL-0,5 mL-1,0 mL ve 2,0 mL alınarak balon jojelerde 25 mL’ye 

seyreltilerek standart prolin çözeltileri hazırlandı. Bu çözeltilerden 0,5’er mL alınarak 

cam tüplere konuldu. Üzerlerine 1 mL formik asit ve 1 mL % 3’lük ninhidrin çözeltisi 

ilave edilip tüpler dikkatlice ve kuvvetlice 15 dk çalkalandı. Çalkalama bitiminde 

kaynayan su banyosunda 15 dk bekletildi. Sonra 70˚C’lik su banyosunda 10 dk tutuldu. 
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Sürenin hemen bitiminde tüplere 5 mL % 50’lik 2-propanol çözeltisi ilave edildi. Tüpler 

buz banyosunda bekletildikten sonra spektrofotometrede 510 nm’de okundu. 

2.5.4. Elektriksel İletkenlik 

 Elektriksel iletkenlik ölçümü 10 gram balın 100 mL saf suda çözülerek 

hazırlanan çözelti EC metreler (Elektriksel İletkenlik Ölçer) otomatik olarak ölçülen 

değerleri 25 ◦C sıcaklığa çevirerek, balın elektriksel iletkenliği 25 ◦C’de µS/cm 

(mikrosimens/cm)  ifade edilir. 

2.5.5. pH Ölçümü 

Serbest asitler, laktonlar ve esterler baldaki toplam asitliği belirlemektedir 

(Alvarez-Suarez vd., 2010; Cavia vd., 2007; Kahraman vd., 2010). Balın pH’sı ise 

iyonize asitlere ve mineral maddelere bağlıdır. Balın asitliği, mikroorganizmalara 

karşı kararlılığını arttırırken; aynı zamanda düşük pH değerinden sorumlu olan asitin, 

bal gözlerinin sırlanmadan önce, arıların, iğnesinden bu gözlere enjekte ettikleri formik 

asitten ileri geldiği bildirilmiştir. Arılar, bala formik asit ilave ederek, balın 

olgunlaşmasına yardım ederler. Balda pH 3,4-5,5 arasında değişim göstermektedir. 10 g 

bal tartılarak üzerine 10 mL saf su eklenip pH ölçümü üç paralel olarak yapıldı.  

2.6. Antioksidan Analizler 

2.6.1. Toplam Fenolik Madde Miktarı 

Analiz Slinkard vd., (1977) göre yapıldı. Toplam fenolik madde tayininin esası 

fenolik bileşiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracını indirgeyip kendilerinin 

oksitlenmiş forma dönüştüğü redoks reaksiyonuna dayanmaktadır. Folin-Ciocalteu 

ayracı burada oksitleyici bileşik olarak rol almaktadır. Reaksiyon sonucunda 

indirgenmiş ayracın oluşturduğu mavi rengin absorbansının ölçülmesiyle, analizi 

yapılan örnekteki fenolik bileşiklerin toplam miktarlarının hesaplanması mümkün 
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olmaktadır. Oluşan kompleksin renk şiddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile 

doğru orantılı olup, 760 nm’de absorbans verir.  

Standart grafiğin hazırlanmasında, fenolik bir bileşik olan gallik asit standardı 

kullanıldı (Slinkard vd., 1977; Singleton ve Rossi, 1965). Gallik asidin metanolle farklı 

konsantrasyonları (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 mg/mL) hazırlanıp, 

absorbansları okundu. Konsantrasyona karşı absorbans değerleri ile grafik çizildi. 

Çizilen grafiğe göre metanolik bal ve polen ekstraktlarının toplam fenolik madde 

miktarı bulundu. Numunenin 100 gramı başına, mg gallik asit eşdeğeri [mg GAE 

(Gallik Asit Eşdeğeri)/100 g] fenolik madde miktarı olarak bulundu. Yapılan 

çalışmadaki pipetleme işlemi Tablo 9’daki gibidir. 

Tablo 9. Toplam Polifenol Tayininde Yapılan Pipetleme İşlemi. 

Kör Standart Numune 

Distile su 700  μL 680 μL 680μL 

Standart  - 20 μL - 

Bal  numunesi  - - 20 μL 

0,5 N Folin Reaktifi 400 μL 400 μL 400 μL 

Tüpler vorteks ile karıştırılır ve 3 dakika sonra 

 %10 Na2CO3 400 μL 400 μL 400 μL 

760 nm’de köre karşı absorbans okunur. 

2.6.2. Toplam Flavonoid Madde Miktarı 

 Fenolik bileşiklerden flavonollerin tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya göre 

yapıldı.  Metanolik olarak hazırlanan bal ve polen ekstraktları çalışmada kullanıldı. 

Standart olarak kuersetinin farklı konsantrasyonları (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 

0,015625 mg/mL) hazırlanıp absorbans değerleri okundu. Konsantrasyona karşı 

absorbans değerleri ile grafik çizildi. Çizilen grafiğe göre metanolik bal ve polen 

ekstraklarının toplam flavonoid madde miktarı bulunmuş, seyreltme faktörleri de 

dikkate alınarak asıl numunenin mg QAE (Kuersetin Eşdeğeri)/100 g bal olarak 

flavonoid madde miktarı bulunmuştur. Yapılan çalışmada pipetleme işlemi Tablo 

10’daki gibidir. 
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Tablo 10. Toplam Flavonoid Tayininde Yapılan Pipetleme İşlemi. 

Kör Renk 

Körü 

Standart Numune 

Numune Değişen konsantrasyonlarda - 0,5 mL - 0,5 mL 

Standart Değişen Konsantrasyonlarda - - 0,5 mL - 

Mutlak Metanol 4,8 mL 4,5 4,3 4,3 

%10 Al(NO3)3 0,1 mL - 0,1 0,1 

1 M NH4.CH3COO 0,1 mL - 0,1 0,1 

40 dk. oda sıcaklığında inkübe edilir ve 415 nm’de absorbans okunur. 

2.6.3. Toplam Tanen Miktarı 

Metod Liu vd., (2009)’a göre yapıldı. Metodun esası tanenleri kuvvetli 

asitlerle flobafen denen kırmızı renkli maddelere dönüştürerek toplam tanen (TT) 

miktarını bulmaktır. Standart olarak kateşin değişik konsantrasyonlarda kullanıldı. 

Yapılan pipetleme işlemi Tablo 11’deki gibidir. 

Tablo 11. Toplam Tanen Tayininde Yapılan Pipetleme İşlemi. 

Kör Standart Numune 

Numune - - 500 μL 

Standart  - 500 μL - 

% 4 lük Vanilin 1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL 

% 37’lik HCl 750 μL 750 μL 750 μL 

20 dk inkübasyona bırakılır. 

500nm'de köre karşı absorbans okunur. 
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2.6.4. Demir (III) İndirgeme Antioksidan Güç (FRAP) Tayini 

Bu yöntem Fe(III) komplekside yer alan Fe(III) iyonunun antioksidan bir madde 

varlığında indirgenmesi esasına dayanmaktadır. Fe(III) iyonları TPTZ adı verilen  ligant 

ile (Fe(III)-TPTZ-2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin) kompleksini oluşturur ve 

antioksidanlar varlığında indirgendiğinde oluşan mavi renkli kompleksin, Fe(II)-TPTZ, 

593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasına dayanmaktadır (Benzie and Strain, 

1999). Doğal ürünler ve arı ürünlerinin antioksidan kapasitenin ölçülmesinde FRAP 

(Ferric reducing antioksidant power) yöntemi en çok kullanılan yöntemdir (Benzie ve 

Strain, 1996). 

