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Bal, yaralarin tedavisinde, enfeksiyonlarla miicadelede ve g¢esitli iltihapli hastaliklarin
tedavisinde modern tibbi yontemlerle birlikte kullanilmaktadir. Arilarin bitkisel kaynaklardan
topladiklar1 nektarlari metabolize ederek olusturduklari bal ¢esitlerinin kozmetik potansiyellerinin
degerlendirilmesi 6nemlidir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda ticari olarak temin edilen ¢am ve ¢igek
ballarmin yant sira dogrudan iireticiden temin edilen ham ¢am ve ¢igek ballarinin karsilastirilmali
olarak kozmesoétik potansiyelinin incelenmesi amaglanmugtir.

Folin-Ciocalteau reaktifi kullanilarak toplam fenolik icerik degerleri
(120.95-753.64 ng GAE/g bal) ve hem DPPH radikali (SCsp; 0.008-0.162 g/mL) hem de pirogallol red
kullanilarak spektroskopik yontemin takip edilmesiyle oksijen radikali temizleme aktivitelerine
(0.654-3.096 pmol/g bal) dayanan antioksidan aktivite degerleri hesaplanmigtir. Sigir serum
alblimininin ~ denatiirasyonunu  Onleyebilme  dereceleri  anti-inflamatuar  etkinlik  olarak
degerlendirilmistir ve test edilen numunelerin ¢ogu 0.83 mg/mL konsantrasyonluk kisimlari ile orta
derecede inhibisyon potansiyeli (ortalama olarak % 15.81) gostermistir. Balin rengi ile orantili olacak
sekilde 0.02 g/mL’lik bal kisimlarinin giines koruma faktorleri ise ortalama olarak 2.52 olarak
hesaplanmig olup ¢am ballari i¢in hesaplanan degerler daha fazladir. Bal numunelerinin 4 mg/mL’lik
kisimlarinin tirosinaz inhibisyon potansiyeli agisindan degerlendirilmesiyle bulunan sonug ortalama
olarak %14 diizeyindedir. Elastaz inhibitorii olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegi amaciyla
yapilan test sonucunda ise numunelerin 2 mg/mL’lik kisimlarinin inhibisyon oraninin ham ballar i¢in
daha yiiksek olmakla birlikte % 0-41 araliginda degisiklik gosterdigi ortaya konulmustur. Test edilen
bal orneklerinin kollajenaz enzimi iizerindeki inhibisyon potansiyeli degerlendirildiginde standart
kollajenaz inhibitorii olarak test edilen epigallokatesin gallata gore 1000 kat daha diisiikk diizeyde
potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. S6zii gecen tiim bu aktivitelerden sorumlu olabilecek fenolik
bilesiklerin kantitatif olarak miktarinin belirlenmesi amaciyla yapilan HPLC analizi sonrasi p-OH
benzoik asitin tiim test edilen ballarda degisen oranlarda (1.928-27.672 pg/g numune) varligi tespit
edilmistir. Gallik asit, Vanilik asit, Kafeik Asit ve p-Kumarik asitler ise sadece birer bal numunesi
hari¢ diger bal numunelerinin tamaminda tespit edilmistir. Rosmarinik asit ise test edilen bal
numunelerinin hi¢ birinde saptanmamustir.

Elde edilen tiim bu veriler farkli oranlarda dahi olsa bu ekstraktlarin yara, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, iltihaplanma, kemik yikimi ve fibroz gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
ve ayrica cilt yaglanmasin1 dnlemek amaciyla kozmetik formiilasyonlar i¢in potansiyel bilesenlerde
kullanilabilecegini diisiindlirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antiinflamatuar, Antioksidan, Bal, Elastaz, Enzim inhibisyonu,
Giines koruma faktorii, Kollajenaz, Kozmetik, Tirosinaz
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Honey is used in the management of wounds, in combating infections treating and several
inflammatory diseases by modern medicinal methods. It is important to evaluate the cosmetic
potential of the honey varieties produced by bees by metabolizing the nectar they collect from plant
sources. With in the scope of this thesis, it was aimed to examine the cosmeceutical potential of
commercially supplied pine and flower honeys as well as raw pine and flower honeys obtained
directly from the producer.

Total phenolic content values (120.95-753.64 ng GAE/g honey) using Folin-Ciocalteau
reagent and antioxidant activity values based on both DPPH radical (SCsy; 0.008-0.162 g/mL) and
oxygen radical scavenging activities (0.654-3.096 umol/g honey) by following the spectroscopic
method using pyrogallol red were calculated. Their ability to prevent denaturation of bovine serum
albumin was evaluated as anti-inflammatory activity, and most of the samples tested showed moderate
inhibition potential (average 15.81%) with their 0.83 mg/mL concentration fractions. The sun
protection factors of 0.02 g/mL honey parts, proportional to the color of honey, were calculated as
2.52 on average, and the values calculated for pine honeys were higher. Evaluation of 4 mg/mL
portions of honey samples in terms of tyrosinase inhibition potential, results in an average of 14%.
Similarly, as a result of the test carried out to determine whether it can be evaluated as an elastase
inhibitor, it has been revealed that the inhibition rate of 2 mg/mL portions of the samples is higher for
raw honey, but varies in the range of 0-41%. When the inhibition potential of the tested honey
samples on the collagenase enzyme was evaluated, it was determined that it had a potential 1000 times
lower than epigallocatechin gallate, which was tested as a standard collagenase inhibitor.After the
HPLC analysis carried out to quantitatively determine the amount of phenolic compounds that may be
responsible for all these activities, the presence of p-OH benzoic acid in varying proportions
(1.928-27.672 ng/g sample) was determined in all tested honeys. Gallic acid, vanillic acid, caffeic acid
and p-coumaric acids were detected in all honey samples except one honey sample each. Rosmarinic
acid was not detected in any of the honey samples tested.

All these data, albeit in different proportions, suggest that these extracts can be used in the
treatment of various diseases such as wounds, cancer, cardiovascular diseases, inflammation, bone
destruction and fibrosis, and also as potential ingredients for cosmetic formulations to prevent skin

aging.

Keywords: Anti-inflammatory, Antioxidant, Collagenase, Cosmetic, Elastase,
Enzyme inhibition, Honey, Sun protection factor, Tyrosinase
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SIMGELER ve KISALTMALAR LIiSTESI
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1. GIRIS

Insan derisi viicudun en bilyilk ¢ok islevli orgamidir ve sicakligin
diizenlenmesinde, cevresel uyaranlarin saptanmasinda ve viicudun dis biyolojik,
kimyasal ve fiziksel stres faktorlerine karsit korunmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar
(Gallo, 2017). Fiziksel bir bariyer gérevi goren cilt, siirekli olarak mikroplar, tahris
edici maddeler, alerjenler, kirleticiler ve ultraviyole (UV) radyasyonu gibi ¢ok ¢esitli
gevresel ajanlara maruz kalir. Spesifik olarak, UV radyasyonu, eritem ve
immiinosupresyon gibi cilt homeostaz1 {izerinde zararli etkilere sahip olabilir ve
ayrica cilt yaslanmasi ve karsinojenez ile iliskilendirilmistir (Matsumura ve
Ananthaswamy, 2004). UV, ¢esitli molekiiler ve hiicresel mekanizmalar yoluyla cilt
yaslanmas: ile giiglii bir sekilde baglantihidir (McCallion ve Po, 1993). Ozellikle
UVB radyasyonu, en belirgin olanlar1 siklobutanpirimidindimmerleri (CPD'ler) ve
pirimidin  6-4 pirimidinler olmak iizere UV kaynakli DNA fotoiirlinlerinin
olusumunu dogrudan indiikledigi i¢in epidermal bazal tabaka i¢in en zararh
radyasyondur (Chen ve ark., 2014). Bu fotolezyonlar, DNA replikasyonunu ve
transkripsiyonunu inhibe edebilir ve bu nedenle, daha sonra hiicre 6liimiine, foto
yaslanmaya ve fotokarsinogeneze yol agan kalict mutasyonlar olusturabilir (Park ve
Kang, 2016). Ayrica, UVB 1simasi, prokollajen biyosentezinin inhibisyonu ve
matriks metalloproteinazlarin (MMP'ler) yukari regiilasyonu yoluyla kollajen
bozulmasiyla baglantihidir (Xuan ve ark., 2017). Ek olarak, UVA ve UVB, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimi yoluyla cildin yaslanma siirecine miidahale eder
(Rinnerthaler ve ark., 2015). Artan ROT seviyeleri oksidatif strese yol acar ve
proteinler, DNA ve lipidler gibi biyomolekiillere zarar verir (Sharma ve ark., 2012).
Bu nedenle, UV i1silarina maruz kalmanin zararli etkilerinin Onlenmesi igin
fotokoruyucu, antioksidan ve yaslanma Onleyici Ozelliklere sahip kozmetik

tiriinlerinin gelistirilmesi esastir.

Antik ¢aglardan beri balin tedavi edici potansiyeli dikkat g¢ekmektedir
(Siddiqui ve ark., 2017). Son yillarda, ilgili giiglii biyoaktivitelere, antiseptik ve/veya
saghgr gelistirici ozelliklere biiylik bir ilgi vardir (Premratanachai ve Chanchao,
2014). Bal, gesitli amino ve organik asitler, vitaminler, mineraller ve antioksidanlar

igeren, basta glukoz ve fruktoz olmak iizere invert sekerlerin konsantre bir sulu



¢ozeltisidir. Ayrica flavonoidler, fenolik asitler, kafeik asit, fenetil ester ve
karotenoidler bakimindan da zengindir (Premratanachai ve Chanchao, 2014).

Farkl1 bal tiirleri, toplama alanlarindaki hava kosullar1 ve botanik kaynaklarin
yani sira, ar1 tiirlerinin ¢esitliligi ve yiyecek arama stratejilerinin bir sonucu olarak
bilesimlerinde biiylik farkliliklar gosterir (Rahman ve ark., 2014). Balin
antibakteriyel (Kasala ve ark., 2015; Rahman ve ark., 2014), antioksidan (Erejuwa ve
ark., 2014; Saikaly ve Khachemoune, 2017), antifungal (Cooper, 2016),
antimikrobiyal, antiinflamatuar (Saikaly ve Khachemoune, 2017), antitumor (Kasala
ve ark, 2015), imminomodiilatér (Saikaly ve Khachemoune, 2017) ve
antiproliferatif (Israili, 2014) potansiyelini ortaya koyan pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.
Ancak, balin UV ile iligkili foto yaslanmaya karsi fotokoruyucu nitelikleri ve
kronolojik yani icsel yaslanmaya karst koyabilme Ozellikleri hakkinda az sayida

rapor mevcuttur.

Bu amagla bu tez ¢alismas1 kapsaminda ticari olarak ve dogrudan iireticiden
temin edilen ¢am ve ¢igek bali numunelerinin cilt yaslanmasini 6nleyebilme
potansiyellerini ve boylelikle kozmesotik olarak degerlendirebilmeleri ortaya
koyabilmek i¢in toplam fenolik igerik, antioksidan ve antiinflamatuar aktivite,
elastaz, tirosinaz ve kollajenaz enzim inhibisyonu dereceleri ve giines koruma

faktorii parametreleri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Tirk Gida Kodeksi (TGK) bali; bitki nektarlarmin, bitkilerin canli
kisimlarinin veya canli kisimlar {izerinde yasayan bdceklerin salgilarinin bal arilari
Apis mellifera tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii maddelerle birlestirerek
degisiklige ugrattigi, su icerigini diisiirdiigii ve petekte depolayarak olgunlastirdigi

dogal bir iirlin olarak tanimlamaktadir (Codex Alimentarius, 2001).

Eski c¢aglardan beri insanlar tarafindan kullanilan ilk ar1 iirtinii olan bal,
insanlik tarihinin gelisimine paralel bir sekilde geliserek bircok toplumda tedavi edici
bir iirlin, dini bir simge ve gida maddesi olarak yer bulmustur (Anonim, 2012). Bal,
seker kamis1 ekilinceye kadar kullanilan baglica tatlandiric1 bilesendir (Khan ve ark.,
2017). Bal, her gecen yil daha fazla tiiketilmektedir. Antioksidan aktivitesinin
yaninda, bir¢cok gida ve i¢ecek iiriinlerinde katki maddesi olarak da kullanilmaktadir

(Pasias ve ark., 2017).

Bal, biitiin diinyada en fazla tiiketilen gida iiriinlerinden biridir. Besleyici ve
tedavi edici Ozelliklerinin yami sira, tatlandirici, hos koku verici ve enerji verici
ozellikleri de balin popiilaritesini artirmaktadir (Meo ve ark., 2017). Dogal bir iiriin
olmasi ve yiiksek besin degerleri bal tiiketimini biiyiik oranda etkilemektedir (Pasias
ve ark., 2017). Biitiin bu o6zelliklerinden dolay1 bal, fonksiyonel gida olarak
kategorize edilmektedir (Badolato ve ark., 2017). Bal antiiilser, antimikrobiyal,
antioksidan ve terapotik aktiviteleri sayesinde bir¢ok hastalik iizerinde tedavi edici

olarak rol oynamaktadir (Bueno-Costa ve ark., 2016).

Bal elde edildigi bitki nektarlarina gore salgi bali, ¢igek bali, monofloral ve
multifloral bal olmak ilizere dort farkli gruba ayrilabilir (Pita-Calvo ve Vazquez,
2018; Alvarez-Suarez ve ark., 2014). Salgi bali, ¢am, koknar, kestane, mese gibi
bitkilerin canli kisimlarinin salgilar1 veya farkli boceklerin salgi iirlinii olan
nektarlardan arilarin {irettigi bir monofloral bal tiirtidiir (Pita-Calvo ve Vazquez,
2018; de-Miguel ve ark., 2014). Mese, ¢am ve koknar ballari monofloral salgi
ballaridir.

Cicek veya nektar bali, bitki nektarlarindan iiretilen bal tiirleridir ve
multifloral ballardir (de-Miguel ve ark., 2014). Monofloral bal, arilarin

beslenmesinde en etkin olan bitkilerden iiretilen ballardir (Makhloufi ve ark., 2015).
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Multifloral bal ise, cesitli botanik kaynaklardan iiretilir. Monofloral bal i¢in en etkin
kaynaklar, siis erigi ve biberiye tiirleri, aycicegi, anason, okaliptustur (Zhao ve ark.,
2016). Monofloral bal, multifloral baldan daha saf bir tada sahiptir (Ramalhosa ve
ark., 2011). Monofloral balin hem satis degerleri yiiksek, hem de daha ¢ok tiiketici
bulmaktadir. Bu nedenle birinci sinif iiriin olarak kabul edilmektedir (Crane, 1983).
Salgi ballari, keskin bir tada sahipken, nektar bali daha yumusak bir tada sahiptir.
Ayrica salgi ballarinin prebiyotik ve probiyotik olan oligosakkarit igerigi nektar
balindan daha yiiksektir. Bu nedenle antioksidan ve antibakteriyel 06zellige
sahiptirler. Salgi balinin tedavi edici Ozellikleri nedeniyle ticari degeri nektar

balindan daha fazladir (Pita-Calvo ve Vazquez, 2018).

2.1 Bahlin Bilesimi

Balin bilesimi ¢igek tiirii, iklim, ¢evre ve isleme kosullarina baglidir (Ramos
ve ark., 2018). Yaklasik olarak %80 karbonhidrat, %10-15 su, %0.1-0.4 protein,
bunun disinda gesitli mineral maddeleri de icermektedir (Kasprzyk ve ark., 2018)
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Balin Bilesimi (Santos-Buelga ve Gonzalez-Paramas, 2017)

Bilesen Miktar (%) En az-En cok
Su 17.09 13.1-26.5
Fruktoz 39.44 37.07-42.65
Glukoz 28.15 18.2-32.1
Siikroz 3.19 00.36-16.57
Diger sekerler 8.5 0.1-16
Mineraller 0.36 0.11-0.72
Toplam protein 1.13 0.22-2.93

Balda en ¢ok bulunan karbonhidratlar glukoz ve fruktozdur (Kasprzyk ve
ark., 2018). Baldaki tiim sekerlerin %75’ini monosakkarit, %10-15’ini disakkaritler
olusturmaktadir. Ayrica ¢ok az miktarda farkli sekerler de bulunur.
Monosakkaritlerin baslicalar1 glukoz, fruktoz ve galaktoz iken, izomaltoz, kojibinoz,
maltoz, sukroz ve turanoz ise balda bulunan baglica disakkaritlerdir. Ayrica bal
trisakkarit sekerleri de icermektedir (da-Silva ve ark., 2016). Balin tadim1 balda
bliyiilk oranda bulunan glukoz/fruktoz oran1 belirler. Fruktoz suda daha iyi
¢oziinlirliige sahip bir sekerdir ve tadi glukoza gore daha fazladir. Su miktar1 raf
omrii, stabilite ve fermantasyona kars1 stabilite i¢in dnem arz ettiginden balin su

miktart 6nemli kalite parametrelerindendir (Ramalhosa ve ark., 2011). Organik



asitler balda az miktarda bulunmalarina karsin balin renk ve tat gibi organoleptik
ozelliklerini, pH, asitlik, elektrik iletkenligi gibi fiziksel ve kimyasal O6zelligini
etkilerler, ayrica antioksidan ve antibakteriyel aktiviteye sahip olmakla birlikte,
fermantasyon indikatorii olarak kullanilirlar. Balin cografi ve botanik kdkenine gore
ayirt edilmesi dnemlidir (Mato ve ark., 2006). Asetik asit, sitrik asit, butirik asit,
formik asit, fumarik asit, glioksilik asit, propiyonik asit, laktik asit, maleik asit, malik
asit, oksalik asit, siiksinik asit ve en baskin olarak da glukonik asit balda bulunan
asitlerdir (Santos-Buelga ve Gonzalez-Paramas, 2017). Balin ortalama pH degeri 3.9
olmakla birlikte, genel olarak pH degeri 3.4 ile 6.1 arasinda degisebilmektedir
(Ramalhosa ve ark., 2011).

Balin ortalama protein igerigi, salgi bali i¢in %0.1-3.3 arasindayken, ¢icek
balinda %0.2-1.6 arasindadir. Bu degerin kiiclik bir kism1 enzimleri de igermektedir
(da Silva ve ark., 2016 Ramalhosa ve ark., 2011). Globulin, proteoz, albumin ve
pepton baldaki bazi proteinlerdir. Bal proteinleri stabil karbon izotop orani ile balin
olgunlagmasini belirlemede uluslararasi standart olarak kullanilir (Chua ve ark.,
2013). Baldaki aminoasit miktart %1°dir (Hermosin ve ark., 2003). Balda arginin,
sistein, prolin, triptofan, sistein baskin olmak iizere 26 g¢esit aminoasit vardir

(Ramalhosa ve ark., 2011; Hermosin ve ark., 2003).

Invertaz, diastaz, glukoz oksidaz, katalaz, amilaz ve a-glukosidaz balda
bulunan enzimlerdendir (Ramalhosa ve ark., 2011). Amilaz enzimi nisastayr maltoza
doniistiiriirken, invertaz enzimi sukrozu glukoz ve fruktoza pargalar. Invertaz ve
amilaz enzimlerinin miktar1 balin botanik kaynagina gore farklilik gosterir. Glukoz
oksidaz ve katalaz enzimleri hidrojen peroksit iiretimini diizenler (Khan ve ark.,
2017). Hidrojen peroksit, antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Amir ve ark., 2010).
Baldaki invertaz miktari balin tazeligi hakkinda bilgi verir (Sanchez ve ark., 2001).

Bakir, arsenik, c¢inko, kobalt, nikel, kadmiyum, iyot, potasyum, fosfor,
magnezyum, selenyum, demir, baryum, krom ve sodyum balda bulunan mikro ve

makro elementlerdir (da-Silva ve ark., 2016).



2.2 Balhin Saghk Uzerine Etkileri

Bal, eski caglardan beri gida maddesi olarak kullanilmasinin yaninda tibbi
amagclarla da kullanilmistir (Crane, 1983). Siimer kaynaklarinda balin bir ilag ve
merhem olarak kullanildigi vurgulanmaktadir (Crane, 1975). Bir¢ok hekim balin
oneminden bahsetmistir. Ornegin, Romali hekimler balin giiclii bir panzehir
Ozelligine sahip oldugunu, kimisi de balin hava ve su kadar elzem oldugunu
savunmaktadir. Farkli kiiltiirlerde farkli sekillerde kullanilan bal, bazi bitkilerle

karigtirilarak g6z, ruh ve sinir hastaliklarinin tedavisi amaciyla da kullanilmistir
(Brown, 1993).

Genellikle yamk, ilser, diyabet, enfekte ve iyilesmeyen yaralar gibi
hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilmistir. Yapilan calismalar sonucunda balin,
vendz llser lizerinde iyilestirici etkisi oldugu bilinmektedir (Alvarez-Suarez ve ark.,
2010a; Zumla ve Lulat, 1989). Bal pansumani, basing yaralarinda hizli bir iyilesme
saglamistir. Yaralardan kaynakli kokular1 da azaltmak ig¢in tercih edilmektedir.
Kronik okiiler ylizey hastaliklar1 semptomlarini azalttigi raporlanmistir (Lund-

Nielsen ve ark., 2011; Simon ve ark., 2009).

Ham bal antioksidan o6zelliginin yam1 sira; antiiflamuar, antibakteriyel
ozelliklere de sahiptir (Molan, 1999). Balin antibakteriyel 6zelligi, asitlik, hidrojen
peroksit miktarr, ozmotik etkileri, besleyici ve antioksidan igerigi, bagisiklig
uyarmasi gibi 6zellikleri daha tanimlanamamis bir¢ok bilesene baghdir (Al-Waili ve
ark., 2011). Mikroorganizma ve mantar gelisimi engeller. Ozellikle gram-pozitif
bakterilere kars1 giiclii bir antibakteriyeldir (Molan, 1997; Bogdanov, 1997). Tiirkiye
de tibb1 kullanimin ¢ok az olmasina ragmen yurt diginda apiterapi uygulamalari i¢in
cok onemlidir. Gerek cilt giizellik kremlerinde, gerekse de sindirim ve solunum

sistemi hastaliklarinda kullanilmaktadir (Takuma, 1955).

Bal sadece yetiskinler i¢in degil bebekler i¢in de 6nemli bir besin kaynagidir.
Bal ile beslenen bebeklerde hemoglobin artig, giizel bir cilt ve sindirim
problemlerinde iyilesme gozlenmistir (Tropp, 1957; Frauenfelder ve ark., 1921).
Beslenmede en etkin rolii kilo artis1 ve hastaliklara karst koruyuculugudur
(Frauenfelder ve ark., 1921). Fakat 1 yasin altindaki bebeklerde bal tiikketimi ¢ok

ciddi yan etkilere sebep olmaktadir. Dolayisiyla tiikketimi 6nerilmez.



2.3 Tiirkiye’de Bal Uretimi

Ulkemiz Cin’den sonra diinyanin en biiyiik ikinci bal iireticisidir. 2013
yilinda Cin’de bal iiretimi 450 bin ton, Tirkiye’de 95 bin ton ve Arjantin’de ise 80
bin tondur (Borowska, 2016). Tiirkiye Istatistik Kurumu’ndan alinan verilere gére
Tiirkiye’de yillara gore bal iiretimi Cizelge 2.2 de verilmistir. 2014 yilinda 15.282
MT (metrik ton) ile Tiirkiye’nin en biiyiik bal iireticisi sehri Mugla’dir (Saroglu,
2018). Bal iiretiminde Mugla’dan sonra sirasiyla 15.016 MT ile Ordu, 9.715 MT ile
Adana, 3.447 MT ile Aydin, 3.039 MT ile Sivas ve 2.884 MT ile Mersin
gelmektedir. Tiirkiye basta Almanya, Amerika Birlesik Devletleri, Urdiin,
Macaristan, Irak, Suudi Arabistan, Avusturya, Kuzey Kibris, Belgika ve Ispanya gibi
bircok devlete toplamda 500 MT bal ihra¢ etmektedir. Tirkiye’nin bal ihracat
oranlarinin cografi olarak belirlenmis ¢am bali {iretiminin artmasiyla artacagi

diistiniilmektedir. (Alvarez—Suarez ve ark., 2010b).

Cizelge 2.2 Tiirkiye’de Yillara Gére Bal Uretim Miktarmin (ton) Degisimi

Yil Miktar Yil Miktar
1992 60318 2006 83842
1993 59207 2007 73935
1994 54908 2008 81364
1995 68620 2009 82003
1996 62950 2010 81115
1997 63319 2011 94245
1998 67490 2012 89162
1999 67259 2013 94694
2000 61190 2014 103525
2001 60190 2015 108128
2002 74554 2016 105727
2003 69540 2017 114471
2004 60190 2018 107920
2005 82336 2019 110000

2.4 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidanlar

Oksijen insan yasami i¢in vazgecilmez bir bilesendir. Metabolizmadaki
biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda olusan cesitli reaktif oksijen tiirleri (ROT)
viicuda zarar vermektedir. Cogunlugunu serbest radikallerin olusturdugu bu s6z
konusu ROT lar, kimyasal olarak oksijenden daha reaktiftirler. Serbest radikaller, dis
katmanlarinda eslememis elektronlar: olan yliksek enerjili ve kararsiz bilesiklerdir.

Reaktif oksijen tiirleri, serbest radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki gruba



ayrilirlar. Siiperoksit anyonu (¢O;), hidroksil radikali (OH®), peroksil (ROO),
hidroperoksil (HO2¢), alkoksil (ROv), lipid peroksil (LOO") gibi serbest radikaller
diger molekiillerle kolaylikla reaksiyona girebilirler. Hidrojen peroksit (H20,),
hipoklordz asit (HOCI), singlet oksijen (*O,), hipobroméz asit (HOBr) ve ozon (O3)
gibi radikal olmayan tiirler ise oksidan olarak isimlendirilirler ve patolojik ve
fizyolojik siirecte canlilar tarafindan tiretilirler. Canli organizmada kolaylikla serbest
radikal reaksiyonuna yol agabilirler (Fang ve ark., 2002; Halliwell ve Gutteridge,
1999; Pham-Huy ve ark., 2008; Valko ve ark., 2007).
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Sekil 2.1 Serbest Radikal Olusumuna Neden Olan Faktorler (Erdogan, 2014)

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), hiicresel metabolizma faaliyetleri sonucunda ve
dis etkenler sebebi ile olusan yiiksek derecede reaktif molekiillerdir. Normalde
hiicredeki ROT seviyesi antioksidanlar ile denge halindedir. Fakat baz1 faktorler cok
fazla miktarda ROT iiretimine sebep olur. Bunun sonucunda oksidatif stres, cilt
yaslanmasi, DNA hasari, lipid peroksidasyonu, proteinler ve hiicre membranlarinin
hasari, kanserler, astim gibi bir¢ok hastalik olusmasina sebep olabilirler (Birben ve
ark., 2012).

Reaktif oksijen tiirleri hiicrede mitokondride ftiretilir. Elektron taginmasi ve
ATP sentezi sirasinda elektronlarin bir kismi sistemden sizar ve siiperoksit anyon
olusturur. Ayrica nétrofillerdeki NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz, O, olusumuna
katkida bulunabilir. Siiperoksit dismutaz enzimi, hiicresel bilesenlerle reaksiyona

giremeyen O, yi H,0; ye doniistiiriir. Bununla birlikte, H,O, ve ge¢is metal iyonlari
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arasindaki etkilesim sonucu hidroksil (OH) radikali olusur. Hidroksil radikali (OH),
ROT’un en aktif radikalleridir ve lipidler, DNA ve proteinler gibi birgok hiicresel
bilesenle etkilesime girebilirler. Notrofillerdeki glutatyon peroksidaz, katalaz ve
miyeloperoksidaz, HOCI iireterek H,O; yi pargalarlar (Birben ve ark., 2012). ROT
olusumuna sebep olan faktorler, bazi ilaglar, UV 1sinlari, agir metaller (demir, nikel,
kadmiyum, krom, civa gibi), ¢evre kirliligi, sigara tiiketimi, pestisitler, radyasyondur
(Mercan, 2004).

Normal sartlar altinda canli bir metabolizmada reaktif oksijen tiirleri ve
antioksidanlar denge halindeyken fazla miktarda iiretilen ROT dengenin kendi lehine
degismesine sebep olur. Bunun sonucunda oksidatif stres kaynakli hastaliklar ortaya
cikar. Serbest radikallerin dengeyi bozacak oranda artmasiyla, endojen antioksidanlar
yetersiz hale gelmekte ve eksojen antioksidanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu durdurmak yada sebep olduklar1 hasarlar1 6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak {izere viicutta islev goOren savunma sistemleri
antioksidanlar olarak bilinmektedir. Antioksidanlar radikallerle hizlica reaksiyona
girerek, otooksidayon ve peroksidayonun ilerlemesini engeller. Ayrica serbest
radikallerin fazlasini etkisizlestirip, toksik etkilerine karsi hiicreleri korurlar ve
hastalik olusmasina engel olurlar (Karabulu ve Giilay, 2016). Insan viicudu
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemine sahiptir. Enzimatik
antioksidanlar, olduk¢a giiclii serbest radikalleri HO, ye ve suya pargalayabilirler.
Bu enzimler, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin
enzimleridir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, vitaminler, biyoflavonoidler,
karotenoidler, fenolik asitler, fizyolojik antioksidanlar ve sentetik antioksidanlardir

(Nimse ve Pal, 2015).

2.5 Antiinflamatuvar Etki

Inflamasyon, mikroorganizmalar veya toksinlerin hiicreye zarar vermesini
engelleme yada zarar gormiis hiicrelerden ndkrotik dokularin uzaklastirilmas,
organizmanin devamliligimin saglanmasi ig¢in koruyucu bir biyolojik savunma
sistemidir (Ferrero ve ark., 2007). Inflamasyonda, kan damarlar1 ve Idkositler
etkindir. Ayrica vaskiiler ve selliiler reaksiyonlar, farkli hiicreler tarafindan iiretilen
veya baz1 plazma proteinlerinden kaynaklanan mediatorler tarafindan

baslatilmaktadir. Toksinler, nekrotik hiicreler, mikroorganizmalar, mekanik ve

9



kimyasal ajanlar inflamatuvar mediatorlerin salinmasina ve bu sekilde inflamasyon
olusmasina sebep olmaktadirlar (Goldman ve Schafer, 2012). Prostaglandinler,
inflamasyon ve agri mediatoridiir. Prostaglandiler viicutta antikor {iretimini
azaltirlar, yara iyilesmesini durdururlar ve kanser olusumuna sebep
olabilmektedirler. Bu nedenle prostaglandinlerin inhibisyonu bagisiklig1 artirmada ve
timorle miicadele icin Onemlidir. 2005 yilinda Al-Waili tarafinda yapilan bir
caligmada dogal balin plazma prostaglandin konsantrasyonunu diigtirdigi
belirlenmistir (Al-Waili, 2005). Bu nedenle yaralarda dogal bal pansumanlarini
kullanilmasi, prostaglandin sentezini inhibe etmede etkili olabilir (Al-Waili ve ark.,
2011; Ricciotti, 2011). Balin prostaglandin konsantrasyonu diisiirmesi sonucunda
bagisiklik artar ve yara iyilesme siireci hizlanir. Infekte yaralarin iyilesmesinde balin
antibakteriyel etkisinin yani sira, lengositik ve fagositik aktivitenin bal tarafindan

stiimiile edilmesi etkilidir (Mohapatra ve ark., 2011).

2.6 Enzimler

Enzimler canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlarin hi¢bir yan iiriin
olusmadan %100’liik bir verimle hizli bir sekilde gergeklesmesini saglayan biyolojik
katalizor olarak bilinen molekiillerdir. Genel olarak enzimler protein yapisindadir
(katalitik RNA molekiillerinin kiiclik bir grubu hari¢). Enzimler canli hiicrelerdeki
biitlin kimyasal olaylarda etkindirler. Protein yapilarindan dolayr enzimler DNA
tarafindan sifrelenmektedirler. Yani enzimler hiicreye 6zgii bilgilerin DNA’dan
aktarilmasinda en onemli ajanlardir (Cankaya ve ark., 2007). Enzimler, olaganiistii
katalizorlerdir. Katalizorler, tepkime hizini1 aktivasyon enerjisinin diisiiriilmesiyle
artirirlar. Enzimlerin neden oldugu hiz artislari 10°-10" biiyiikliigiindedir (Lehninger

ve ark., 2005).