Çalışma eğrisi için Troloks®’un değişen konsantrasyonları (31,25-62,5-125-250-

500-1000 μM) kullanılarak çalışma eğrisi hazırlandı. 100 μL numune üzerine 3 mL 

FRAP reaktifi [300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl3 (10: 1: 1)] 

eklendi. 4 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar okundu. Sonuçlar standart bir 

antioksidan olan Troloks® la karşılaştırılmalı olarak bulundu ve μmol Troloks® eşdeğeri 

antioksidan güç / 100 g bal olarak ifade edildi. Pipetleme işlemi Tablo 12’deki gibidir.   

Tablo 12. FRAP Tayininde Yapılan Pipetleme İşlemi. 

KörMeOH 
Test 

(Numune) 

Renk 

Körü(MeOH) 
Troloks 

FRAP Reaktifi 3 mL 3 mL - 3 mL 

Numune - 100 µL 100 µL - 

Troloks®(Değişen kons.) - - - 100 µL 

Saf Su - - - - 

Metanol 100 µL - 3 mL - 

4. dakikada 593 nm’de absorbans okunur.

Renk Körütest(met): Metanolde çözünen numune için renk körü 
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DPPH● radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satın alınabilen bir 

radikal olup denemelerde satın alınan bu radikalin 100 µM’lık metanolik çözeltisi 

kullanıldı. Bal ve polen numunelerinin metanolik ekstraktları kendi çözücüleri ile 

seyreltilerek farklı ve uygun konsantrasyonlarda hazırlandı. Eşit hacimde (750 µL) 

DPPH● radikal çözeltisi ve numune çözeltileri karıştırılıp oda sıcaklığında 50 dakika 

bekletildi. Süre sonunda DPPH● radikalinin mor menekşe rengi açıldı ve DPPH● 

radikalinin maksimum absorbans verdiği 517 nm’de absorbanslar okundu. Kör olarak 

DPPH● radikal çözeltisi ve numunenin çözüldüğü çözücü kullanıldı. Bulunan 

absorbanslara karşılık gelen konsantrasyonlar grafiğe geçirilerek SC50 değerleri 

hesaplandı. Pipetleme işlemi Tablo 13’teki gibidir. 

Tablo 13. DPPH● Yöntemi İçin Yapılan Pipetlemeler. 
Numune Tanık 

Tüpü 

Reaktif Tanık 

Tüpü 

Numune 

Tüpü 

Numune (Değişik konsantrasyon) 750 µL - 750 µL 

Metanol  750 µL 750 µL - 

DPPH• (100 µM) - 750 µL 750 µL 

50 dk. süre sonunda 517 nm’de absorbans okunur. 

2.6.5.1. SC50 Değerlerinin Bulunması 

SC50 radikal miktarını yarıya indiren numune konsantrasyonudur. SC50 değerinin 

bulunması için farklı konsantrasyonlarda çalışmak gerekir. Bu nedenle çalışmalarda altı 

farklı konsantrasyonda ölçüm yapıldı. Numunelerin yeterli miktarda farklı 

konsantrasyonu hazırlanıp absorbans ölçümleri yapıldı, standart olarak Troloks® 

kullanıldı. Absorbanslar konsantrasyona karşı grafiğe geçirildi. Maksimum absorbansın 

yarısına karşılık gelen konsantrasyon miktarı SC50 değeri olarak alındı ve mg/mL ya da 

g/mL cinsinden hesaplandı. 

2.6.5. DPPH● Radikalini Temizleme Aktivitesi Tayini 
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2.7. Enzim inhibisyonları 

2.7.1. Hyaluronidaz İnhibisyonu 

Metod spektrofotometrik olup, enzimin reaksiyon ürünlerinin ortamda bulanıklık 

oluşturması esasına dayanır. Her numunenin inhibitör aktivitesi Sigma protokolünde 

küçük bir değişiklik yapılarak ve başka bir referans yöntemle birleştirilerek belirlendi 

(Yahaya and Don, 2012; Kolayli vd., 2015). Bal numuneleri ortalama bir değer 

oluşturması açısından (A 1 ve A 2; A 3 ve A 4; A 5 ve A 6) üç numune olacak şekilde 

eşit miktarlarda birleştirildi ve AO 1, AO 2, AO 3 olarak kodlandı. Üç polen numunesi 

de ortalama bir değer oluşturması açısından aynı şekilde eşit miktarlarda birleştirilip tek 

numune haline getirildi. PO olarak kodlandı. Bal ve polen numuneleri sulu ekstrakt 

olarak hazırlandı. 3 g bal tartılıp yaklaşık 10mL’ye suyla seyreltildi. Polen ise 12 g 

tartılıp 100 mL’ye tamamlandı. Numuneler çalkalayıcıda 24 saat boyunca ekstrakte 

edildikten sonra filtreden (0,45 RC) geçirilip son hacimlerine tamamlandı.  

Tablo 14. Hyaluronidaz İnhibisyonunda Yapılan Pipetleme İşlemi. 

Kör Test (numune) Standart 

Enzim 100 µL 100 µL 100 µL 

Fosfat tamponu pH:7 100 µL 100 µL 100 µL 

Numune ekstraktı (veya standart) - 25 µL 25 µL 

Numune veya standart çözücüsü 25 µL - - 

Karıştırıcı Su Banyosunda 10 dk 37 oC İnkübasyon 

Substrat pH:5,35 100 µL 100 µL 100 µL 

 Karıştırıcı Su Banyosunda 45 dk 37 oC İnkübasyon 

Asetat Tamponu (pH:3,75) 1 mL 1 mL 1 mL 

10 dk Oda Sıcaklığında İnkübasyon 

1 dk 100oC’de Reaksiyonu Durdurma  

2 dk Soğutma 

600 nm’de saf suya karşı okunur. 
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Hyaluronidaz enzimi ve substratı satın alınmış olup; 1,67U’lik hazırlanan enzim 

çözeltisinden  100 µL, üzerine pH:7 olan fosfat tamponundan 100 µL koyuldu. 25 µL 

numune eklendikten sonra 10 dk inkübasyona bırakıldı. Ardından  %0,01 hyaluronik 

asit sodyum tuzu içeren pH:5,35 olan Na3PO4 çözeltisi eklenip 40 dk inkübasyon 

sonunda son pipetlemeler yapıldı. Reaksiyonu durdurmak için numuneler kaynar su 

banyosunda 1 dk bekletildi. 600 nm’de absorbanslar saf suya karşı okundu. Numuneler 

altı farklı konsantrasyonla körle birlikte çalışıldı. Hyalorunidaz enziminin anti-aktivitesi 

% İnhibisyona karşı konsantrasyon grafiğinin logaritmik olarak çizilmesiyle hesaplandı. 

Yapılan pipetleme işlemi Tablo 14’teki gibidir. 