Enzimler geleneksel ve sistematik olmak tlizere 2 farkli sekilde adlandirilir.
Geleneksel adlandirmada amigdalin, pityalin, zimaz gibi enzim ile ilgisi olmayan
farkl1 bir adlandirma tercih edilmistir. Daha sonra sistematik adlandirmada bu
karmasa ortadan kalkmustir. Etkili olduklar1 substratin sonuna -az eki getirilerek
(peptidaz, kollegenaz, iireaz) veya katalizledikleri tepkimeyi tanimlayan (laktat
dehidrogenaz, adenilat siklaz) isimler ile enzim oOzelliklerini belirtecek sekilde
isimlendirme yapilmistir. Sistematik adlandirmada, Uluslararast Enzim Komisyonu

(EC) karari ile enzimin katalizledigi tepkimeye gore isimlendirme yapilmasina karar
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verilmistir (Onat ve ark., 2006). Buna gore enzimler katalizledikleri tepkimelere gore

alt1 ana gruba ayrilmstir.

Oksidorediiktazlar, oksidaz, Kkatalaz, oksijenaz ve rediiktazlar gibi
yiikseltgenme-indirgenme  tepkimelerini  katalizleyen enzimlerdir. Peroksitleri
parcalama, molekiile elektron transferi saglama, molekiilden proton uzaklastirma gibi

islevlere sahiptirler.

Transferazlar, fonksiyonel gruplari (H hari¢) bir molekiilden digerine
transfer ederler. Agcil transferazlar, glukozil transferazlar, karbontransferazlar gibi
enzimler bu gruba dahil edilmektedir. Fosfat, agil, aldehit-keton, amino gibi

gruplarin molekiillerin arasinda transferini saglarlar.

Hidrolazlar, hidroliz tepkimelerini katalizleyen enzim grubudur. Bu grupta
bulunan enzimler; peptidazlar, glukozidazlar, esterazlar ve riboniikleazlardir. Fosfat
esterlerini, peptit baglarini, ester baglarimi1 ve glikozidik baglar1 su katilmasi ile

parcalarlar.

Liyazlar, C-C, C-S ve bazi C-N baglarin1 pargalayan tepkimeleri kataliz
ederler. Bu smiftaki enzimlerin islevleri arasinda molekiilden karbondioksit ayirma,
molekiilii parcalama, molekiilden su c¢ikararak ¢ift bag olusturma gibi aktiviteler

sayilabilir.

Izomerazlar, bir molekiil icindeki geometrik, optik ve yapisal izomerizasyon
dontigiimlerinde rol oynarlar. Rasemazlar-epimerazlar, cis-trans izomerazlar gibi
farkl1 fonksiyona sahip olan tiirleri vardir. Bu tiirler sirasiyla; rasem ve epimer

olusumunu, cis-trans izomerlerinin olusumunu katalizlerler.

Ligazlar, karbon, oksijen, azot ve kiikiirt atomlar1 arasinda yeni baglarin

olusumunu kataliz ederler (Cankaya ve ark., 2007; Durmaz, 2015).

2.6.1 Enzim Inhibisyonu

Enzimin etkinligini azaltan veya tamamen ortadan kaldiran maddelere
inhibitér denir. Inhibitor maddeler genellikle kiigiik molekiil agirlikli olmakla
birlikte, reaksiyon hizin1 azaltici veya reaksiyonu tamamen durdurucu 6zelliklere

sahiptirler (Altan, 2000). Enzim inhibisyonu doniisiimlii veya doniisiimsiiz sekilde
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gerceklesebilir. Doniisiimsiliz inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir yada

ayrismasi zor bir kompleks meydana getirir (Altinisik, 2009).

Yarigmaliinhibisyon Yarismasiz inhibisyon
y 3 Enzim k ‘) N J \ 3
Substrat inhibitor > -
” ; Enzim Enzim -substrat
< | <

= (=9
Enzim-»-subsnat Enzilrr;—inh.i‘bitbf ‘ —, g

Enzim —substrat-inhibitde

| -
/

Enzim -inhibitoe

Yan yarismali inhibisyon
>——@——

Enzim Enzim -substrat Enzim —substrat-inhibitor

Sekil 2.2 Enzim Inhibisyonu Tiirlerinin Sekilsel Gosterimi (Anonim, 2020a)

2.6.1.1 Geri Déniisiimlii Enzim Inhibisyonu

Geri doniisiimlii enzim inhibisyonu; yarismali, yarismasiz ve yari yarigmali
inhibisyon olmak tizere Ug¢ farkli sekilde gergeklesir. Yarismali inhibisyonda
inhibitér madde enzimin aktif bolgesine baglanarak substrat ile enzimin birlesmesini
engeller. Bunun sonucunda enzimin katalitik etkinligi azalir. Suksinat dehidrojenazin
malonik asit ile inhibisyonunu 6rnek verebiliriz. Normalde suksinik asitin kolaylikla
fumarik aside doniismesi miimkiinken, ortamda malonik asitin bulunmasi bu désiimi
yavaslatir. Eger substrat konsantrasyonu artirilirsa inhibitor etkisi azaltilabilir. Tersi

sekilde inhibitor konsantrasyonu fazla olursa enzimin substrata ilgisi azalir.

Yarigmasiz inhibisyonda hem substrat hem inhibitér madde enzimin herhangi
bir bolgesine ayni anda baglanir. Inhibitor madde enzimin aktif bolgesine
baglanmasa bile enzimin substratla reaksiyona girmesini yavaslatir. Bu sekilde

inhibitor madde enzimde bulunan fonksiyonel gruplarin yapisini bozmadan
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dontigsiimlii bir sekilde birlesir. Bazi enzimlerde (—SH grubu iceren) inhibitér madde

olarak metal iyonlar1 aktif bolgeye baglanir ve katalitik etkinligini azaltir.

Yar1 yarismali inhibisyon durumunda inhibitér madde substrat enzime
baglandiktan sonra aktif bolge disinda bir kisma doniistimlii baglanarak enzimi
inaktive etmesi prensibiyle aslinda yarigsmasiz inhibisyon ile benzerlik

gostermektedir (Bingol, 1977).

2.6.1.2 Geri doniisiimsiiz Enzim Inhibisyonu

Inhibitér madde enzim iizerinde bulunan ve aktivasyonu saglayan fonksiyonel
grupla geri déniisiimsiiz olarak birlesir. Iinhibitor madde aktif bolge ile kovalent bagl
olarak birlestiginden enzim yapist bozulur ve bu nedenle geri doniisiim miimkiin
olmaz. Sinir gaz1 diizopropil fosfofluoridat, asetil kolin ndrotransmittoriinii

parcalayan asetilkolin esteraz enziminin doniisiimsiiz inhibitoriidiir (Altinisik, 2009).

2.6.2 Tirosinaz

Tirosinazlar (monofenol, o-difenol: oksijen oksidorediiktaz, EC 1.14.18.1,
sag, cilt, goz ve dis etinde bulunan melanin pigmentinin biyosentezinden sorumlu
bakir iceren enzimlerdir (Halaouli ve ark., 2006). Enzimin aktif bolgesindeki bakir
molekiilii iy1 korunan alt1 veya yedi histidine baglidir. Tek bir sistein ucu bostadir
(Mayer, 2006). Temel olarak, bakteri (B. megaterium ve S. castaneoglobisporus),
mantar (Aspegilus oryzae ve A. bisporus) ve bitki (Juglans regia) dahil olmak iizere
farkli kaynaklardan elde edilen tirosinaz yapilari merkezi alan, N-terminal alan ve
transmembran alan1 olmak tiizere ii¢ bolimden olusmaktadir. Merkezi alanda,
oksijenlerle baglanan iki bakir iyonu vardir ve her bir bakir iyonu, sistein ve histidin
kalintilar1 arasinda olusan bir disiilfit bag1 sayesinde aktif bolgenin kararliligr i¢in
gerekli olan ii¢ tane korunmus histidin kalintisina baglanir (van Gelder ve ark.,

1997).
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His61 His263

His85 His94 His259

Sekil 2.3 Agaricus bisporus Mantar Tirozinazinin Kristal Yapisinin Aktif Bolgesi
(Protein Veri Bankasi, PDB ID 2Y9W). Histidin kalintilarinin yan
zincirleri ¢ubuk olarak, bakir iyonlar1 ve koprii oksijeni kiireler seklinde
gosterilmistir. Bu calismadaki mod sistemi ¢ubuk ve kiire temsillerindeki
atomlar tarafindan tanimlanmistir. Karbon, nitrojen, oksijen ve bakir

atomlar sirastyla yesil, mavi, kirmiz1 ve kahverengiyle renklendirilmistir
(Zou ve ark., 2017).

Bourquelot ve Bertrand’in Russla foetens ve Rhizopus nigricans
mantarlarinin oksidasyon sirasinda onceki gozlemlerin aksine mavi renge degil,
kirmiziya ve ardindan koyu kahverengiye veya siyaha doniistigiinii gézlemlemesiyle
tirosinaz kesfedilmistir (Bourquelot ve Bertrand, 1895). Daha sonra trozin maddesi
R.nigricanstan izole edildi ve melanin Onciisii oldugu kanitlandi. Tirozinin
oksidasyonundan sorumlu olan olan bu enzime tirozinaz adi verildi (Bertrand, 1896).
Farkli tirosinaz yapilar1 igin bircok kaynak yayinlandi. Ik yapisi bakteriyal
Streptomyces castaneoglobisporus 2006 yilinda, daha sonra 2011 yilinda Bacillus
bakteriyal enziminin yapilart Agaricus bisporus kaynakli megaterium ve fungal
mantar enzimi ortaya ¢ikti (Matoba ve ark., 2006; Ismaya ve ark., 2011; SendovskKi
ve ark., 2011). Bununla birlikte N-bagli karbonhidratlarin esnekligi ve heterojenligi,
saf ve rekombinant kaynaklardaki tirosinazi izole etmedeki zorluk nedeniyle insan
tirosinazinin yiiksek c¢oziiniirliklii yapisi heniiz bildirilmemistir (Lai ve ark., 2016).
Saf protein bulunmamasi, enzim kinetigi ve katalitik mekanizma g¢alismalar1 i¢in

temel kisitlamadir (Lai ve ark., 2018). Bitkiler, bakteriler ve mantarlardan bir¢ok
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tirosinaz izole edilmis fakat bunlardan bazlari iyi karakterize edilmistir. Iyi
karakterize edilen tirosinazlar arasinda A.bisporustan elde edilen PPOj iin kristal
yapist diger tirosinazlarla 6nemli enzimatik ¢ekirdek bolgesi benzerliginden dolay:
en popller olanidir (Ismaya ve ark., 2011; Seo ve ark., 2003). Ayrica mantar
tirosinazinin dogal maddelerden elde edilmesi nispeten kolaydir. Agaris bisporus
kaynakli tirosinaz genellikle tetrametrik olarak bulunur. Molekiil agirligi 120 kDa
dir.

Anormal melanin eksikligi, insanlarda albinizm gibi ciddi saglik
problemlerine neden olurken, asiri melanin birikmesi de hiperpigmentasyon,
melenoma sebep olur (Cestari ve ark., 2014). Tirosinaz melanin iretimi i¢in
sinirlayict enzimdir. Ciinkii sonraki adimlar fizyolojik pH da kendiliginden meydana
gelebilir (Pillaiyar ve ark., 2017). Sonu¢ olarak meyve ve sebzelerde istenmeyen
kahverengilesme sebebiyle tarimsal amagla ve insanlarda hiperpigmentasyon
bozukluklarinin tedavisi igin tirosinaz inhibitdrlerinin gelistirilmesi onemlidir. Son
birkac yilda giiclii dogal tirosinaz inhibitdrleri (askorbik asit, siilfatlar, flavanoidler)
ve sentetik inhibitorler kesfedilmis ve biyoaktiviteleri degerlendirilmistir. Tirosinaz
oksidaz sinifi enzim oldugundan inhibitorlerinin de antioksidan etkiye sahip
olduklart kanitlanmigtir. 2008 yilinda Chan ve arkadaglari zencefil yapraklari ve
saplarindan elde edilen Oziitin hem anti-tirosinaz, hemde antioksidan aktivite
gosterdigini gozlemlemistir (Chan ve ark., 2008). Ay aktivite Lentinus lepideus
bitkisinde de gozlenmistir (Yoon ve ark., 2011). Tirosinaz inhibitorleri belirli
tiimorleri tedavi etmek amaciyla umut vaad etmektedir. Ornegin, Blumea
balsamiferadan elde edilen flavanoidler, agiz boslugu, gogiis ve kiigiik akciger
kanserine kars1 antikanser aktivite gostermistir. Ayrica Oh ve arkadaslari, murin
melanomun tirosinaz aktivitesinin inhibisyonu ile baskilanabilecegini bulmusturlar
(Oh ve ark.,, 2017). Son zamanlarda arastirmacilar, hidroksi sinamoilamidlerin
tirosinaz aktivitesini inhibe ederek Parkinson hastaligi tedavisi i¢in giiclii bir ajan

olabilecegini bildirmislerdir (Georgiev ve ark., 2013; Feng ve ark., 2019).
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2.6.3 Elastazlar

Elastazlar (E.C.3.4.21.36) omurgali dokularinda &zellikle akciger, arter, cilt
ve ligamentlerinde bol bulunan ve énemli bir bag doku proteini olan elastini ayiran
bir grup serin proteazlardir. Bu proteazlar, pankreatik elaztaz, makrofaj elastaz,
notrofil elastaz (16kosit elastaz) ve fibroblast elastazdan olusmatadir. Cildin esneklik
ve saglamligindan sorumlu olan dermis tabakasi cildin orta kisminda bulunur ve bag
doku elamanlarindan olusur. Bag dokunun ana elamanlari olan elastin ve kollajenin,
elastaz ve kollajenaz enzimleri tarafindan pargalanmasi sonucu cilt yaslanmasi
meydana gelir ve kirisiklar olusur (Senol ve ark, 2016). Elastaz aktivitesi yasla
birlikte artmaktadir ve bu durum cilt elastikiyetinin azalmasina ve sarkmalara neden
olur. Bu enzimin inhibisyonu hem cilt yaglanmasinin 6nlenmesi agisindan hem de
bag doku hastaliklari iizerinde olumlu etkileri nedeniyle olduk¢a 6nemlidir (Bode ve

ark., 1989; Tsuji ve ark., 2001).

Yaklagik molekiil agirligit 68 kDa olan elastin yaklasik 750 aminoasit
kalintisindan olusur. Yapisal bir protein olan elastin fibroplast hiicreleri tarafindan
tiretilen elastik bag dokunun en 6nemli fibriler skleroproteinidir. Elastin proteini iKi

kisimdan olusmaktadir:
1. Hidrofobik Kisim: Molekiiliin esneklik 6zelliginden sorumludur.

2. Alfa-Heliksidal Kisim: Capraz baglarin olusumunu saglayan lizin ve alanin amino

asitlerini ihtiva eden boliimdiir (Anonim, 2013).

Elastin, elastaz enzimi ile yikilir. Proelastaz pankreastan salgilanir ve tripsin
ile aktive edilerek elastaza doniistiiriiliir. Elastaz ozellikle elastin i¢in proteolitik bir
proteazdir. Valin ile alanin gibi alifatik aminoasitlerin karboksil ucundan molekiilii
parcalayarak, desmozin ve izodesmozin igeren ¢apraz bagli peptitler olusturur.
Pepsin ile yavas hidroliz olan elastin, tripsin ve kimotripsin ile par¢alanmaz

(Altmisik, 2011).
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Sekil 2.4 Elastinin Yikim Asamlari (Tektemur, 2020)
Elastinin bozulmast ya da olmamasi ¢esitli hastaliklara sebep olur. Bu
hastaliklardan birisi Williams Sendromudur (Kaya, 2019). Diger bir hastalik Alfa
antripsin eksikligidir. Marfan sendromu ise kusurlu FBN1 geninin neden oldugu bir

bag dokusu genetik hastaligidir (Anonim, 2014a).

2.6.4 Kollajenaz

EC numarasi 3.4.24.3 olan kollajenaz enzimi, sahip oldugu bu numaradan da
anlasilacagi gibi hidrolaz sinifi ve bir alt sinif olarak da proteaz sinifina dahil olan bir
enzimdir. Proteazlarin da alt sinifi olan matriks metalloproteaz sinifi bir enzimdir

(Pasternak ve Asperbeng, 2009).

Kollajenaz enzimi, hayvan bag dokusunun temel lifli bileseni olan dogal
kollajeni pargalayan ve ti¢lii heliks yapida olan endopeptidazlardir. Bakteriyel
kollejenazlar, yiiksek substrat secimliligi ile omurgalilardan farklilik gosterirler.
Bakteriyel kollajenazlarin bir diger 6zelligi, tiim kollajen tiplerini parcalayabilirler.
Ayrica tU¢lii sarmal yapidaki kollajeni de birkag kez parcalayabilirler. Tiirlerine gore
farklilik gostermekle birlikte yaklasik molekiil agirliklart 50-60 kDa arasinda
degisebilir (Mookhtiar ve Van Wart, 1992).

Hiicre dis1 matriksin ana bileseni olan ve insan viicudunda en bol bulunan
kollajen canli hiicrelerde bir¢ok isleve sahiptir. Bugiine kadar 29 farkli kollajen tipi
kesfedilmis ve yapilarinin li¢lii sarmal oldugu belirlenmistir. Kollajen ¢esitleri (tip 1,

IL, 1, V ve XI) kollajen liflerine bagh olarak olusmustur (Berth, 2010).
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Sekil 2.5 Kollajen Liflerinin Olusumu (Anonim, 2020b)

Kollajenaz | (interstiyel kollajenaz): Matriks metalloproteaz grubunun
prototipik iiyesidir. Tip I, Tip II, Tip III interstisyel kollajeni parcalayan enzimlerdir.
Ayrica tip V ve tip X kollajenlerinin yikilmasinda aktif rol alirlar.

Kollajenaz II (Notrofil kollajenaz): Tip I, Tip II ve Tip III interstisyel
kollajeni yikar. Interstisyel kollejenazda olmayan alt1 glikolizasyon sahasi vardir ve

bu nedenle artmis glikolizasyondan sorumludur.
Kollajenaz III: Tip I kollajeni yikar (Pasternak ve Asperbeng, 2009).

Bag doku tendonlari, kikirdak, deri ve kemigin yapisinda yer alan kollajen
insan ve hayvanlarda en ¢ok bulunan proteindir (Uleryi ve ark., 2011). Esas gorevi

dokuya esneklik saglamak, doku siirekliligi ve yenilenmesini saglamaktir (Uzunalan,
2011).

Kollajenin temel bilesenleri; %35.5 glisin, %12 prolin, %10 hidroksiprolindir.
Ayrica yapisinda az miktarda lizin ve hidroksilizin de yer almaktadir (Emin, 2006).
Temel kollajen molekiilii her biri birden fazla aminoasit igeren ii¢ polipeptit

zincirinden olusmaktadir (Berth, 2010; Emin, 2006).
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Sekil 2.6 Kollajenin Uglii Sarmal Yapisi (Bella, 1994; Berisio, 2002)

Ug polipeptit zincirinden olusan iiclii sarmal yapidaki kollajen, ECM’nin
(ekstraselliiler matriks) ayrilmaz yapisal bir bilesenidir, yara iyilesme siirecinin tiim
asamalarinda etkindir ve tim bag dokularmin temel yapisal 6gesidir (Gelse ve ark.,
2003). Insan saghigi ve yaslanmaya bagl bozukluklarla ilgilidir (Baumann, 2007a;
Tobin, 2017). Insanlarda kollajen bozulmasi, matriks metaloproteinazlar (MMP)
ailesinin bir tiyesi olan kollajenaz adi verilen bir proteolitik enzim aktivasyonu ile
baslar. Ayrica oksidatif stres, kollajen sentezinde bir azalmaya veya kollajenazlarin
aktivasyonu yoluyla kollajen bozulmasina sebep olabilir. Bu nedenle cilt
yaslanmasinin engellenmesi ile ilgili birgok ¢alisma, kollajenaz sentezinin
engellenmesi ve kollajen itiretimindeki artigla birlikte antioksidan aktiviteler iizerine

calisilmaktadir (Ganceviciene ve ark., 2012).

2.7 Kozmetikler

Kelime olarak kokeni Yunancada ziynet, siis anlamima gelen kosmea ve
stislenmekte usta anlamina gelen kozmetikos kelimelerine dayanmaktadir. Kozmetik
triinler insan viicudunda epiderma, saclar, killar, dudaklar, disler, tirnaklar, dis
genital organlar ve agiz mukozasi gibi ¢esitli organlara uygulanmak iizere bakim,
koruma, temizleme, giizel koku vermek, goriintiiyli degistirme gibi amaglarla
kullanilan preparatlardir (Comoglu, 2012; Giiven, 2008). Avrupa’da 2017 yilinda
4116 kisi ile yapilan bir anket sonucuna gore insanlarin %71°1 kozmetik triinleri
yasamin vazgecilmez bir unsuru olarak ifade etmislerdir. %74’liik kisim ise kozmetik
tirtinleri yasam kalitesini artiran bir iiriin olarak tanimlamistir. %80’lik bir grup da
kozmetiklerin 6zsayginin artmasinda ¢ok dnemli oldugunu diistinmesi, kozmetik ve

kisisel bakim {riinlerinin sosyal etkilesimleri gelistirmede 6nemli oldugunu
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desteklemektedir. Bu algi genclerden yaslilara kadar olan genis bir kesimi

kapsamaktadir (Kuzgun, 2018).

Biitiin diinyada bitkisel iiriin kullanimima geri doniis egilimi giin gegtikge
artmaktadir. Kozmetik endiistrisinde de biiyiiyen talebi karsilamaya yonelik
calismalar her gegen giin artmaktadir (Joshi ve Pawar, 2015). Dogal bitkiler ve
onlarin iiriinleri aromatik degerlerinden dolayr kozmetik preparatlarda kullanilinca
bitkisel kozmetikler olarak adlandirilir. Bitkisel kozmetikler, cilt fonksiyonlarini
etkileyen, saglikli bir cilt veya sa¢ igin besleyici oOzellik gosteren bitkisel
kaynaklardan elde edilen fitokimyasallar iceren preparatlardir (Fathima ve ark.,

2011).

2.7.1 Kozmetik Uriinlerde Kullanilan Baz1 Dogal Bilesenler

Tibbi bitkiler igerdikleri bol miktarda biyoaktif bilesen ve daha az yan etki
sebebiyle kozmetik sektoriinde biiyiik onem kazanmistir (Batubara ve Prastya, 2020).
Son zamanlarda, bitkilerdeki bilesenlerin cilt ve agiz saghgmi koruyup
iyilestirebildikleri g6zlemlenmistir. Sentetik kozmetik tirlinler ile kiyaslandiginda
bitki bilesikleri hafiftir, biyolojik olarak parcalanbilir, yan etkileri ¢ok azdir ve gesitli
biyolojik ve terapotik aktivitlere sahiptir (Abdullah ve Nasreen, 2012). Yiizyillardir
sifali bitkiler diinya ¢apinda kullanilmaktadir. Ayurveda, Cin ve Kore tibbinda bazi
kuruluglar saglik, kozmetik ve agiz sagliginin korunmasi gibi alanlarda sifali bitkileri
kullanarak sayisiz basari elde etmislerdir (Karygianni ve ark., 2016). Kozmetik
formiilasyonlarda dogal bilesenlerden beklenen etkiler, antioksidan etki, kirigik
onleme ve kollajen takviyesidir (Thomas ve Kim, 2013). Dogal bilesenlerin en
onemli kriteri ise serbest radikallere kars1 antioksidan etki, glikasyon iiretimine kars1
antiglikasyon, kirigtk onleme, UV radyasyona karsi foto-koruma, nemlendirme,

anti-akne aktivitesi ve cilt beyazlatma gibi etkilerdir (Anunciato ve Filho, 2012).

Kozmetik endiistrisinde kullanilan dogal kaynaklardan birisi ¢aydir. Cay
bitkisinin cildi UV radyasyonuna karst koruma etkisi vardir. Ayrica cay taneleri
antioksidan, antiviral, antibakteriyal, antialerjenik ve antiseptik Ozelliklere sahiptir

(Aburjai ve Natsheh, 2003).

Baobab ve aloe vera cilt i¢in en 6nemli bilesenlerdendir. Bu iiriinler yaglanma

karsiti krem ve losyonlarda kullanilir. Cilde canlilik verir, 6li hiicreleri
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uzaklastirirlar ve cildi yumusak bir goriiniime kavustururlar (Athar ve Nasir, 2005;
Torun, 2013; Kole, 2005).

Cadi findig1 ve Hint yag1 akne, giines yamigi, derideki catlaklar gibi cilt
problemlerinde tedavi edici ftriinlerin bilesiminde kullanilir. Cilde canlilik ve
yumusaklik saglarlar. Cadi findig1 antiinflamutaar o6zellik gosterir. Hint yagi
esansiyel omega 6 yag asitlerini icerir ve yara temizlemede dezenfektan oOzellik
gosterir (Heinrich ve ark., 2004; Aburjai ve Natsheh, 2003).

Uziim ve safran bitkileri dogal tirosinaz enzim inhibitdrleridir. Uziim ayrica
dogal kollajen tiretimini arttirir, elastini bozulmadan korur. Safran ise melanojenezi
azaltir, ciltte yaslanma karsit1 etki meydana getirir. Her iki bitki de giiclii antioksidan
etkiye sahiptir. Cilt beyazlatic1 ajanlarda ve yaslanma karsit1 tirtinlerde kullanilirlar
(Akhtar ve ark., 2014; Torun, 2013).

Zerdagal ve kizil yonca egzama tedavisinde kullanilan iriinlerdir. Giines
maruziyeti durumlarinda cildi UV hasarina kars1 korurlar. Bu etkilerinden dolayi
giines kremlerinde kullanilirlar. Ayrica zerdecal giines yaniklari sonucu olusan cilt
yaslanmasini tedavi amagli da kullanilmaktadir (Aburjai ve Natsheh, 2003; Zaman ve
Akhtar, 2013).

Yer fistig1 ve giline bakan linoleik asit bakimindan zengin bitkiler olup giines
kremlerinde siklikla tercih edilirler. Ayrica esansiyel yag eksikligi olan hastalarda
ciltteki pullu lezyon goriinlimiinii elimine etmeye yardimci olurlar (Aburjai ve

Natsheh, 2003; Athar ve Nasir, 2005).

Ginseng, yaslanma karsiti {rlinlerde Onemli bir bilesendir. Ciltte
keratanizasyonu azaltir ve cilt rengini agmada kullanilir. Ginseng ve biberiyenin kan
dolasimini hizlandirici ve viicutta olusan fazla odemleri atici etkileri de vardir
(Aburjai ve Natsheh, 2003; Tekatli, 2014). Jojobanin en 6nemli etkisi iltihap giderici
ozelligidir. Oksidasyona karsi cildi korur. Akne ve sedef hastaligi tedavilerinde

olumlu sonuglar verdigi bilinmektedir (Torun, 2013).

Argan ve sarimsak, sa¢ icin en faydali bilesenlerdir. Sa¢ bakim {iriinlerinde
kepek olusumunu ve sagin saglikli bir sekilde biiyiimesini destekleyici iirtinlerdir.
Argan saglarda protein kaybini azalttig1 gibi, yaslanma karsit1 iirlinlerde de olumlu

sonuglar vermistir (Guillaume ve Charrouf, 2011; Tekatli, 2014).
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Demirhindi ve tatli badem cilt i¢in dogal temizleyici tiriinlerdir. Demirhindi
tohumlar1 antioksidan etki gosterir ve radikal temizleyicidirler. Tatli badem cildi UV
hasarma kars1 korur, giines kremleri ve cilt beyazlatici iriinlerde kullanilir (Fathima

ve ark., 2011; Patel ve ark., 2013).

2.7.2 Kozmetiklerde Kollajenaz ve Elastaz Enzim Inhibisyonunun Onemi

Kollajen, insan viicudundaki konjonktif ve bag dokularmin lifli bir
proteinidir. Kollajen cilt yapisin1 korumanin yani sira cilde elastikiyet kazandirir ve
cilt nemini dengeler (Aguirre ve ark., 2020; Kim ve ark., 2020). Bu nedenle kollajen
bozulmasini dnlemek kozmetik endiistrisinde geng cildi korumanin etkili bir yoludur
(Rohani ve Park., 2015). Kollajenaz, kollajenin boliinmesinde sorumlu enzimdir ve
hiicre dis1 matriksin yeniden modellenmesi ve 6zellikle yarali ciltte keratinositlerin
gociinii  kolaylastirir.  Ancak UV 1s181 ile kollajenazin  indiksiyonu, ciltte
fotoyaslanmanin ana sebebidir (Pittayapruek ve ark., 2016).

Giintimiizde kozmetik sektoriinde yaslanma karsiti olarak tavsiye edilen
tirtinlerin pek ¢ogunun igeriginde kollajen veya elastin yer almaktadir (Trelles,
2006). Yaslt deride kirigikliklar yiizeysel epidermiste olabildigi gibi, dermisteki
kollajen veya elastin tahribati sonucu da olabilmektedir (Vedamurthy, 2006).
Nemlendiriciler, hiicre yenileyici ve onaricilar, antioksidanlar, dermiste onarim
saglayanlar, kollajen sentezini artirarak deri elastikiyetini artiranlar ve
fotoyaslanmay1 Onleyenler yaslanma karsiti iiriin olarak bilinirler. Temel olarak
yaglanma karsiti maddeler antioksidanlar ve hiicre diizenleyici maddelerdir.
Vitaminler, polifenoller ve flavanoidler gibi antioksidan etki gdsteren maddeler,
dokulardaki serbest radikalleri elimine ederek kollajen paragalanmasin
azaltmaktadirlar. Hiicre diizenleyicisi olan retinoller, peptitler ve biiylime faktorleri
ise, kollajen metabolizmasi iizerinde dogrudan etkin olup kollajen {iretimini
artirmaktadirlar. Vitamin C, B3 ve E diisiik molekiil agirliklar1 sayesinde hiicreye
kolaylikla girebilen 6nemli antioksidan maddelerdir (Bissett ve ark., 2004). %5-15
konsantrasyonlarinda Vitamin C yaslanma karsiti1 olarak kullanilmaktadir. Tip I ve
Tip I kollajenin iretimi arttiinda ayni zamanda kollejenaz enzim iiretimi
azalmaktadir. Vitamin C, E vitamini ile kombine kullanildiginda etkisi artmaktadir.
Vitamin B3 %35 konsantrasyonda yaslanma karsiti etki gdstermektedir (Draelos,

2007). %2-20 konsantrasyonda yaslanma karsiti1 olarak etki gostermekte olan vitamin
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E, vitamin C kadar gii¢lii bir antioksidan degildir. Foto hasara karsi cildi korumak ve
nem dengesi i¢in kullanilmaktadir. Nikotinamid (B3) ile yapilan bir ¢aligmada
transepidermal su kaybinin azaldigt ve bu nedenle kronik yaslanmaya karsi
kullanilabilecegi kesfedilmistir (Chiu ve Kimbal, 2003). Retinol ve tiirevleri
yaslanma karsit1 olarak en ¢ok tercih edilen iirlinlerdir. Giiclii bir antioksidan olan ve
kollajen sentezini arttirip, kollejenaz enzimini inhibe ettigi bilinen retinoliin hiicre
metabolizmasi tizerinde olumlu etkileri vardir (Kafi ve ark., 2007; Varani ve ark.,
2000). Retinol ile yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar sonucunda sert ve kuru ciltler
tizerinde kollajen ve glikozaminoglikan sentezini arttirdigi, hiicre rejenerasyonunu
olumlu yonde degistirdigi, epitelyum dokularin korunmasinda etkili oldugu

kanitlanmistir (Darlenski ve ark., 2010; Chasteen ve ark., 2011).