2.7.2. Üreaz İnhibisyonu 

Yöntemin esası üreazın üre ile enzimatik reaksiyonu sonucunda oluşan NH4
+, 

sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum nitroprosit katalizörü eşliğinde fenol ile redoks 

tepkimesi vererek mavi renkli indofenolu oluşturur ve rengin şiddeti üre miktarıyla 

doğru orantılıdır (Weatherburn, 1967). Dolayısıyla üreaz inhibisyonu gerçekleştikçe 

rengin şiddeti azalır. Reaksiyon denklemleri Şekil 5’teki gibidir.  

Şekil 5. İndofenol Oluşumu 

Bal numuneleri ortalama bir değer oluşturması açısından hyaluronidaz 

inhibisyonunda olduğu gibi  (A 1 ve A 2; A 3 ve A 4; A 5 ve A 6) üç numune olacak 

şekilde eşit miktarlarda birleştirildi ve AO 1, AO 2, AO 3 olarak kodlandı. Polenler ise 
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ortalama bir değer bulabilmek için eşit miktarlarda birleştirilip bir tek numune haline 

getirildi. Yine PO olarak kodlandı.  

Tablo 15. Üreaz İnhibisyonu İçin Gerekli Pipetlemeler. 

Kör Test (numune) Standart 

(Tiyo üre) 

Enzim  100 µL 100 µL 100 µL 

Test Bileşiği  - 500 µL 500 µL 

Tampon  400 µL 400 µL 400 µL 

Numune çözücüsü 500 µL - - 

15 dk İnkübasyon 

Fenol Reaktifi 500 µL 500 µL 500 µL 

Alkali Reaktifi 500 µL 500 µL 500 µL 

50 dk İnkübasyon 

625 nm’de saf suya karşı okunur. 

Bal ve polen numuneleri sulu ekstrakt olarak hazırlandı. 5 g bal tartılıp yaklaşık 10 

mL’ye suyla tamamlandı. Polen ise 15 g tartılıp 100 mL’ye tamamlandı. Numuneler 

çalkalayıcıda 24 saat boyunca ekstrakte edildikten sonra filtreden (0,45 RC) geçirilip 

son hacimlerine tamamlandı. 100 µL enzim, 400 µL tampon, 500 µL test bileşiği 

eklenip 15 dakika inkübasyondan sonra 500 µL fenol reaktifi ardından 500 µL alkali 

reaktifi eklenerek 50 dakika inkübe edildi. Oluşan renk spektrofotometrik olarak 625 

nm’de ölçüldü. Altı farklı konsantrasyonda hazırlanan numunelerin absorbansı 

okunduktan sonra konsantrasyona karşı IC50 grafiği çizildi. Standart olarak tiyo üre 

kullanıldı. Gerekli pipetlemeler Tablo 15’te verilmiştir. 

2.7.2.1. IC50 Değerlerinin Bulunması 

IC50 enzim aktivitesini yarıya indiren numune konsantrasyonudur. IC50 değerinin 

bulunması için farklı konsantrasyonlarda (altı farklı konsantrasyonda) ölçüm yapıldı. 
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Numunelerin uygun ve farklı konsantrasyonları hazırlanıp absorbans ölçümleri yapıldı 

ve absorbanslar yardımıyla % inhibisyon aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

Konsantrasyon pipetlemede oluşan seyreltme katsayısı dikkate alınarak tekrar 

hesaplanıp konsantrasyona karşı % inhibisyon grafiği logaritmik olarak oluşturuldu. 

Maksimum inhibisyonun yarısına karşılık gelen konsantrasyon miktarı IC50 değerini 

vermektedir ve mg/mL ya da g/mL cinsinden hesaplanmaktadır. 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑦𝑜𝑛 𝑌ü𝑧𝑑𝑒𝑠𝑖 = �1 − �
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠(𝑁𝑢𝑚𝑢𝑛𝑒)
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠(𝐾ö𝑟) �� ∗ 100 
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3. BULGULAR

3.1. Fiziksel Tayin Sonuçları 

3.1.1. Optik Çevirme Sonucu 

Optik çevirme açısı bir polarimetre kullanılarak (Beta PPP7 Optical Activity, 

England) tayin edildi (Junk ve Pancoast, 1973). Polarize ışığı çevirme açısı olan α-

rotasyon değeri salgı balları ile çiçek ballarının ayırt edilmesinde kullanılan bir 

yöntemdir. Çiçek balları negatif, salgı balları pozitif değere sahiptir (White, 1989). 

Çiçek balı olduğu bilinen anzer balında optik çevirme açısı negatif değerler olarak elde 

edildi. Sonuçlar Tablo 16’daki gibidir. Anzer yöresine ait bu ballarda optik rotasyon 

değeri -01,03 ile -01,22 arasında değişim göstermektedir. 

3.1.2. Nem Analiz Sonucu 

Balların nem içeriği, standart referans metot (TS 3036, 2002) ile refraktometre 

(Atago, Germany) kullanılarak balın kırılma indisinden faydalanılarak % nem içeriği ve 

% Briks olarak belirlendi. Elde edilen değerler Tablo 16’da gösterilmiştir. Nem balların 

raf ömürlerinin belirlenmesinde oldukça önemli olup yüksek nem balın 

olgunlaşmadığını aynı zamanda fermantasyon olmasına ve dolayısıyla erken 

bozunmasına neden olmaktadır. Ayrıca nem balın toplandığı bölgenin coğrafik 

özelliklerine, hasat zamanına ve biçimine göre de değişim gösterir (Oddo ve Piro 2004; 

Bogdanov vd., 2004). Türk gıda kodeksinde (TSE) göre balda nem içeriği çiçek ve salgı 

balında en fazla % 20 olmalıdır. Bu çalışmada kullanılan Anzer ballarının nem içeriği % 

17,90-20,27 arasında olduğu tespit edilmiştir. 
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3.1.3. Prolin Tayini Sonucu 

Tayin prolinin ninhidrin ile renkli kompleks oluşturmasına dayanan bu metotta 

prolin içeriği, prolinin standart olarak kullanıldığı çalışma grafiği (Şekil 6) yardımıyla 

gerekli katsayılarla çarpılarak mg/kg cinsinden tayin edildi. Balların prolin değerleri 

Tablo 16’da verilmiştir. Balların prolin değerleri 812,106 mg/kg ile 1139,767 mg/kg 

arasında değişim göstermektedir.  

Şekil 6. Prolin Standart Çalışma Grafiği. 

3.1.4. Elektriksel İletkenlik Analiz Sonucu 

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akışı taşıma yeteneğidir. Ballarda 

elektriksel iletkenliği esas olarak balın mineral madde içeriğine dayanmaktadır 

(Andrade vd., 1997). Bal standartlarına göre ballarda elektriksel iletkenlik değeri çiçek 

balı ve fırıncılık balında 0,8 mili siemens/cm (800 mikrosiemens/cm) den fazla 

olmamalıdır. Çalışmamızda kullanılan Anzer ballarının elektriksel iletkenlik değerleri 

370-574 mikro siemens/cm arasında değişim göstermektedir. 
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3.1.5. pH Sonucu 

Balın pH değeri değişik şartlar altında 3,4 ile 5,5 arasında değişmekle birlikte 

ortalama olarak 3.9’dur. Anzer ballarının ölçülen pH değerleri 3,48-3,95 arasındadır. 