2.7.3 Kozmetiklerde Tirosinaz Enzim Inhibisyonunun Onemi

Melanin, deri foto kanserine kars1 dnemli bir koruyucu olsa da fazla miktarda
melanin ciltte hiperpigmentasyona sebep olmaktadir. Tirosinaz inhibitorleri melanin
pigmentasyonu ile ilgili deri bozukluklarini tedavi etmek amaciyla kullanilabilir,
ayrica cilt beyazlatma etkileri de kozmetik i¢in 6nemlidir. Melanin biyosentezi UV
maruziyetinin engellenmesi, tirosinazin inhibisyonu, melanosit metabolizmasinin

inhibisyonu ve proliferasyonu yollariyla 6nlenebilir (Calay, 2010).

Melanin biyosentezi in vivo tirosinaz enzimi ile katalize edilen tirozin
hidroksilasyonu ile baslatilan bir dizi biyokimyasal reaksiyonu olusturur. Tirosinaz,
melanin biyosentezinin bir dizi reaksiyonunda etkindir. Bu nedenle, tirozinaz
aktivitesinin kontrolii ile ayn1 zamanda {iiretilen melanin miktar1 da kontrol edilmis
olur (Menter ve ark., 2010). Fazla miktarda tirosinaz ciltte ¢il, melazma, lentigo,
senilis, yashilik lekeleri ve bazi melonomlar gibi cilt bozukluklarina sebep olabilir
(Bang ve ark., 2018). Tirozinaz enziminin inhibiyonu ile bu cilt bozukluklar1 tedavi
edilebilir. Kozmetik endiistrisinde kojik asit, arbutin, katesinler, hidrokinon (HQ),
azelaik asit, tropolon ve 1-fenil-2-tiyoiire (PTU) gibi sentetik tirosinaz inhibitorleri
kullanilmaktadir. Ancak ciltte eritem ve kontakt dermatit gibi yan etkilere sebep
olabilmektedirler (Solano ve ark., 2005). Bu nedenle melanojeneze kars1 dogal

tirosinaz inhibitdr kaynaklariin gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
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2.8 Kozmesotikler

Kozmesotik terimi kozmetik ile farmasdtik kelimelerinden tiiretilmis olup, bu
iki kategori arasinda yer alan cilt bakim iriinlerini karsilamayr amaglamaktadir.
Kozmesétikler, insan viicudunun goriinimiinii koruyan veya iyilestiren, yaslanma
karsiti, nemlendirici gibi Ozelliklere sahip, ila¢ benzeri etkin maddeler iceren
kozmetik iirtinlerdir. Kozmesoétik terimi ilk kez Kligman tarafindan kullanilmistir
(Griffiths, 2010). Hasar gormiis veya yaslanmig bir cildin goriiniimiiniin
iyilestirilmesi, kozmesoétiklerin kozmetik ve tip alanlarmi bulusturan en Onemli
fonksiyonlarindan biridir (Rinaldi, 2008).

Kozmetik firiinler ile kozmesoétik {riinlerin en belirgin farki uygulanan
bolgenin yap1 ve fonksiyonlarini degistirmemesi, yani etkisinin yiizeysel olmasidir.
Kozmesotik maddeler ise, deri ve deriye bagli olusumlarin yapisim1 belirli bir
dereceye kadar fizyolojik etki ile olumlu yonde degistiren kozmetik etki gdsteren

preparatlardir (Mufioz, 2017).

Kozmesdétik, aktif kozmetik, dermakozmetik, dermafarmasdtik gibi ifadelerle
esdegerdir. Kozmesotik maddeler FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
siiflandirilmamustir. Kore ve Japonya’da aktif kozmetik olarak ifade edilmektedir.
Kozmesdtik maddelerin ilag veya kozmetik olarak siniflandirilmasi karigikliklara

neden olmustur (Lohani ve ark., 2014; Hekimoglu, 2017 ; Munoz, 2017).

Kozmesdtikler, fitokimyasallar, enzimler, antioksidanlar, vitaminler ve
esansiyel yaglar gibi etkin maddeleri icermektedir. Kozmesétiklerin cilt tizerindeki
etkinligi, etkin maddenin biitlinliiglinli koruyabilen ve biyolojik olarak aktif formunu
hedef bolgeye ulastiran krem, losyon ve benzeri bir tasiyici igerisinde miktarca
uygun sekilde hazirlanmasina baghdir (Draelos, 2011; Kim ve ark., 2008). Kisisel
bakim endiistrisinin en hizli biiyliyen kismi kozmesotikler hiperpigmentasyon,
yaslanma ve kirigiklik karsit1 tirtinler dahil olmak {izere, cilt, viicut ve sac¢ i¢in genis
cesitlilikte tirtinleri de kapsamaktadir (Lohani ve ark., 2014). En ¢ok kullanilan
kozmesotik iirlinler, kirisiklik olusumunu azaltanlar, yaglanma karsiti iirlinler, cilt

beyazlaticilar, antioksidanlar ve hiicre yenileyicilerdir (Wanjari, 2015).
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2.8.1 Kozmesotiklerde Kullanilan Bazi1 Dogal Bilesenler

Bitkisel kaynaklardan elde edilen kozmetik iirlinler ve dogal igerikli saglikli
triinler biiyiikk talep goérmektedir. Cilt fizyolojisi ve yaslanmanin sebeplerinin
belirlenmesi, kimyasal manipiilasyonu yeniden kazanma ve cilt sagligin1 koruma
kozmetik endiistrisinde belirlenen biyokimyasal hedeflerdir. Bitkiler, orjinal saglikli
cildi ve dig goriinlimii degistirebilen veya geri getirebilen fitokimyasallar igerir.
Giinesten korunma, yaslanma karsiti, kirisiklik onleyici, oksidan ve alerji gibi 6zel
hedeflere sahip kozmetik formiilasyonlar olusturabilmek icin kozmetik sektorii bir
dizi bitkiler kullanmaktadir. Olumsuz iklim sartlarinda yetisen bitkiler kesfedilmekte,
bu amagla degerlendirilmekte ve yeni iiriinlere déniistiiriilmektedir. Oziit formunda
ve biyoaktif Dbilesiklerle saflastirilmis  bitki  konsantreleri  kozmesdtik
formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in arastirllmaktadir. Diinya genelinde bitki
toplulugunda biyoaktif bitki metabolitleri bulmak icin endiistriler siirekli kesif
yapmaktadir. Kozmesotik bilesenlerin iiretimi i¢in kullanilan bu bitkilerin ¢ogu esas
olarak Asteraceae, Lamiaceae, Fabaceae, Poaceae, Malvaceae ve Rosaceae
familyalarina aittir. UV korumasi, antioksidan etki, kirisiklik onleme, yaslanma
karsiti, kirlilik onleyici, nemlendirici, piliriizsiiz goriinim ve hiperpigmentasyon

onleyici faaliyetler igin kozmetik iiriinlerde kullanilmaktadir (Dorni ve ark., 2017).

Zerdecal; antioksidan, antikarsinojenik Ozelliklere sahiptir. Yapilan
caligmalarda tiimor olusumunu inhibe ettigi gdzlemlenmistir. Radyasyona bagl
olarak gelisen yara ve dermatitlerde yara iyilesme siirecini hizlandirict etkisi vardir

(Levin ve Momin, 2010; Thornfeldt , 2010).

Cay; antiseptik Ozelliginden dolayr bir¢ok kozmetik iiriinde (dis macunu,
gargara, sampuan) kullanilmaktadir. Viicutta 6dem olusumunu azaltir. Akne
tedavisinde kullanilan etkin maddelerdendir. Ayrica yesil cay ve beyaz cay UV
kaynakl1 eritemi inhibe ettigi ve topikal giines koruyucularla birlikte kullaniminin

uygun oldugu bildirilmistir (Chiu ve ark., 2005).

Hurma; Asya tibbinda yara tedavisinde kullanilan bu bitki %50 seker,
piperidin tiirevleri, antioksidan ve fito hormanlar igerir. Yapilan ¢alismalarda hurma
ekstrakt1 ile hazirlanan %35’lik kremlerin kaz ayaklarimi 6nemli 6l¢iide yok ettigi

gbzlemlenmistir (Bauza ve ark., 2002).
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Biberiye; antioksidan etki gosteren fenolik bilesikler igerir. DNA hasar1 ve
buna bagli olarak gelisen deri tiimorlerini engellemektedir. Biberiye ekstaraktinin
suda eriyen formiilii ile yapilan ¢alismalarda fotoyaslanma sirasinda ortaya cikan
matriks metalloproteinazlarin aktivasyonunu inhibe ettigi gézlemlenmistir. Ayrica

biberiye bitkisi ciltte anti-aging etki olusturur (Cronin ve Draelos, 2010).

Nar; ozellikle nar ¢ekirdegi yaginin deri kanserine karsi kompreventiftir ve
ayrica nar ekstraktinda bulunan polifenol antifungal etki gosterir. Topikal gilines
koruyucularimin etkisini arttirdigi, igerigindeki linoleik asit ve Ostrojenik maddeler
keratonisit poliferasyonunu uyarir. Metalloproteinaz inhibisyonu yapar ve

prokollajen tiretimini arttirir (Thornfeldt, 2010; Baumann, 2007b).

Kahve; Arabica agaci meyvesi iginde bulunan kahve c¢ekirdegi en ¢ok
tikketilen gida maddelerindendir. Kahve ¢ekirdeginde kafein, teobromin, teofilin
bulunur. Kafein yag hiicrelerini dehidrate ederek seliilit goriiniimiinii azaltir. Ayrica
kafein kirisiklik gidermede de etkilidir. Kahve ¢ekirdeginin antioksidan etkisi vardir.
Yapilan topikal calismalarda kirisiklik gidermede %20, hiperpigmentasyonda ise
%30’luk gerileme saptanmistir (Thornfeldt, 2010; Bauman, 2007b; Siidel ve ark.,
2005).

Uziim cekirdegi; resveratrol birgok sebze ve meyvede bulunan bir maddedir.
En c¢ok iiziim kabugunda bulunur. Giglii antioksidan etkiye sahiptir. Yapilan
caligmalarda {iziim c¢ekirdeginin lipid peroksidasyonunu ve DNA hasarini
engelledigi, vitamin E ve C’ye gore 50 kat daha etkin bir madde oldugu bildirilmistir.
Fotoyaslanma iizerine yapilan c¢alismalarda olumlu sonuglar elde edilmistir

(Cornacchione ve ark., 2007).

Soya ve Izoflavonlar; birgok kozmetikte etkin madde olarak kullanilan
soyanin, cilde elastikiyet kazandirmanin yani sira, nemini korudugu, yaglanmay1
kontrol altina aldig1 ve hiperpigmentasyonu azalttigi bildirilmistir. Soyadan elde
edilen izoflavonlar deri kalinligin1 korur ve kollajen {iiretimini arttirir. Ayrica
izoflavonlar giiclii antioksidan etkiye sahip olup, glutatyon rediiktaz enzimini inhibe
ederek DNA hasarim1 6nler. UVB kaynakli karsinojenezisi engelleyebilirler (Wallo
ve ark, 2007).
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2.9 Bal ve Diger Ar1 Uriinlerinin Kozmetiklerde Kullanimi

Bal besin maddesi olarak tiiketilmesinin ayni sira birgok kozmetik {iriin i¢in
vazgecilmez bir bilesendir. Bal igeren kozmetiklerin cildi koruyucu ve yumusatici
etkileri vardir. Ayrica macun maskeleri ve ¢amur paketlerinde %22’lik oranda
kullanilir. (Bu friinler cilt i¢in durulama formiilasyonlar1 olarak kabul edilir).
Ayurveda tibbinda bal, tahris, oksiiriik, saglikli dis etleri i¢in kullanilir (Hasam ve
ark., 2020). Kozmetik fiiriinler, cilt temizligi tizerinde belirli etkiler elde etmek veya
cilt gorliinlimiinii degistirmek i¢in kullanilir. Bu etkiler cildin mikroflorasint biraz
degistirebilir veya degistirmeyebilir. Bu etkiler tasarlanmis bir aktivite veya
uygulamanin ikincil bir sonucu olabilir (Holland ve ark., 2002). 2018 yilinda konsey
tarafindan yapilan bir ankete gore, bal iceren kozmetik {irtinler yiliksek bir tiiketici
kitlesine sahiptir. En ¢ok tercih edilen iiriinler %7 oraninda bal igeren viicut ve el
kozmetikleridir (Belsito, 2020). Bal 13 farkli bebek iiriiniinde %0.01 oraninda
kullanilmaktadir. G6z c¢evresine uygulanacak bal ile, sindirim sistemi olarak
kullanilan tesadiifi ballar ve mukoz membran maruziyet {riinleri ile kullanilabilir.
Bal ve bal ekstreleri kozmetik spreylerde, kolonyalarda, sa¢ spreylerinde kullanilir ve

solunmasi yan etkilere sebep olmaz (Johnsen, 2004).

Balin saghk
Uzerine
etkileri

Sekil 2.7 Balin Saglik Uzerine Etkileri (Vallianou ve ark.,
2014; Yaghoobi ve Kazerouni, 2013; Batt ve Liu,
2012)
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An iriinleri igeren kozmetik preparatlarin cilt hiicrelerinin fizyolojik
islevlerini olumlu sekilde etkiledigi, rejenere ettigi (yenileme) ve serbest radikallerin
zararl etkilerinden korudugu saptanmistir. Metabolizmay1 diizenleyerek kollajen
iretimini uyarmak, dejeneratif degisiklikleri yavaslatmak ve viicudun savunma
mekanizmasint arttirmak gibi 6zellikleri ile ar1 iriinlerinin kozmetik {iriinlerde
kullanim1 giderek yayginlasmaktadir. Iceriginde ar1 iiriinii iceren kozmetikler, cildin
yaslanmasini geciktiren cilt bakim iirlinlerinde, sabunlar, kremler ve losyonlar gibi
cilt bakim iriiniinde iyilestirici madde olarak kullanilmaktadir (Celik ve Asgiin,
2017).

Apiterapi, ar1 iriinleri kullanilarak yapilan tedavidir. Diinyada bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan ve kokeni eskiye dayanan bir tip uygulamasidir (Sig
ve ark., 2019). Apiterapinin ge¢misi, Hipokrat ve Galen doénemine kadar
dayanmaktadir. Son yillarda Apiterapi tedavi merkezleri hizla yayginlagsmaya
baslamistir (Altintas ve Bektas, 2019). Tamamlayici tip uygulamalarinda bal, ari
siitli, polen, propolis, balmumu ve ar1 zehri (apitoksin) gibi ar1 {riinleri

kullanilmaktadir (Sig ve ark., 2019; Shimpi ve ark., 2016; Saleh, 2017).

Bal, enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalar {izerinde genis spektrumlu
etkisi nedeniyle oOzellikle yara ve yanik tedavisinde, etkilenen alanin
enfeksiyonlardan korunmasin1 saglar ve lokal stokin (hiicrelerin birbirleri ile
iletisimini saglayan protein ve peptidlerin bir grubu) iretimini uyararak yara
lyilesmesini hizlandirmaktadir. Bu nedenle antibiyotiklerin tiretilmedigi donemlerde
savas yaralarmin tedavisinde kullanilmistir. Egzama ve sedef hastaliginda tedaviyi
destekleyici {irlindiir. Bal, antioksidan ve antimikrobiyal o6zelliginden dolay:
kozmetik iiriinlerde ve yiiz maskelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. igerdigi
biyoaktif bilesenler sayesinde cildi zararli gilines 1sinlarindan (UV) korur, cildin

stirekli nemli kalmasini saglar (Celik ve Asgiin, 2017).

Ar poleni, yaralarin iyilesme siirecini hizlandirarak 6zellikle yanik agrilarini
azaltmak i¢in kullanilabilir. Polen, yaniklardan sonra enzimlerin aktivitesini inhibe
eden, enflamatuar reaksiyonlari, sismeyi azaltan kaempferol igerir ve damarlarda kan
dolagimini arttirmaya yardimci olur. Ayrica antimikrobiyal aktivitesi ile de
enfeksiyonlar1 onleyerek, yara ve yaniklarin hizli iyilesmesini saglar. Ar1 poleni pek

¢ok vitamin ve mineral bulundurur. Boylece cildin daha gen¢ ve parlak gériinmesini
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saglar. Tim cilt hiicrelerinde kan akisini uyararak viicudun detoksifikasyonuna

yardimci olur (Celik ve Asgiin, 2017).

Arn ekmegi (Perga), ar1 ekmegi, kolay sindirilebilir sekerler, yag, mineral
madde ve polenle karsilastirildiginda daha yiiksek oranda serbest amino asit igerigi
nedeniyle biyolojik olarak aktif ve kolayca sindirilebilir bir tiriindiir (Nagai ve ark.
2004; Trzybinski, 2005). Arastirmalar bu {iriiniin zihinsel olarak ¢alisan insanlar i¢in

faydal1 bir gida olabilecegine isaret etmektedir (Nagai ve ark., 2004).

An  Siitii, bircok dermatolojik preparatlarda bulunmaktadir. Fakat
cogunlukla deri yenileme ve genglestirme iiriinlerinde kullanilir. Yaniklarda ve diger
yaralarda kullanilan kremlerin yapisinda bulunur (Celik ve Asgiin, 2017). Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda ari siitii icerigindeki 10-hidroksi-2-dekanoik asit’in insan deri
fibroblastlarinda kollajen sentezini, kollajen destekleyici faktor ve doniistiiriicii
biiylime faktorii tiretimini destekledigi gdzlemlenmistir. Ayrica ari siitliniin cildi UV
hasarma karsi korudugu ve yaslanmayi geciktirdigi yapilan calismalarla rapor

edilmistir (Park ve ark., 2011).

Propolis, insanlarda cerrahi hastaliklar, yaralanmalar ve yaniklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Propolis merhemi anestezik, bakteri dldiiriicii ve yara
tyilestirici Ozelliklerinin yani sira kan ve lenf sistemini gelistirici 6zelliklere de
sahiptir. Propolisten iretilen cilt kremleri, yanik yaralarin iyilesmesini
hizlandirmaktadir. Ayrica propolis, anti alerjik, anti inflamatuar, anti androjen, anti
lipaz, anti mikrobiyal 6zelliklere de sahiptir. Kollajen sentezini destekleyici etkisi de
vardir. Giiniimiizde propolis ve ekstraktlari kozmetik ve dermatolojik {irlinlerde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Propolis kozmetik endiistrisinde 6nemli bir
bilesendir. Giines kremlerinde koruyucu ajan olarak kullanilabilecegi yapilan
caligmalarla kanitlanmistir. UV radyasyona karsi cildi koruyucu ozelligi vardir.
Ayrica melanom adi verilen bir ¢esit cilt kanserine karsi cildi koruyucudur (Celik ve

Asgun, 2017)

An Zehiri, Apiterapi uygulamalarinda ¢ok disiplinli tibbi ¢aligmalarin bir
parcasidir. Ciinkii dikkatli kullanilmas1 gereken bir maddedir. Ar {riinleri i¢inde en
riskli olanidir. Diinya genelinde kullanilan bir {irlindiir. Ar1 zehri basta romatizmal

hastaliklar olmak {iizere kanserin bazi tiplerinde, eklem ve sinirsel iltihaplarda
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kullanilmaktadir. Ar1 zehrinin, anti inflamatuar, anti artrit, anti nosiseptif,
noroprotektif, antitiimoral, antimikrobiyal, antidiyabetik ve antiromatizmal etkileri
vardir (Altintas ve Bektas, 2019; Shimpi ve ark., 2016; Sig ve ark., 2019).

Apilarnil, esansiyel aminoasitleri i¢cermesiyle tam gida olarak da kabul
edilmekte ve erkek bireylere 06zgli hormonlar bakimindan zengin oldugu
bilinmektedir (Topal ve ark., 2018). Erkeklerde viicut kas agirligimni arttirdig: ifade
edilmektedir. Bu etkisi nedeniyle erkeklere 6zgili bir anabolizma stimiilatorii oldugu
vurgulanmaktadir (Barnutiu ve ark., 2013; Silici, 2019). Ayrica apilarnil, hiicre
yenileme, sinir sistemi rahatsizliklarinin tedavisi ve viicuda zindelik saglama gibi
birgok etkiyi barindirir (Topal ve ark., 2019). icerdigi fenolik bilesikler sayesinde
antioksidan 6zelligi olduke¢a etkindir (Silici, 2019).

Balmumu, mum, mobilya, ayakkabi, kozmetik, kremler ve temizleme
kremleri gibi endiistrilerde genis kullanim alanlar1 bulmaktadir. Tarih boyunca bal ve
propolis ile birlikte 6lii bedenleri mumyalamakta balmumundan yararlanilmistir

(Karlidag ve Keskin, 2020).

2.10 Cilt Yaslanmasi

Deri, epidermis, dermis ve deri alt1 dokusu olmak tizere {i¢ katmadan olusur.
Ekstraseliiler matriks, derinin en dis katmanidir (Sekil 2.8). Derinin en dis
katmaninda kollajen ve elastin gibi fibroblast proteinler bulunmaktadir. Matrikste
bulunan proteinlerin ayrigmasi sonucu cilt yaslanmasi meydana gelir. Cilt yaglanmasi
dogrudan kollajenaz, elastaz ve hiyaluronidaz enzim aktiviteleri ile iligkili bir
olaydir. Cilt, viicuda kimyasal ya da bakteriyolojik olarak girecek tiriinlere karst bir
engel konumundadir. Ayrica, dokunma hissine aracilik etmek, hormon iiretimi ve
sosyal iletisimde rol oynamak cildin gorevlerindendir. Yaslanma ile bu islevlerin her

biri olumsuz sekilde etkilenmektedir.
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Epidermis Dt

Deri alti dokusu-pannikulus

Sekil 2.8 Derinin Yapist (Anonim, 2020d)

Cildimiz, zaman gegtikce gerek hormonal ve beslenme farkliliklari, gerekse
de cevresel faktorlerden dolay1 ciddi degisikliklere ugramaktadir (Rittlé ve Fisher
2015; Fisher ve ark., 2002). Bu etkiler nedeniyle cilt yaglanmasi igsel (intrinsic)
kronolojik yaslanma ve basta giines maruziyeti olmak iizere, sigara, asir1 alkol ve
yetersiz beslenme gibi sebeplere bagli olarak gelisen digsal (extrinsic) yaslanma
olmak iizere 2 yolla gelisir (Fisher ve ark., 2002). Deride goriilen degisikliklerin
biiylik bir kismi1 kronik giines hasarindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle digsal
yaslanma ayni zamanda foto yaslanma olarak da adlandirilmaktadir (Gilchrest,
1989). Uzun siire giines maruziyeti sonucunda cildin hem dermal hem de epidermal
boliimleri degisime ugramaktadir. Fiziki ve hiicresel acidan bakildiginda kronik ve
foto yaslanma arasinda belirgin farklar bulunmaktadir. Kronolojik yaslanmada cilt
ince, kuru ve burusuk goriiniimde iken, foto yaslanmis cilt gevsek, kaba kirisikli ve

kahverengi lekeli diizensiz pigmentasyonlar icerir (Brooke ve ark., 2001).

2.10.1 Kronolojik Yaslanma

Ciltte zamana bagli olarak gelisen yaslanma tiirlidiir. Cevresel etkenlerden
bagimsiz, genetik etkenlere baghdir (Fisher ve ark., 2002; Durai ve ark., 2012). Bu
nedenle her bireyde farkli sekilde gelisir. Aslinda yaslanma, ciltte elastin ve kollajen
molekiillerinin biyokimyasal degisimidir. Deri zamanla kurumaya, solmaya ve
piirizlenmeye baslar. Yash ciltlerdeki kurulugun genellikle su eksikliginden
kaynaklandig1 varsayilmaktadir (Tagami, 2008). Zamana bagli yaslanma deri atrofisi,

elastik doku kayb1 ve metabolik hizin azalmasi sonucu gergeklesen bir siiregtir. Ciltte
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dermal ve epidermal degisiklikler ile birlikte, epidermis kalinlig1 azalmaktadir (West,
1994; Ichihashi, 2004). Epidermis cildin en dis katmanidir. Kan damart bulunmaz,
tabakali bir sekilde diizenli keratinositlerden olusur. Epidermisin en dis katmani
stratum korneum, lipid ve protein bakimindan zengin korositlerden yapilmistir (Elias

ve ark., 1977).

Clagllor Sxingikdikdar

Stkilik ve elastikiyet kaybi
Kirmizihk

Lokeler vo pigmentasyon
Parlaklik kayb)

DUzensiz doku ve
plrdzlGIak

Soluk ten
Su kaybi

Ince deri

Sekil 2.9 Cilt Yaslanmasinin Fiziksel Goriiniimii (Anonim, 2020c¢)

Kisi yaslandikca bazal keratinosit azalmakta ve epidermis incelmektedir
(Bernstein ve ark., 1994; Bolognia, 1995). Dogal olarak yaslanmis cilt, hiicre dist
matrikste elastin azalmasi ve elastik liflerin par¢alanmasi seklinde belirtiler gosterir
(Scharffetter-Kochanek ve ark., 2000). Kollajen, ekstraselliller matriksin en énemli
bileseni olup, dermise gerginlik kazandirirken, elastin derinin esnekligini,
glikozaminler ve proteoglikanlar ise derinin hidrasyonunu saglar (Jenkins, 2002).

Kronolojik yaglanmada bu bilesenlerde bozulmalar ger¢eklesmektedir.
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hicreleri) Yag bezl geren Bag dokusu
kaslar

Sekil 2.10 Derinin Anatomisi (Anonim, 2014b)

Melanin cilde ve saga renk veren dogal bir pigment olup, epidermisin bazal
tabakasinda ve sac¢ folikiillerinde tutulan melanositler tarafindan iiretilir. Geng
epidermiste melanositler yogun sekilde bulurken, yaslanma ile melanositler %10-20
oraninda azalir (Kollias ve ark, 1991). Ilerleyen yasla birlikte mitokondriyal
fonksiyonlarda azalma ve mitokondriyal elektron tagima zincirinde kusurlar ortaya
cikmaktadir (Wallace ve ark., 1998). Ayrica yaslanma ile ortaya ¢ikan oksidatif stres
telomer kisalmasina neden olmaktadir (Saretzki ve ark., 1998). Kronolojik yaslanma
yara iyilesmesini de olumsuz etkilemektedir. Yasli derilerde yara iyilesmesi geng
deriye nazaran gecikme gostermektedir (Gosain ve DiPietro, 2004; Durai ve ark.,

2012; Fisher ve ark., 2002).

2.10.2 Foto Yaslanma

Foto yaslanma, giinesin zararli UV 1sinlarma maruziyet sonucu derinin
kalinlagsmasi, solmasi, sararmasi, kurumasi, kirigmasi, lekelenmesi, elastikiyetini
kaybetmesi gibi belirtilerle kendini gosteren yaslanmadir (Ma ve ark., 2001; Quan ve
ark., 2009; Scharffetter-Kochanek ve ark., 2000). Giinese uzun siire maruziyet
durumlarinda, kollajen ve elastin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerinin yapist
bozulur (Wen ve ark., 2012). UV isinlant iki sekilde dermal kollajen yapisini
degistirmektedir. Birincisi kollajen yikimini uyararak par¢alanmis, dagilmis kollajen
olusturmasi; ikincisi ise prokollajen biyosentezini inhibe etmesidir. UV 1sinlar
dogrudan serbest oksijen radikallerini ve matriks metalloproteinaz aktivitesini

arttirarak cilt yaglanmasini indiiklemektedirler.
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Sekil 2.11 Foto Yaslanmanin Gelisimi (Baz, 2014)

UV radyasyona maruziyet sonucunda elastaz aktivitesinde anlamli bir artig
meydana gelir. Elastaz aktivitesinin artmasi ile elastik fibrillerin yapis1 bozulur ve
olusan yeni yapilar kollajenaz ve stromelisin sentezini arttirarak ekstraselliiler
matriks yapisinin bozulmasina sebep olur (Jenkins, 2002). Kronolojik yaslanma ile
melanosit {iretiminin artmasinin yani sira, kronik olarak gilinese maruz kalinan
bolgelerde pigmentasyon yasla birlikte diizensiz hale gelir ve benekli pigmentasyon

foto yaslanmis cildin ayirt edici 6zelligidir (Chung, 2003).

Sekil 2.12 Foto Yaglanmig Bir Cilt (Anonim, 2019)
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2.11 Giines Koruma Faktorii (GKF)

Giines 1sinlarma uzun siire maruz kalindiginda cilt hiicrelerinin igindeki
melanin miktar1 artar. Bunun sonucunda foto yaslanma ve foto karsinojenez meydana
gelir. Giinesten gelen zararli 1sinlar UVA ve UVB olmak iizere iki ¢esittir (Seeley,
2006). UVA iginlann disiik dozda olsa bile uzun siire maruz kalindiginda cilt
elastikiyetinin azalmasina, kirisikligin artmasina ve ciltte akut ve Kkronik
degisikliklere sebep olan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine katkida bulunurlar. Daha
sonrasinda ise, kutandz lupus eritematozlar artar ve deri kanseri olusmasina zemin
hazirlanir. UVB 1sinlar ise, pigmentasyon ve gilines yanig1 gibi bazi degisikliklerin
yani sira, bagisiklik bastirma ve foto karsinojenez gibi kronik degisikliklere yol
acarlar. Hem UVA hem UVB isimlar ciltte giines yani8i, foto yaslanma, eritem ve
iltihaplanmaya neden olabilir. Bu nedenle cildi giinesin zararli etkilerinden korumak
gerekir. Cildi gilinesten korumanin en iyi yollarindan birisi glines koruyucu
tiriinlerdir. Bu iirlinler igerdikleri GKF degerine gore giines 1sinlarindan koruma

saglarlar (Latha ve ark., 2013).
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Bal Ornekleri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ticari olarak satisa sunulan farkli markalara ait
cam ve cicek ballarinin yani sira dogrudan iireticiden temin edilen ham ¢am ve cigcek
ballar1 ve karsilagtirma amaciyla secgilen ham mese bali (salgt bali) ile anzer bali

(¢igek bal1) olmak iizere 20 gesit bal 6rnegi ¢alisma materyali olarak secilmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan Bal Ornekleri

CALISILAN BALLAR
1 (A marka ¢am bali) 11 (G marka ¢am bal1)
2 (A marka ¢igek bali) 12 (H marka ¢am bal1)
3 (B marka ¢am bali) 13 (ham ¢am bal1)
4 (B marka ¢icek bal1) 14 (ham ¢am bal1)
5 (C marka ¢am bali) 15 (ham ¢am bali)
6 (C marka ¢igek bali) 16 (ham ¢am bal1)
7 (D marka ¢am bal1) 17 (ham gigek bali)
8 (D marka ¢icek balr) 18 (ham gicek bal1)
9 (E marka ¢am bali) 19 (ham ¢igek (Anzer) bali)
10 (F marka ¢icek bal1) 20 (ham mese bal1)

3.1.2 Cihazlar
Calismamizda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Cihazlar

Cihaz ad1 Model Firma

Manyetik karistiric MS-H-Pro DragonLab
Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu-Corportion
Saf su cihazi Arium 61316 Sartorius

pH metre Starter 2000 Ohaus

Vorteks SA8 Stuart

Su banyolu ¢alkalayict WNB7-45 Memmert

Terazi AS 220/C/2 Roadwag

Isiticili sallayicili kurublok MS-100 Allsheng

Buzdolabi B9459NMN Beko

Etiiv JSOF-050 Forced Covection Oven
Mikro pipet

3.1.3 Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Tez calismasinin her asamasinda kullanilan tiim kimyasal madde ve ¢oziiciiler

Sigma-Aldrich, Merck ve Supelco’dan ticari olarak temin edilmistir.
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3.1.4 Cozeltiler ve Hazirlanmasi
3.1.4.1 Bal Numunesi Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Bal numunelerinin su ekstraktlar1 5 gram bal numunesi tizerine 25 mL destile
su ilave edilmesi ve 12 saat siireyle 25°C’de karistirilmasini takiben Whatman filtre
kagidi kullanilarak stiziilmesi suretiyle hazirlandi (Di Petrillo ve ark., 2018). Elde
edilen siiziintii stok ¢alisma numunesi olarak +4° C’de saklandi.