Tüm fiziksel parametre sonuçları Tablo 16’daki gibidir. 

Tablo 16. Anzer ballarının Optik Çevirme, Nem, Briks, İletkenlik ve pH Sonuçları. 

Numune 

Optik 

Çevirme 

[20 [α] D ] 

%Nem %Briks Prolin 

mg/kg 

İletkenlik 

(µS/cm) 
pH 

A 1 - 01,03 20,27±0,12 79,73±0,12 812,11±7,47 449,67±2,52 3,48±0,00 

A 2 - 01,11 19,87±0,12 80,13±0,12 1139,77±7,47 370,00±3,00 3,50±0,00 

A 3 - 01,08 18,07±0,31 81,93±0,31 829,72±12,46 547,33±2,52 3,57±0,00 

A 4 - 01,04 19,30±0,14 80,70±0,14 808,58±2,49 432,67±3,06 3,95±0,00 

A 5 - 01,22 20,10±0,14 79,90±0,14 916,04±9,97 523,67±3,21 3,77±0,00 

A 6 - 01,04 17,90±0,14 82,10±0,14 993,55±4,98 574,00±1,00 3,61±0,00 

Ortalama±ss -01,09 19,25±0,16 80,74±0,16 916,63±7,47 482,90±2,55 3,65±0,00 

3.2.  Antioksidan Sonuçları 

3.2.1. Toplam Fenolik Madde Testi Sonucu 

Analizler için bal örnekleri metanolik ekstrakları hazırlanarak gerekli seyreltme 

işlemleri yapıldıktan sonra toplam fenolik madde miktarı gallik asit standardına göre 

tayin edildi. Elde edilen 760 nm’deki absorbans değerleri y-ekseninde ve konsantrasyon 

değerleri x-ekseninde olacak şekilde bir standart çalışma grafiği hazırlandı. Elde edilen 
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standart çalışma grafiğinde absorbans konsantrasyonla doğru orantılı olup, elde edilen 

doğru denklemi y=1,5651x+0,0813 olarak tespit edildi (Şekil 7). Hazırlanan standart 

çalışma grafiği kullanılarak 1 g balın içerdiği mg cinsinden toplam fenolik madde 

miktarı belirlendi. Balların ve polenin toplam fenolik madde miktarları Tablo 17’deki 

gibidir. Toplam fenolik madde miktarı ballarda 17,69 - 26,49 mg GAE /100 g numune 

arasında olup, polenler için 702,25 - 836,717 mg GAE /100 g olarak hesaplandı. En 

yüksek değer ballarda A 3, polenlerde P 1 olduğu tespit edildi. 

Şekil 7. Toplam Fenolik Madde Standart Çalışma Grafiği. 

3.2.2. Toplam Flavonoid Madde Testi Sonucu 

Metanolik olarak hazırlanmış olan bal ve polen örnekleri gerekli seyreltme işlemi 

yapıldıktan sonra toplam flavonoid madde miktarları kuersetin standardına göre 

hesaplandı. Değişen konsantrasyonlarda hazırlanan standart kuersetin çözeltileri 

yardımıyla toplam flavonoid madde miktarları tayin edildi. Elde edilen 415 nm’deki 

absorbans değerleri y-ekseninde ve konsantrasyon değerleri x-ekseninde olacak şekilde 

bir standart çalışma grafiği hazırlandı. Elde edilen doğru denklemi y=6,2740x-0,0162 

olarak tespit edilip (Şekil 8), bu denklemden faydalanılarak 1 g balın mg kuersetin 

cinsinden toplam flavanoid madde miktarı hesaplandı. Toplam flavonoid madde miktarı 

ballarda 1,09-3,31 mg QAE /100 g numune, polenlerde ise 195,88-275,58 mg QAE/100 

g numune olarak hesaplandı. En yüksek değerin ballarda A 3,  polenlerde ise P 1 olduğu 

tespit edildi. Sonuçlar Tablo 17’deki gibidir.  
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Şekil 8. Toplam Flavonoid Madde Standart Çalışma Grafiği 

3.2.3. Toplam Tanen Testi Sonucu 

Metanolik olarak hazırlanmış olan bal ve polen örnekleri toplam tanen miktarları 

kateşin standardına göre hesaplandı. Değişen konsantrasyonlarda hazırlanan standart 

kateşin çözeltileri yardımıyla toplam tanen miktarları tayin edildi. Elde edilen 

500nm’deki absorbans değerleri y-ekseninde ve konsantrasyon değerleri x-ekseninde 

olacak şekilde bir standart çalışma grafiği hazırlandı. Elde edilen doğru denklemi 

y=0,2823x+0,0023 olarak tespit edilip (Şekil 9), bu denklemden faydalanılarak 1 g balın 

mg kateşin cinsinden toplam tanen miktarı hesaplandı. Toplam tanen miktarı ballarda 

tespit edilemezken, polenlerde ise 33,21-38,65 mg QKE /100 g numune olarak 

hesaplandı. En yüksek değerin polenlerde ise P 1 olduğu tespit edildi. Sonuçlar Tablo 

17’deki gibidir.  
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Şekil 9. Toplam Tanen Kalibrasyon Grafiği. 
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3.2.4. FRAP Testi Sonucu 

Bu yöntem ile 1 mmol.L–1 Troloks® eşdeğeri, ferrik indirgeme yeteneğine sahip 

antioksidanların konsantrasyonu belirlenir. Kalibrasyon için Troloks®’un farklı 

konsantrasyonları kullanılarak oluşturulan standart çalışma grafiği aşağıda verilmektedir 

(Şekil 10). Balların FRAP sonuçları Tablo 17’deki gibidir. Ballar için FRAP değeri 

70,10-101,45 μmolTroloks / 100g numune, polenler için 368,37-406,72 μmol Troloks 

eşdeğeri/100g numune arasında olduğu hesaplandı. Ballardan en yüksek değere sahip 

numune A 2 olup polenlerde en yüksek değer P 1 numunesinde tespit edildi. 

Şekil 10.  FRAP Standart Çalışma Grafiği. 

3.2.5. DPPH● Testi Sonucu 

DPPH● radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), temizleme aktivitesi tayininde çok 

yaygın olarak kullanılmaktadır. x-ekseninde artan numune konsantrasyonuna karşı y-

ekseninde azalan absorbans değerleri grafiğe geçirildi ve bu grafikten faydalanılarak 

maksimum absorbansın yarıya düştüğü numune konsantrasyonu SC50 değeri olarak 

ifade edildi.  
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Antioksidan aktiviteye bakılırken numunelerle Troloks®’un SC50 değerlerleri 

karşılaştırılmıştır. DPPH●  radikali temizleme aktivitesi tayininde küçük SC50 değeri 

yüksek radikal temizleme kapasitesini göstermektedir. Balların SC50 değerleri 45,85-

85,96 mg/mL arasında değişim gösterirken, polenlerin 1,41-1,56 mg/mL arasında 

olduğu hesaplandı. Sonuçlara göre en yüksek radikal temizleme aktivitesine sahip bal 

numunesi A 3, polenlerden  P 1 olduğu Tablo 17’de gösterilmiştir. 

Tablo 17. Toplam Polifenol, Toplam Flavonoid, Toplam Tanen, FRAP ve DPPH 
testleri sonucu. 

Numune 
İsmi 

TP 
(mg 

GAE/100g 
numune) 

TF 
(mg 

QE/100g 
numune) 

TT 
(mg 

KE/100g 
numune) 

FRAP (μmol 
Troloks/100g) 

DPPH-
SC50 

(mg/mL) 

A 1 25,35±0,24 1,46±0,06 T.E. 101,26±1,06 51,64±2,18 

A 2 19,13±0,12 1,09±0,03 T.E. 101,45 ±0,42 57,31±0,00 

A 3 26,49±0,22 3,31±0,04 T.E. 95,09±3,16 45,85±0,00 

A 4 22,22±0,10 3,29±0,04 T.E. 90,14±0,58 50,38±2,18 

A 5 17,69±0,58 2,17±0,02 T.E. 70,10±0,56 85,96±0,00 

A 6 21,88±0,29 2,64±0,02 T.E. 84,99±1,01 62,52±0,00 

Ort±ss 22,01±0,25 2,32±0,04 - 90,51±1,13 58,94±0,73 

P 1 836,71±0,00 275,58±1,44 38,65±0,79 406,72±1,56 1,41±0,00 

P 2 702,25±1,37 195,88±3,09 35,74±1,37 368,37±3,23 1,56±0,01 

P 3 720,68±1,37 263,63±2,92 33,21±1,46 396,87±2,37 1,44±0,04 

Ort±ss 753,21±0,91 245,03±2,48 34,94±1,21 390,65±2,39 1,47±0,02 

Std. Troloks 
0,005±0,0001 
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3.3. İnhibisyon Sonuçları 

3.3.1. Hyaluronidaz İnhibisyonu Sonuçları 

Yapılan spektrofotometrik tayin sonucu hyaluronidazın inhibisyonunu sağlayan 

en iyi numunenin PO olduğu görüldü. İnhibisyonun değerce düşük olması yüksek 

inhibisyon sağladığının göstergesidir. Ballar ise polene kıyasla daha düşük aktivite 

göstermiştir. İnhibe edebilme özelliği sıralaması AO 2, AO 1, AO 3 şeklindedir. 

Sonuçlar Tablo 18’de gösterilmiştir. 

Tablo 18. Hyaluronidaz İnhibisyonu Sonuçları. 

Numune Kodu IC50 (g/mL) 
AO 1 0,16±0,03 
AO 2 0,11±0,01 
AO 3 0,23±0,00 
Ort±ss 0,17±0,01 

P O 0,07±0,00 

3.3.2. Üreaz İnhibisyonu Sonuçları 

Yapılan inhibisyon testi sonucu üreazın inhibisyonunu sağlayan en iyi numunenin 

PO olduğu görüldü. Ballar ise polene kıyasla daha düşük aktivite göstermiş (değerce 

yüksek), en iyi inhibisyon sağlayan bal AO 2, onu takiben AO 1 ve AO 3 gelmektedir. 

Sonuçlar Tablo 19’da gösterilmiştir. Standart olarak tiyoüre kullanılmıştır. 

Tablo 19. Üreaz İnhibisyonu Sonuçları. 

Numune Kodu IC50 (mg/mL) 
AO 1 21,09±0,02 
AO 2 20,60±0,01 
AO 3 23,80±0,00 

Std. Tiyoüre 12.09±0.13 

Ort±ss 21,83±0,01 
P O 1,32±0,00 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇLAR

Bu çalışmada altı farklı Anzer balı ve üç farklı Anzer poleni kullanıldı. Balın 

insan sağlığını korumadaki rolü onun saflığı ve bileşimi ile yakından ilişkili olup 

üretildiği bölgenin coğrafik özellikleri, bitki florası, hasat zamanı ve üretim şekli gibi 

pek çok faktöre bağlı olarak değişim göstermektedir (Özbalcı, 2013). Balın saflığı gıda 

kodekslerine (TSE vb.) göre su içeriği, iletkenlik, asitlik, pH, renk değeri, şeker oranları 

(%C4/C13), prolin miktarı, diastaz aktivitesi, hidroksimetilfurfural değeri ve 

çözünmeyen maddeler gibi kriterler kullanılarak belirlenmektedir (Molina, 1989; White, 

1978). Bu kriterler balın saflığını ve doğallığını ortaya çıkarmaya yaramaktadır. Bu 

nedenle bu çalışmada öncelikle balların fiziksel özellikleri; optik rotasyon, %nem-briks, 

iletkenlik, prolin, pH değerleri tespit edildi. 

         Optik rotasyon metodu tüm bal örneklerine uygulanabilmektedir. Bu yöntemde 

salgı ballarının optik çevirme açısı sağa (+) iken, çiçek balların ki ise sola (-) 

yönelmektedir (Junk ve Pancoast, 1973). Örneklerin optik çevirme açısı bir polarimetre 

kullanılarak (Beta PPP7 Optical Activity, England) tayin edildi. Balda optik rotasyona 

sebebiyet verebilecek olan proteinlerin çökmesi sağlanarak ölçülen Anzer balları negatif 

değerde olduğu yani optik çevirme açısının sola yöneldiği belirlendi. Böylece çiçek balı 

oldukları ortaya konulmuştur. Cavrar vd., (2013) farklı kalitede Türk ballarının fiziksel 

ve biyokimyasal özelliklerinin karşılaştırılması çalışmasında çiçek, kestane gibi çiçek 

ballarının optik rotasyonlarının negatif olduğunu tespit etmişlerdir. Mevcut çalışmadaki 

Anzer ballarının optik rotasyon değerleri literatürle uyumlu olup -01,03 ile -01,22 

arasındadır (Tablo 16). 

Nem tayini refraktometre (Atago, Germany) kullanılarak ölçüldü ve kırılma 

indisleri sıcaklığa göre düzeltilerek % nem değerleri olarak ifade edildi (AOAC, 1990). 

% nem değerlerinden de % Briks (% kuru madde) değerleri hesaplandı. Balın nem 

içeriği granülasyonu açısından çok önemlidir ve yüksek nem içeriğinin mikrobiyal 

bozunmaya hem de kristalizasyona neden olduğu bilinmektedir (Tosi vd., 2002). Su 

miktarı balın toplandığı bölgenin coğrafik özelliklerine, ve hasat zamanı ve biçimine 

göre de değişim gösterir (Persano Oddo ve Piro; Bogdanov vd., 2004). Türk gıda 

kodeksinde (TGK) göre çiçek ve salgı balında nem içeriği en fazla % 20 olmalıdır. 
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Mevcut çalışmada da çiçek balı olan Anzer ballarının nem içeriği Türk Gıda Kodeksi ile 

uyum içerisinde olup balların nem içerikleri % 17,90-20,27 arasında değişim 

göstermektedir (Tablo 16). Ayrıca Portekiz bölgesine ait monofloral balların fiziksel 

özellikleri çalışmasında kullanılan ve bir çiçek balı olan püren balının nem içeriğini % 

17,8-20,6 bulunmuştur (Alves vd., 2013). Can vd., (2015)’ın monofloral ballarla yaptığı 

çalışmada ise bir çiçek balı olan geven balının nem içeriği % 17,  akasya balının ise nem 

içeriği % 20,80 olarak tespit etmişlerdir.  