-

Sekil 3.1 Bal Numunelerinin Sulu Ekstraktlarinin Hazirlanmasi
3.1.4.2 Toplam Fenolik icerik Tayininde Kullanilan Cozeltiler

%2’lik Nay;CO3 Cozeltisi (w/v): 2 g sodyum karbonatin bir miktar saf suda
¢ozlinmesi saglandiktan sonra son hacim 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.1:10
(v/v)’luk Folin-Ciocalteu Reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi {izerine son
hacim 10 mL olacak sekilde saf su ilave edildi. Gallik Asit (GA) Cozeltisi (0.25
mg/mL): 1.25 mg gallik asidin son hacim 5 mL olacak sekilde saf suda ¢oziilmesiyle

hazirlandi.

3.1.4.3 DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (C1gH12Ns0¢,DPPH) Cozeltisi: DPPH katisinin

belirli miktar1 metanolde c¢oziildiikten sonra 517 nm’de 1.200 degerinin altinda

absorbansa sahip olacak sekilde yeterli metanol ilavesiyle deneme Oncesinde taze

olarak hazirlandi ve koyu renkli cam sisede karanlikta saklandi.
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3.1.4.4 Oksijen Radikali (ORAC) Temizleme Aktivitesi Tayininde Kullanilan
Cozeltiler

Pirogallol Red (PGR) Cozeltisi: 8 mM 10 mL PGR ¢ozeltisi 32.03 mg
pirogallol red (C19H1208S) boyasinin tartilarak son hacmi 10 mL olacak sekilde saf

su icerisinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

2, 2°-Az0-bis (2-amidinopropan) dihydroklorit (AAPH) Cozeltisi: 10 mM 10
mL AAPH c¢ozeltisi 0.027 g AAPH’ nin son hacmi 10 mL olacak sekilde su igerisinde

¢oziilmesiyle hazirlandi.

Fosfat Tamponu (pH 7.4, 75 mM): 0.812 g Na;HPO,.2 H,0 ile 0.459 ¢
NaH,PO,4.2 H0 tartilarak bir miktar saf su ile ¢oziildii. pH ayarlamasi ise seyreltik
sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak yapildiktan sonra son hacim 100 mL’ye saf su

ile tamamlandi

Troloks Standart Cozeltisi: 0.25 mM Troloks ¢ozeltisi 0.625 mg troloksun
(+)-6-Hidroksi-2.5.7.8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) tartilarak son hacmi 10

mL olacak sekilde etanol igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanir.

3.1.4.5 Antiinflamatuar Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler
BSA Cozeltisi: %5°lik s1g1r serum albiimin ¢dzeltisi 5 gram BSA katisinin bir
miktar saf suda ¢Ozlilmesinden sonra son hacmin saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmastyla hazirlandi.

Fosfat Salin Tamponu (PBS): 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.42 g Na,HPQO,4.2H,0 ve
0.24 g KH,PO, karistirilarak su igerisinde ¢oziilmesi saglandiktan sonra seyreltik

HCl ile pH’s1 6.3 e ayarlanip son hacim saf su ile 1 L ye tamamlanmuigtir.

Ibuprofen (IBP) Standart Cozeltisi: 25 mg/mL ibuprofen ¢ozeltisi 25 mg

ibuprofenin etanolde ¢oziilmesi ve son hacmin 1 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.
3.1.4.6 Elastaz inhibisyonu Tayininde Kullanilan Cézeltiler

Tris—=HCI Tamponu (0.2 M,pH 8.8): 2.42 g Tris (hidroksimetil) aminometan
(Trisbase) tartilarak belirli miktarda suda c¢oziildiikten sonra ¢ozeltinin pH’s1
seyreltik HCI ilavesiyle 8.8’e ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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Tris—HCI Tamponu (0.2 M, pH 8.0): 2.42 g Tris (hidroksimetil) aminometan
(Trisbase) tartilarak belirli miktarda suda c¢oziildiikten sonra ¢ozeltinin pH’s1

seyreltik HCI ilavesiyle 8.0” ¢ ayarlandiktan hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Elastaz Enzim Cozeltisi: Domuz pankreatik elastaz 1 mg/mL olacak sekilde
Tris —HCI Tamponu (0.2 M pH 8.8) igerisinde ¢oziilerek hazirlandi ve olusan renksiz
¢oOzelti -20 °C’de saklandi.

N-Suksinil  Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilit  Cozeltisi: ~ Substrat  olarak
kullanilmak tizere 5 mg N-Suksinil Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilit katis1 tartilmis ve
1 mL Tris—=HCI Tamponu (0.2 M pH 8.0) igerisinde ¢O6ziilmiistiir. Taze olarak

kullanilmalidir.

Ursolik Asit Cozeltisi: 2 mg/mL ursolik asit ¢ozeltisi hazirlamak igin 10 mg

ursolik asit tartilarak son hacim etanol ile 5 mL’ye tamamlanmistir.

Kuersetin Cozeltisi: 2.5 mg/mL kuersetin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 5 mg

kuersetin tartilarak son hacim etanol ile 2 mL’ye tamamlanmigtir.
3.1.4.7 Kollajenaz InhibisyonuTayininde Kullanilan Cozeltiler

NaCl Cozeltisi: 1 M 50 mL NaCl ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2.925 g NaCl katist

tartilarak son hacim 50 mL olacak sekilde saf su i¢erisinde ¢ozildii.

CaCl, Cozeltisi: 0.1 M 10 mL CaCl, ¢6zeltisi hazirlamak igin kalsiyum
dihidrat (CaCl,. 2H,0) katisindan 0.147 g tartilarak son hacim 10 mL olacak sekilde

saf su icerisinde ¢oziildii.

Trisin Tamponu (50 mM, pH7.5): 10 mL 0.1 MCaCl; ¢ozeltisi, 40 mL 1 M
NaCl c¢ozeltisi ile karigtirilarak seyreltik NaOH ¢ozeltisi ilavesiyle pH 7.5°e

ayarlandiktan sonra saf su ile son hacim 100 mL’ye tamalanarak hazirlandi.

Kollejenaz enzim ¢ozeltisi: Clostridium histolyticum’dan elde edilen
kollajenaz enziminden 1.2 mg tartilarak tizerine 0.6 mL Trisin tamponu ilave

edilerek hazirlanmistir.
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FALGPA Cozeltisi: Substrat olarak kullanilmak iizere 2 mg/mL’lik N-[3-(2-
Furylacryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) ¢ozeltisi hazirlamak igin 1 mg
FALGPA katis1 tartilmig 0.5 mL Trisin tamponu ilave edilerek ¢6ziilmesi

saglanmustir.

Epigallokatesingallat (EGKG) ¢ozeltisi: 5 mg/mL EGKG ¢ozeltisi hazirlamak
icin 10 mg EGKG tartilarak 2 mL saf su igerisinde ¢ozlilmiistiir.

3.1.4.8 Tirosinaz Inhibisyonu Tayininde Kullanilan Cézeltiler

Fosfat Tampon Cozeltisi: 50 mM pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisi igin 2.527 g
Na;HPO,4.2H,0 ve 5.585 g NaH,P0O,4.2H,0 tartilarak bir miktar saf su ile ¢oziildii.
pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak yapildiktan sonra

son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlandi.

L-DOPA ¢ozeltisi: 100 mM L-DOPA ¢ozeltisi 19.719 mg L-DOPA (3.4-
DihidroksiL-fenilalanin) tartilarak son hacim 1 mL olacak sekilde saf su ile

¢oziilmesiylehazirlandi. Taze olarak hazirlandi.

Tirosinaz Enzim Cozeltisi: 2 mg/mL tirosinaz enzim ¢o6zeltisi, satin alinan

mantar tirosinazindan 1 mg tartilarak 0.5 mL su ilavesiyle ¢oziilerek hazirlandi.

Kojik Asit Cozeltisi: 30 mg/mL kojik asit ¢dzeltisi, 15 mg kojik asit (CgHgO4)

tartilarak 0.5 mL saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlandi.

3.1.5 Toplam Fenolik icerigin Belirlenmesi

Bal numunelerinin su ekstraktlarinin fenolik igeriginin tespiti igin Folin-
Ciocalteu metodu izlendi (Singleton ve Rossi, 1965). Bu yontemde, test edilen
ekstrakt icerisindeki fenolik maddelerin Folin-Ciocalteu reaktifinin igerdigi
fosfomolibdik-fosfotungistik ¢6zeltisini indirgemesiyle mavi renkli bir kompleks
olusturmalar1 ve bu mavi rengin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi saglanmaktadir

(Abdulkasim ve ark., 2007).

Numunelerin toplam fenolik madde igerikleri gallik asit (GA) kullanilarak
hazirlanan standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak GA esdegeri olarak (mg
GAE/g bal) belirlendi. Bu amagla oncelikle 3.1.4.2’de anlatildig1 sekilde hazirlanan
0.25 mg/mL gallik asit standart ¢ozeltisinden farkli hacimlerde alinarak, son

konsantrasyonlar1 degisecek sekilde gergeklestirilen islem sonucunda konsantrasyona
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kars1 absorbans grafigi cizildi. Kalibrasyon egrisi olusturulmasi amaciyla GA’nin
degisen hacimlerinin son hacimler esitleninceye kadar saf su ilave edilmesinin
ardindan test tiipleri igerisinde Cizelge 3.3’de belirtildigi sekilde 600 uL Folin-
Ciocalteu reaktifi (FCR) (1:10) ile birlestirilmesi saglandi. Karistirildiktan sonra 10
dakika oda sicakliginda bekletilip 500 puL %2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ile ilave
edildi ve tim tiip igerikleri 1 saat siireyle oda sicakliginda karanlikta bekletildi ve
siire sonunda her bir tiipiin absorbanst 760 nm de suya kars1 Ol¢iildii. Ayni islem
ekstraktlar icinde gercgeklestirildi ve kalibrasyon egrisinin grafik denkleminden
yararlanarak ekstraktlarin fenolik igerigi mg GAE/g bal seklinde hesaplandi.

Cizelge 3.3 Toplam Fenolik Madde Tayini I¢in Yapilan Pipetlemeler (tiim hacimler
mikrolitre birimindedir.)

Kor Numune koru Standart Numune
Bal ekstrakti - 25 - 25
Su 200 1275 200-0 175
GA cozeltisi - - 0-200 -
FCR 600 - 600 600
Na,COs ¢ozeltisi 500 - 500 500

3.1.6 DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini

Bal numunelerinin antioksidan aktivitesi ilk olarak DPPH serbest radikalini
siiptirme etkinlikleri arastirilarak degerlendirildi. Bu amagla 9% 20’lik bal
numunelerinin farkli hacimlerinin son hacimleri esitlendikten (her bir tiipte farklh
konsantrasyon olusturulmasi saglanmistir) sonra her birinin iizerine 1.2 mL taze
hazirlanmis mor renkli metanolik DPPH c¢ozeltisinin ilavesinin  (Cizelge 3.4)
ardindan karistirtlip oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletilmesinin ardindan
mor renkteki agilmay1 ortaya koyabilmek amaciyla tiim tiip iceriklerinin metanole
karst 517 nm de absorbanslar1 kaydedilmistir. Kaydedilen absorbanslar1 kullanilarak
asagidaki esitlik yardimiyla her bir konsantrasyon durumunda siipiirme etkinligi %

olarak hesaplanmustir.

Her bir konsantrasyon i¢in % slpirme aktivitesi degerlerinin
hesaplanmasinin ardindan konsantrasyona karst % siipiirme aktiviteleri grafige
gecirilmis ve elde edilen grafigin dogru denkleminden yararlanilarak %50 oranda

slipiirme aktivitesini saglayan ekstrakt konsantrasyonu (SCsg) hesaplanir.
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Cizelge 3.4 DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini I¢in Yapilan Pipetlemeler
(Ttm hacimler mikrolitre birimindedir)

Kor Numune Numune koru
Bal ekstrakti - 0-100 0-100
Metanol 100 100-0 1300-1200
DPPH cozeltisi 1200 1200 -

3.1.7 Oksijen Radikali Temizleme Aktivitesi (ORAC) Tayini

Oksijen radikali temizleme aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla pirogallol
(PGR) kullanilarak gerceklestirilen spektrofotometrik yontem takip edildi (Lopez-
Alarcon ve ark., 2011). Bu yontemde antioksidan aktivitesi arastirilacak olan bal
numunesinin degisen hacimleri fosfat tamponu (pH 7.4, 75 mM) icerisinde 8 mM
pirogallol ¢ozeltisinin 2 mikrolitrelik kismi ile birlestirildikten sonra karigima
peroksil radikali kaynagi olarak 10 mM konsantrasyonda 2,2’-Azo-bis(2-
amidinopropan) dihidroklorit (AAPH) ¢ozeltisinden 10 pL ilave edildi (Cizelge 3.5).
Nihai karisimin 30 dakika 37 °C’de bekletilmesinin ardindan test edilecek bal
numunesi igermeyen kor tiip igerigine karsi 540 nm de absorbanstaki diisiis takip
edilerek PGR’nin tiikenmesi takip edildi. Ayn1 islemler troloks standardinin bir seri
degisen konsantrasyonu (0.25 mM troloks ¢ozeltisinden farkli hacimlerde alinarak)

durumunda da gergeklestirilerek troloksun farkli konsantrasyonlari durumunda Ki
ORAC potansiyeli grafige gecirilerek 1 gram bal 6rneginin troloks esdegeri (pumol

TX/g bal) olarak ORAC aktivitesi hesaplandi.

Cizelge 3.5 ORAC Aktivitesi Tayini Igin Yapilan Pipetlemeler (Tiim hacimler
mikrolitre birimindedir)

Kor Numune koru Standart Numune
Bal ekstrakti - 50/100 - 50/100
Fosfat tampou 1288  1250/1200 1288-1188 1238/1188
Troloksg¢ozeltisi - - 0-100 -
PGR 2 - 2 2
AAPH 10 - 10 10

3.1.8 Antiinflamatuar Aktivitenin Belirlenmesi

Bal numunelerinin antiinflamatuar aktiviteleri sigir serum albumin (BSA)
denatiirasyonunu inhibe edebilme potansiyellerinin degerlendirildigi Williams ve
ark. tarafindan gelistirilen metottaki verilerle karsilastirildi. Bu amagla ilk olarak
kisim 3.1.4.5 te izah edildigi sekilde fosfatsalin tamponu (PBS) hazirlandi ve test
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edilecek olan bal ekstraktlar1 ve standart olarak kullanilacak olan ibuprofenin farkli
miktarlar1, % 0.8 oraninda BSA igeren tampon ¢ozelti icerisine ilave edildi (Cizelge
3.6) ve once 20 dakika 37°C’de ardindan 15 dakika 71°C’de inkiibasyona tabii
tutulduktan sonra her bir test tiipiinde meydana gelen bulaniklik spektrofotometride
660 nm de test edilecek 6rnek yerine sadece ¢oziicii ihtiva eden kor tiipiine karsi
olgiildi. Protein denatiirasyonunun inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanda.

Inhibisyon (%) = [(Absksr —AbSsmek) / AbSis:] * 100

Cizelge 3.6 Antiinflamatuar Aktivitenin Belirlenmesi i¢in Yapilan Pipetlemeler
(Tim hacimler mikrolitre birimidir.)

Kor Numune koru Numune Standart
BSA(%05) 200 - 200 200
Bal ekstrakti - 0-25 0-25 -
Tampon 1000 1200-1175 1000-975 1000-975
Ibuprofen(25mg/mL) - - - 0-25

3.1.9 Giines Koruma Faktoriiniin Belirlenmesi

Giines Koruma Faktori (GKF) degeri, in-vivo ve in-vitro yodntemlerle
saptanabilir. Uygulamadaki kolaylik ve maliyetinin diisikk olmasi nedeniyle bu tez
caligmasinda in-vitro yontem olan UV bolgede absorbansin degisik dalga boylarinda
okunmasi esasina dayanan spektrofotometrik Mansur yontemi (Mansur ve ark.,

1986) tercih edildi.