 

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akışı taşıma yeteneğidir. Ballarda 

elektriksel iletkenliği esas olarak balın mineral madde içeriğine dayanmaktadır 

(Andrade vd., 1997) Bal standartlara göre ballarda elektriksel iletkenlik değeri çiçek 

balı ve fırıncılık balında 800 mikrosiemens/cm den fazla olmamalıdır. Mevcut 

çalışmadaki balların elektriksel iletkenlik değerleri 370-574 mikrosiemens/cm 

arasındadır, değerler Tablo 16’daki gibidir. Literatürde verilen çiçek ballarının 

iletkenlik değerleri 260-1500 mikrosimens/cm arasındadır (Cavrar, 2013; Can, 2015). 

Mevcut çalışmadaki değerler literatürdeki iletkenlik değerlerinin sınırları içindeki 

değerlerdir. 

 

         Prolin tayini, prolinin ninhidrin ile renkli kompleks oluşturması esasına dayanır ve 

arı tarafından bala katılan tek amino asit olduğu için balın kalitesinin göstergesidir. 

Çalışmamızdaki Anzer ballarının prolin değeri 808 – 1139 mg/kg arasında bulunmuştur. 

Sonuç Tablo 16’daki gibidir. Prolinin nektardan mı arıdan mı kaynaklandığı tespit 

edilememiştir. Balda bulunan prolin, nektarın bala dönüşmesi sırasında temel olarak arı 

tarafından bala katılan tek aminoasit olup toplam aminoasitlerinin %50-85’ini 

oluşturmaktadır (Hermosin vd., 2003). Can vd., (2015) yaptığı Türkiye florasına ait 

monofloral balların araştırılması yayınında en düşük değerin akasya balında 281 mg/kg, 

en yüksek değerin püren balında 845 mg/kg, karışık çiçek balında ise 482 mg/kg 

olduğunu tespit etmişlerdir. Mevcut çalışmadaki Anzer balları bu bağlamda çiçek 

ballarından daha yüksek prolin içeriğine sahip olup literatürde verilen püren balının 

prolin değerine yakın değerdedir. Prolin miktarı ayrıca balın protein içeriğini göstermesi 

açısında önemli bir kritedir. 
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Mevcut çalışmadaki pH değeri Anzer balı için 3,48-3,95 arasında ölçülmüştür. 

Balın pH değeri değişik şartlar altında 3,4 ile 5,5 arasında değişmekle birlikte ortalama 

olarak 3.9'dur (Aydın vd., 2008; Kahraman vd., 2010). Balın %1’lik kısmı amino asitler, 

glukonik asit, fenol bileşikleri gibi asitlerden oluşur. Balın tatlılığı, içerdiği asit 

karakterdeki maddelerden dolayı, benzer miktarda şeker içeren besinlere göre daha az 

hissedilmektedir. Serbest asitler, laktonlar ve esterler baldaki toplam asitliği 

belirlemektedir (Alvarez-Suarez vd., 2010; Cavia vd., 2007; Kahraman vd., 2010). 

Balın pH’sı ise iyonize asitlere ve mineral maddelere bağlıdır. Serbest asitlik lezzete 

katkıda bulunur, mikroorganizmalara karşı dayanıklılık sağlar, kimyasal reaksiyonları, 

antibakteriyel ve antioksidan özelliği arttırır ayrıca balın kaynağı hakkında bazı bilgiler 

verir (Cavia vd., 2007). Serbest asitlerin artışı balda fermentasyonun göstergesi 

sayılmaktadır. Çünkü bal şekerleri ve alkoller baldaki mayalar tarafından asetik aside 

dönüştürülmektedir (Alvarez-Suarez vd., 2010; Cavia vd., 2007). Yapılan çalışmalar, 

serbest asit ve lakton miktarı açısından balın açılmadan önce, oda sıcaklığında 20 ay 

muhafaza edilebileceğini göstermektedir (Cavia vd., 2007). Sonuç olarak balın pH’sı 

literatürde verilen değerlerle uyum içerisinde olduğu bulunmuştur.  

Yukarıda bahsedilen kriterler balın sadece saflığını ve doğallığını ortaya 

çıkarmaya yaramaktadır. Balın gerçek kalitesini yansıtmamakta ve test edilen balın 

biyoaktivite potansiyeli hakkında bilgi vermemektedir. Balın biyolojik aktivite kriterleri 

olarak ise başta anti-oksidan olmak üzere anti-mikrobiyal (bakteriyel, fungal ya da 

viral), anti-inflamatuar ve antikanserojen, anti-tümöral özellikleri ön plana çıkmaktadır. 

Bu özelliklerin temelini ise bal arısının ırkı, coğrafi bölgesi ve nektar temin ettiği bitki 

florası oluşturmaktadır (Molan, 2000). Nitekim Anzer balı ve poleni ile ilgili yapılan 

çalışmalar literatürde oldukça sınırlı sayıdadır ve biyoaktivite özellikleri halen ortaya 

çıkarılmayı beklemektedir. Bu tezde birer arı ürünü olan Anzer balı ve poleninin 

antioksidan özellikleri bitkilerde farklı çeşitlerde antioksidanlar mevcut olduğundan ve 

dolayısıyla her bir antioksidan bileşeni tek tek belirlemek oldukça çok zor olacağından 

birkaç farklı test kullanılarak belirlenmiştir. Antioksidan potansiyelini test etmek üzere 

balların metanolik ekstrakları hazırlanarak spektrofotometrik in vitro antioksidan 

analizleri için toplam fenolik içerik, toplam flavonoid içerik, toplam tanen miktarı, 

demir indirgeme gücü FRAP, DPPH● radikal temizleme testleri uygulandı. Enzim 
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inhibisyon testleri de bal ve polenlerin sulu ekstraktlarıyla yapıldı, hyaluronidaz ve 

üreaz enzimleri üzerine inhibisyon etkileri in vitro oalrak belirlendi. 

 

 Anzer balı ve poleninin Folin-Ciocalteu metoduyla belirlenen toplam fenolik 

madde miktarının literatürdeki fenolik madde miktarları ile karşılaştırıldığında Anzer 

yöresine ait polenlerin 702-836 mgGAE/100 g numune arasında olup orta derecede 

fenolik madde miktarına sahip olduğu görülmektedir. Romanya’da yapılan bir 

çalışmada 12 farklı monofloral polen örneğinin aynı metotla 440 mg ile 1640 mg GAE/ 

100 g polen arasında değişim gösterdiği bildirilmektedir (Mãrghitas vd., 2009). Yapılan 

bir başka çalışmada ökaliptus polenine ait toplam fenolik madde miktarlarının 3259 mg 

GAE/100 g polen olduğu bildirilmektedir (Leja vd., 2007). Bal örneklerinde ise toplam 

fenolik madde miktarı 17-26 mgGAE/100 g numune olarak değişim göstermektedir 

(Tablo 17). Balların toplam fenolik madde miktarlarının ise dünyaca ünlü olan manuka 

ballarında 90 mgGAE/100 g  (Alzahrani vd., 2012), Türkiye florasına ait monofloral 

balların 16 ile 78 mgGAE/100 g aralığında olduğu, karışık çiçek ballarının ise 29 

mgGAE/100 g olduğu yayınlanmıştır (Can, 2015). Fenolik bileşiklerin antioksidan, 

antimutajenik ve serbest radikal temizleyici etkilerinin olduğu bildirilmiştir (Lee, 2004). 

Literatürde yapılan çalışmalarda balın ve polenin toplam fenolik madde miktarı ile 

biyolojik aktivitesi arasında paralellik olduğu bildirilmektedir (Sarıkaya vd., 2009; 

Ulusoy ve Kolaylı, 2013). 

 

 Çalışılan altı bal numunesinin toplam flavonoid miktarı 1,09 ile 3,31 mg 

Kuersetin/ 100g bal, polenlerde ise 195-275 mg Kuersetin/ 100g polen arasında değişim 

göstermiştir. Ballarda toplam flavonoid miktarı çiçek balları için literatürde 0,65 ile 8,1 

mg Kuersetin/100g arasında değişim göstermekte, polenler için 104-807 mg Kuersetin/ 

100g kuru polen numunesi olduğu bildirilmiştir (Yıldız vd., 2013; Žilić vd., 2014) 

Çalışmamızda kullandığımız Anzer balı ve poleninin bu bağlamda literatürdeki değerler 

arasında olduğu görülmektedir.  

 

 Balın ve polenin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde birçok yöntem olup, 

en yaygın kullanılan ve çalışmada da tercih edilen metotlardan biri de FRAP 

metodudur. Çalışılan tüm Anzer bal ve polen numunelerinin Fe+3 indirgeme yeteneğine 

sahip oldukları ve tüm polenlerin ballardan çok daha yüksek Troloks® eşdeğeri 
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antioksidan güç değerine sahip oldukları bulundu. Anzer ballarının Troloks® eşdeğeri 

antioksidan güç değerleri 70-101 μmolTroloks®/100g aralığında, polenlerin ise 368-406 

μmol Troloks®/100g aralığında olduğu bulundu. Ulusoy (2010) Anzer ballarının 

antioksidan kapasitesini yine aynı yöntem olan FRAP metoduyla çalışmış, mevcut 

çalışmada olduğu gibi polenlerin değerlerini ballardan yüksek bulmuş, bulduğu 

değerlerin toplam fenolik içerikle korelasyon gösterdiğini belirtmiştir. Bu çalışmada da 

toplam fenolik ve flavonoid içerikle FRAP testi 0,996 ile 0,992 olarak korelasyon 

göstermiştir. Polifenolik içerik arttıkça Fe+3 indirgeme yeteneğinin arttığı sonucuna 

varılmıştır. Ancak Ulusoy (2010) ile mevcut çalışma karşılaştırıldığında mevcut 

çalışmanın polen FRAP değerleri daha düşük bulunmuş olup, sebebi yılların farklılığına 

ve iklime dayandırılabilir. 

 

Tablo 20. Bal ve Polen Örneklerinin Antioksidan Korelasyonu. 

 TP TF TT FRAP DPPH 
TP Pearson Korelasyon 1 0,992(**) 0,678(*) 0,996(**) -0,924(**) 
  Sig. (2-yön)   0,000 0,045 0,000 0,000 
  N 27 27 9 27 27 
TF Pearson Korelasyon 0,992(**) 1 -0,014 0,992(**) -0,914(**) 
  Sig. (2-yön) 0,000   0,971 0,000 0,000 
  N 27 27 9 27 27 
TT Pearson Korelasyon 0,678(*) -0,014 1 0,092 -0,020 
  Sig. (2-yön) 0,045 0,971   0,813 0,959 
  N 9 9 9 9 9 
FRAP Pearson Korelasyon 0,996(**) 0,992(**) 0,092 1 -0,931(**) 
  Sig. (2-yön) 0,000 0,000 0,813   0,000 
  N 27 27 9 27 27 
 
DPPH 

 
Pearson Korelasyon 

-
0,924(**) 

-
0,914(**) 

 
-0,020 

-
0,931(**) 

 
1 

  Sig. (2-yön) 0,000 0,000 0,959 0,000   
  N 27 27 9 27 27 
**  Korelasyon 0.01 düzeyinde korelasyon önemlidir (2-yön). 

 *   Korelasyon 0.05 düzeyinde korelasyon önemlidir(2-yön). 

 

 DPPH● radikalini süpürme testi, çeşitli doğal ürünlerin serbest radikal süpürme 

yeteneğinin ölçülmesinde yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir (Nagai vd., 2003). 

DPPH● radikalinin % 50’sini temizleyen madde miktarı SC50 olarak tanımlanır ve 

düşük SC50 değeri numunenin yüksek radikal temizleme aktivitesini gösterdiğini 

belirtir. Balların DPPH● radikali temizleme aktivitesi tayini sonuçları olarak SC50 
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değerleri 45,85-85,96 mg/mL olarak ifade edildi. Polenlerin ise SC50 değerleri 1,41-

1,56 mg/mL arasında olup, DPPH● testinde en yüksek aktivite polenlerde bulunurken, 

en düşük aktivite ise ballarda bulundu. Çalışmamızdaki Anzer balları bazı çiçek 

ballarına göre yüksek, kestane ve püren gibi koyu renkli ballara göre düşük aktivite 

göstermiştir (Can, 2015; Escuredo vd., 2013). Ulusoy ve Kolayli (2013) yaptığı 

çalışmaya göre Anzer polenlerinin ise 0,65–8,20 mg/mL arasında değişim gösterdiği, 

mevcut çalışmadaki Anzer polenlerinin literatürle uyum içerisinde olduğu görülmüştür. 
 

DPPH● radikal temizleme aktivitesi testinin çalışılan bal ve polen ekstraktları 

açısından değerlendirilmesinde toplam fenolik içerik ile negatif korelasyon R2=-0,924, 

toplam flavonoid içerik ile negatif korelasyon R2=-0,914 olarak bulundu (Tablo 20).  

Aynı zamanda FRAP testi ile DPPH● testi arasında negatif korelasyon R2=-0,931 

olduğu bulundu. Sonuç olarak toplam fenolik içerik, toplam flavonoid içerik, FRAP ve 

DPPH● arasında yüksek korelasyon olduğu tespit edildi. Anzer balı ve poleninin fenolik 

bileşenleri, antioksidan kapasiteleri, sıçanlarda N-etilmaleimid ile indüklenen karaciğer 

hasarının engellemesi, etanol-kaynaklı artan sıçan mide vasküler geçirgenliğine karşı 

Anzer balının koruyucu etkisi olduğu bildirilmiştir (Doğan ve Kolankaya, 2005; 

Korkmaz ve Kolankaya, 2008; Ulusoy ve Kolaylı, 2013; Ulusoy, 2010). Anzer balı ve 

poleninin mide koruyucu etkileri üreaz enzimini inhibe etmesinden kaynaklanabilir. 

Çalışmamızda Anzer balı ve poleninin antioksidan özellikleri yanısıra hyaluronidaz ve 

üreaz enzim inhibisyonu üzerine etkileri belirlendi. Böylece in vitro ortamda anti-

inflamatuvar, anti-bakteriyel ve antikanserojenik etkisinin olup olmadığı araştırıldı. 

  

 Hyaluronidaz inhibisyonunu birleştirilmiş Anzer polenleri daha fazla sağlarken, 

birleştirilmiş ballar ise daha yüksek bir IC50 değeri (inhibisyonca düşük) göstermiştir. 

Bulunan değerler birleştirilmiş polende 0,07 g/mL iken, ballarda 0,11-0,23 g/mL 

arasında değişim göstermiştir. José vd., (2010)’a göre Tripodanthus acutifolius 

bitkisinden izole edilen tanımlanmış flavonoidler (rutin, nicotiflorin, hyperoside and 

isoquercitrin) yüksek hyaluronidaz inhibisyonu göstermiş, aynı zamanda bu bileşikler 

güçlü DPPH● ve peroksil radikal temizleme aktivitesi sergilemiştir. Literatürde balların 

hyaluronidaz inhibisyonu üzerine etkisi hakkında bir çalışmaya rastlanmamıştır. Ancak 

polenlerle yapılan bir çalışmada hyaluronidaz inhibisyonunun toplam fenolik içerik, 
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toplam flavonoid içerik, antioksidan özellik ve antimikrobiyal özellikle korelasyon 

gösterdiği ifade edilmiştir (Pascoala, 2014).  

 

 Hyaluronidaz pek çok patolojik hastalıkla ilişkilidir ve onun inhibitörleri, anti-

inflamatuar, anti-allerjik, anti-tümöral, anti-aging, anti-romatoid, anti-toksin, 

antimikrobiyal etki göstermektedir (Stern, 2008; Sunitha vd., 2013; Selenge vd., 2014). 

Çeşitli flavonoidlerin de potansiyel hyaluronidaz inhibitörü oldukları gösterilmiştir 

(Kuppusamy vd., 1990; Kuppusamy ve Das, 1991). Kaempferol, kuersetin ve rutin gibi 

çeşitli flavonoidlerin hyalorunidaz üzerinde inhibitör etkiye sahip olduğunu 

bildirilmiştir (Liu, 2013; Lee, 2010). Hua-jin  vd., (2015) yaptığı çalışmada, 

hyaluronidaz ve  iki biyoaktif flavon (baicalein ve krisin) arasındaki etkileşimleri,  

özellikle anti-inflamatuvar ve anti-alerjik aktiviteyi deneysel ve bilgisayarlı yöntemlerin 

kombinasyonunu kullanarak incelemiştir. Ayrıca çeşitli bakterilerden elde edilen bilinen 

flavon ve flavononların 50µg/mL konsantrasyonda hyaluronidazı %8-92 arasında inhibe 

ettiği tespit edilmiştir (Andréa vd., 2001).  

 

 Bu çalışmada aynı zamanda üreaz inhibisyonunun in vitro ortamda 

antikanserojenik ve antibakteriyel etkisinin olup olmadığı araştırıldı. Üreaz 

Helicobacter pylori’nin midedeki asidik ortamda yaşayabilmesi için üreyi amonyak ve 

karbondioksite parçalayan enzimidir. Mide NH3 ile bazikleşir. Buna karşılık olarak 

mide asit salgısını arttırarak oluşan bazlığı dengelemeye çalışır. Artan asitle beraber 

mide zarar görür ve ülseratif yollara girer. Üreaz inhibe olduğu taktirde onu inhibe eden 

inhibitör antiülseratif etki göstermiş olur. Aynı zamanda Helicobacter pylori’nin üreaz 

inhibisyonu sonucu oluşacak asidik ortamda yaşayamayacağına istinaden üreaz 

inhibisyonun antibakteriyel olduğu da kanıtlanmaya hazır bir delil niteliğindedir. 

Ortalama bir değer bulma açısından birleştirilmiş Anzer ballarında bulunan üreaz 

inhibisyon değerleri 20,61-23-81 mg/mL, polende 1,32 mg/mL’dir.  Ayrıca DPPH● testi 

ile üreaz inhibisyonu R2=0,996 pozitif korelasyon göstermiştir. Bunun sonucu olarak 

DPPH● radikalini temizleyen polifenollerin üreazı da inhibe ettiği sonucuna varıldı. 

Manuka balının dietil eter ekstraktıyla yapılan bir çalışmada Helicobacter pylori 

üreazının %55’e kadar inhibe olduğunu ileri sürmüştür (Matongo ve Nwodo, 2014). 
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Buradan direk kanser tedavisinde kullanılmasa bile peptik ülser ya da kanser öncesi 

değişimler görülen kişilerde Anzer bal ve poleninin etkili olabileceği sonucuna 

varılabilir.  

 

Tablo 21. Hyaluronidaz, Üreaz Enzimlerinin İnhibisyonlarının DPPH● Temizleme 

Aktivitesi İle Korelasyonu. 

 
Üreaz 

İnhibisyonu 
Hyaluronidaz 

İnhibisyonu 
DPPH 

SC50 
Üreaz 
İnhibisyonu 

Pearson 
Korelasyon 1 0,786(**) 0,996(**) 

  Sig. (2-yön)   0,002 0,000 
  N 12 12 12 
Hyaluronidaz 
İnhibisyonu 

Pearson 
Korelasyon 0,786(**) 1 0,819(**) 

  Sig. (2-yön) 0,002   0,001 
  N 12 12 12 
DPPH 
SC50 

Pearson 
Korelasyon 0,996(**) 0,819(**) 1 

  Sig. (2-yön) 0,000 0,001   
  N 12 12 27 

**  Korelasyon 0.01 düzeyinde korelasyon önemlidir (2-yön).  
 

 Mevcut çalışmada antioksidan özellik gösteren flavonoidler dahil DPPH● 

radikalini temizleyen bütün polifenollerin hyaluronidaz inhibisyonu üzerine etkisi 

olduğu, enzim inhibisyonunun DPPH● radikalini temizleyen polifenollerin artışıyla 

korelasyon gösterdiği, korelasyonun pozitif ve R2=0,786 olduğu görülmüştür. Bu durum 

örneklerdeki polifenol içeriğinin biyoaktivitesinin hem radikal temizleme kapasitesiyle 

hem de enzim inhibisyonu üzerine konsantrasyonla doğru orantılı olduğunu gösterir. 

 

Sonuç olarak Anzer balı ve poleninin antioksidan içeriğinin yüksek olması ve 

üreaz ve hyaluronidaz enzimleri üzerine inhibisyon etkisi göstermesi, insan sağlığını 

koruyucu olarak, antiülseratif, antibakteriyal ve anti-inflamatuar etkileri olduğu, besin 

maddesi olarak düzenli tüketilmesinin insan sağlığını korumada önemli biyoaktivitelere 

sahip olduğu söylenebilir. 
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5. ÖNERİLER

• Antioksidan özelliklere ve inhibisyonlara farklı ekstraktlarda bakılabilir.

• Antioksidan testler (CUPRAC, ORAC, ABTS vb.) ile çalışma çeşitlendirilebilir.

• Üreaz inhibisyonu çalışmaları Helicobacter pylori üreazı üzerinde denenebilir.

• Anzer yöresine ait diğer arı ürünlerinin biyo-yararlılığını ortaya çıkarmak için

biyoaktivite testleri (antimikrobiyal, antialerjik, antitümoral vb.) in vivo veya in

vitro  olarak çeşitlendirilebilir.
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Ek 1: DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini Grafikleri 

  
Ek 2: Hyaluronidaz inhibisyonu Tayini Grafikleri 

  
Ek 3: Üreaz inhibisyonu Tayini Grafikleri 
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