Bu yonteme gore hazirlanmis olan her bir bal ekstraktinin ve 10 kat
seyreltilmesi ile hazirlanan seyreltilmis ekstrakt numunelerinin absorbansi 290 ve
320 nanometre dalga boylari arasinda her 5 nanometrede bir okunur. Absorbanslar,
Mansur Denklemi olarak bilinen asagidaki esitlikte yerine konularak giines koruma

etkinlikleri hesaplanir.
320

GKF = CFXZ EE(V)xI()xAbs (1)

290

Bu esitlikte CF: Diizeltme faktorli; EE: Eritemal etki spektrumu; EE x T degeri ise
incelenen dalga boyuna 6zel sabit bir degerdir (Civil, 2016).
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Cizelge 3.7 EE x | Degerleri

Dalga boyu(nm) EExI

290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0837
320 0.0180

3.1.10 HPLC ile Fenolik Bilesen Tayini

Bal numunelerinden uygun tartim alindiktan (~10-20 g) sonra yeterli metanol
(~50 mL) ilavesi ile ekstraksiyona tabi tutuldu ve ekstraksiyon 40 °C’de 1s1 kontrollii
magnetik karistirici yardimiyla gergeklestirildi. Ekstraksiyon islemi sirasinda ¢oziicii
buhariyla biyoaktivite kayiplarini engelleyebilmek icin ekstraksiyon kabina geri
sogutucu aparat1 takilarak 12 saat siireyle kontrollii ekstraksiyon saglandi. Siire
sonunda metanolik ekstraktlarin kati partikiillerden ve olas1 safsizliklardan
kurtulmasi i¢in 6ncelikle adi siizge¢ kagidi ve akabinde mavi bant siizge¢ kagidi ile
filtrasyon gercgeklestirildi. Son hacim en yakin degere metanolle tamamlandiktan
sonra ¢oziictilerin tamami 40°C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalinti
10 mL pH 2’ye HCI ile ayarlanmis saf suda ¢oziildi. Tamamiyla suda ¢oziinmesi
saglanan kalintilar, sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutularak fenolik bilesenler agisindan

zenginlestirme islemine tabi tutuldu.

Oncelikle ii¢ tekrarli olmak iizere 5 mL dietileter ile calkalayicida 1 saatlik
calkalamanin ardindan organik fazlar bir evaparatér balonuna toplandiktan sonra
ayni igslem etil asetat ile de gerceklestirildi ve buradan elde edilen organik fazlar da
yine ayni balona alindi. Toplanan tiim organik fazlar 40°C’deki doner
buharlastiricida uzaklastirildi ve tartimlar alindiktan sonra nihai kalinti 3 mL LC
safliktaki metanolle coziildiikten sonra HPLC ile fenolik bilesen analizine tabii

tutuldu (Can ve ark., 2015).

Numunelerin HPLC analizleri ise Thermo Scientific Dionex Ultimate™ 3000
sistem (Thermo Scientific, Almanya) ile yapildi. Tiim standart ve numune analizleri
igin ters faz C18 kolonu (250 mm x 4.6 mm, 5 um) tercih edilirken kolon firin
sicakhign 30°C’ye ayarlandi. 45 dakikada gergeklesen analizlerde kromatografik

ayrimi gergeklestirmek adina ikili mobil fazin (A rezervuari; %2 (v/v) asetik asit ve
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B rezervuari;toplam hacimde %0.5 (v/v)asetik asit iceren % 50 (v/v) asetonitril ve
%350 (v/v) saf su) gradienti literatiir bilgileri esas alinarak hazirlandi (Sahin ve ark.,

2019; Seker ve ark., 2021).

3.1.11 Bal Numunelerinin Enzim inhibisyon Potansiyellerinin Belirlenmesi
3.1.11.1 Elastaz Enzim inhibisyon Potansiyelinin Belirlenmesi

Bal numunelerinin elastaz enzimi iizerindeki inhibisyon potansiyellerini
incelemek amaciyla enzim kaynagi olarak domuz pankreatik elastazi (1 mg/mL) ve
test edilmek tizere hazirlanmis olan bal numunesi su ekstraktinin uygun miktari 0.1
M Tris-HCI tamponu (pH 8.0) i¢inde 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda N-suksinil-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilit (5 mg/mL) substrat olarak
reaksiyonu baslatmak i¢in ilave edildi. 30 dakika sonra test edilen bal numunesini
icermeyen karistma gore 420 nm’deki absorbanstaki degisim  Olgtldi

(Liyanaarachchi ve ark., 2018)

Ayrica ayni islem pozitif kontrol olarak bilinen kuersetin (Chiocchio ve ark.,
2018) ve ursolik asit (Aumeeruddy ve ark., 2019) varliginda da gerceklestirilerek bal
numunelerinin elastaz inhibisyon potansiyellerinin birer flavonoid ve triterpenik
tiirevi olan maddelerle karsilastirilmasi saglanmastir.

Cizelge 3.8 Elastaz Enzim Inhibisyon Potansiyelini Belirlemek Igin Yapilan
Pipetlemeler (Tiim hacimler mikrolitre birimindedir)

Kor Numune koru Numune Standart
Enzim 0.5 - 0.5 0.5
Substrat 2.42 2.42 2.42 2.42
Bal ekstrakti - 5 5 -
Tampon 497.08 492.58 492.08 491.98
Ursolik asit - - - 5.1

3.1.11.2 Kollajenaz Enzim inhibisyon Potansiyeli

Bal numunelerinin kollajenaz enzimi iizerindeki inhibisyon potansiyellerini
incelemek amaciyla enzim kaynagi olarak kullanilan Clostridium histolyticum
kollajenaz1 (2 mg/mL) test edilecek olan bal 6rneginin su ekstrakti ile 50 mM pH 7.5
olan Trisin tamponu (0.4 M NaCl ve 0.01 M CacCl; icerecek sekilde) igerisinde bir
araya getirilir ve 25 °C’da 10 dakika silireyle muamele edilir. Bu siire sonunda 2
mg/mL konsantrasyonundaki N-[3-(2-Furil) akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA)
¢oOzeltisinden ilave edildikten 10 dakika sonra 340 nm’deki absorbanstaki diisiis takip
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edildi (Barrantes ve Guinea, 2003; Siintar ve ark., 2012). Cilt yaslanmasini1 6nlemek
ve cilt dengesini korumak i¢in dermokozmetikte yaygin olarak kullanilan bir bilesen
olan epigallokatesingallat (EGKG) pozitif kontrol olarak kullanildi ve ayn1 sartlarda
test edildi (Kozarski ve ark., 2019).

Cizelge 3.9 Kollejenaz Enzim Inhibisyon Potansiyelini Belirlemek I¢in Yapilan
Pipetlemeler (Tiim hacimler mikrolitre birimidir.)

Enzim Substrat Tampon Bal EKGK
Enzim 1 2 597 - -
Enzimkorii - 2 598 - -
Bal 1 2 582 15 -
EGKG 1 2 596 -
EGKG k - 2 597 -

Kollajenaz ve elastaz enzimlerinin inhibisyon potansiyelleri agsagidaki esitlik
yardimiyla hesaplanda.
% Inhibisyon = [(A-B)—(T-D)]/ (A-B)x100

A: Test edilecek 6rnegi icermeyen karisimin absorbansi (enzim korii)

B: Test edilecek 6rnek ve enzim i¢cermeyen karisimin absorbansi (substrat korii)

T: Test edilecek 6rnegi iceren karisimin absorbansi

D: Test edilecek 0Ornegi iceren ancak enzim ¢dzeltisini igermeyen karigimin
absorbansi1 (Numune korti).

3.1.11.3 Tirosinaz Enzim Inhibisyon Potansiyeli

Ticari olarak satin aliman mantar tirosinazi kullanilarak hazirlanan enzim
cozeltisi 50 mM pH 6.8 fosfat tamponu igerisinde 10 dakika siireyle 25°C’da bal
numunesi ekstraktlar1 ve/veya pozitif kontrol olarak kulanilan kojik asit ile bir araya
getirildikten sonra 83 uL L-DOPA ¢ozeltisi ilave edildi ve 475 nm’de absorbanstaki
degisim kaydedildi.
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4 BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda caligma materyali olarak segilen ticari olarak
temin edilen ¢am ve gi¢ek ballarinin yani sira dogrudan tireticiden temin edilen ham
cam ve c¢icek ballarinin karsilastirilmali  olarak kozmesdtik  potansiyelinin
incelenmesi amaglanmig olup bu baglamda dogal bir kaynagin kozmesotik olarak
degerlendirilip degerlendirilemeyecegini ortaya koymak iizere ilk olarak ortaya
konulmasmin gerekli oldugunu disiindiigiimiiz bir takim aktivite testleri
gerceklestirilmistir. Antioksidan ve antiinflamatuar aktivitenin tespit edilmesi bu
stirecte ilk adimdir. Ayrica s6z konusu aktivitelerin dayandirildigi fenolik bilesen
analizinin hem HPLC ile saptanmasi hem de spektroskopik olarak kantitatif bir
sekilde toplam miktarin belirlenmesi yolu izlenmistir. Yaslanmaya bagl olarak insan
cildindeki olumsuz belirtilerin en Onemli kaynagi olan bir takim enzim
inhibisyonlarinin saglanmasinin 6nemli oldugunun bilinmesi sebebi ile bal
numunelerinin, melanin dretimini kontrol etmek i¢in hiz sinirlayict bir enzim olan
tirosinaz, kollajen i¢indeki peptit baglarini kiran enzim olan kollajenaz ve kollajen ile
birlikte bag dokusunun mekanik 6zelliklerini belirleyen elastik bir lif olan elastini
parcalayan elastaz enzimleri lizerindeki inhibisyon 6zellikleri arastirilmistir. Tim
bunlarin yaninda cilt yaglanmasinin en 6nemli sebebi olarak bilinen gilines 1sinlarinin
olumsuz zararlarina kargin kozmesotik olarak degerlendirilebilecek bir {iriiniin giines
koruma faktoriiniin belirlenmesi gerekliligi ile bal numunelerinin giines koruma

faktorleri hesaplanmastir.

4.1 Numunelerin Toplam Fenolik Madde Miktrarlar

Balin biyolojik 6zelliklerinden flavonoidler ve fenolik asitler gibi birgok
ikincil metabolitlerin sorumlu oldugu bilinmektedir (Meo ve ark., 2017). Bu sebeple
tez kapsaminda arastirilan bal numunelerinin biyolojik etkinliklerini ortaya
koyabilmek amaciyla ilk olarak toplam fenolik bilesen miktarmin belirlenmesi

amaclandi.

Bal numunelerinden hazirlanan su ekstraktlarinin icerdigi fenolik bilesiklerin
toplam miktarinin belirlenmesi amaciyla Folin-Ciocalteu reaktifinin kullanildig
geleneksel metot takip edildi. Yaygin olarak kullanilan bir fenolik olan gallik asit

standart olarak kullanildi. Belirlenen deney kosullarinda degisen konsantrasyonlarda
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hazirlanan (0.001-0.02 mg/mL’lik) gallik asit ¢ozeltileri ile bolim 3.1.5 de anlatilan
metoda gore toplam fenolik madde miktarlar tayin edildi. 760 nm'deki absorbans
degerleri Y eksenine ve gallik asit konsantrasyon degerleri ise X eksenine
yerlestirilerek standart calisma grafigi c¢izildi (Sekil 4.1). Bu grafikte absorbans
degerlerinin gallik asit konsantrasyonuyla dogru orantili oldugu goriilmektedir.
Grafikteki dogru denkleminden yararlanarak bal numunelerinin toplam fenolik

madde igerikleri ug GAE/g bal olarak hesaplandi.

Gallik Asit Standart Grafigi

14 y = 73.991x + 0.0483
R? = 0.9975

Absorbans (760 nm)

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.1 Toplam Fenolik Madde igeriklerinin Belirlenmesi icin GA Standart
Calisma Grafigi.

Bal numunelerinin su ekstraktlarinin fenolik igerikleri bu grafigin dogru
denklemi kullanilarak hesaplandiginda toplam fenolik igerik degerlerinin
120.95-753.64 ng GAE/g bal degerleri araliginda oldugu saptandi. En yiiksek fenolik
igerik degerine sahip bal numunesi karsilastirma amaciyla segilen ham mese bali (20)
iken en diisiik fenolik icerik degerine sahip bal numunesi ise 18 numarali ham ¢igek
balidir. Mese balin1 harig tutarsak en yliksek fenolik icerik ¢calismada kullanilan ticari

olarak satin alinan bir ¢igek bali numunesi 8 durumunda elde edilmistir.

Farkli orijinlerden 6 farkli balin fenolik igerikleri {lizerinde c¢alismis olan
Smetanska ve ark. (2021) incelemis olduklari Almanya’dan temin ettikleri ¢am
balinin fenolik i¢egini 100 g bal numunesi i¢in 44.828 mg gallik asit esdegeri olarak

hesaplamiglardir. Bu deger bizim test etmis oldugumuz ¢am bali numuneleri i¢in
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hesapladigimiz degerlerin ortalamasi olan 448.28 ug GAE/g bal degeriyle birebir

uyumludur.

Icerdigi fenolik asitler ve flavonoidler gibi ikincil metabolitler sebebiyle bal
sadece tad1 nedeniyle degil, ayn1 zamanda yiiksek besin ve nutrasotik degeri ile de
kiymet gormektedir (Meo ve ark., 2017). Bal, genel olarak igerdigi kaynaklara gore
farkli fizikokimyasal 6zellikler sergileyen bal 6zii (salg1 bali) ve ¢igek bali olmak
tizere iki kategori altinda smiflandirilmaktadir (Can ve ark., 2015). Cicek bal
nektardan tretilirken salg1 bali bocek salgilarindan ya da yapraklarin terinden olmak
lizere 2 farkli yolla iiretilmektedir. Iyi bilinen bir salgi bali olan ¢am balmi
tiretebilmek i¢in arilar gam agaglarin 6ziinde yasayan Marchalina hellenica bocek
tiirlinlin bal 6ziinl kullanirlar. Mese bal1 iki yoldan biriyle iiretilebilir. Bunlardan biri
Kernes guercus, Lachnus iliciphilus ve Thelaxes dryophila gibi bazi mese yaprak
bitlerinin salgilarin1 icerir (Sorkun, 2008). Alternatif bir yOntem, ani sicaklik
degisiklikleri veya gece ve giindiiz sicaklik degisiklikleri gibi stres kosullari altinda
mese yapraklariyla terlemeyi igerir. Yapraklarin terlemesi, bal iiretiminde arilar i¢in
onemli bir besin kaynagi olan ¢esitli sekerlerin salgilanmasina neden olur. Bu
nedenlerle bal 6zii ve nektar ballar1 kimyasal bilesim, fiziksel ozellikler ve
melissopalinolojik analiz agisindan birbirinden farklidir (Simova ve ark., 2012). Bu
bilgiler 1s181nda test ettigimiz cam ve ¢icek ballariin toplam fenolik iceriklerinin
genel olarak farkli olmasini beklemekteydik. Ancak sasirtict bir sekilde en ytliksek
fenolik igerigi bir ¢icek balt numunesi i¢in hesaplanirken en diisiik fenolik miktar1 da

yine bir ¢igek bali numunesi durumunda bulunmustur.

Bilindigi tizere Tiirkiye, cografi konumu ve ideal iklim kosullar1 nedeniyle
diinyanin en 6nemli bal {ireten iilkelerinden biridir. En ¢ok bilinen salg1 ballarindan
biri olan ¢am balinin diinyadaki en yaygm iireticisi Tiirkiye’dir. Ote yandan mese
bali hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Tiirkiye mese bakimindan zengin bir tilkedir
ve neredeyse tiim cografi bolgelerinde mese ormanlari bulunur. Ancak tiim mese
ormanlari mese bali iiretimine uygun degildir. iklimsel kosullarin da uygun olmasi
gerekir. Glindiiz ve gece sicakliklar arasinda yiliksek fark olan bolgelerde bitkilerin
yapraklarinda stres faktorleri ile baglantili olarak sekerler olusur. Arilar, nemliyken
yapraklardaki sekerleri depolarlar. Bala, sekerle birlikte yapraklardan cesitli

polifenolik maddeler girer. Bu nedenlerden dolayr mese bali koyu renklidir,
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polifenolik bilesenler bakimindan zengindir ve kendine has aromasi vardir. Bu
literatiir bilgileriyle uyumlu olarak karsilastirma amagl olarak test etmis oldugumuz
mese balinin fenolik madde igerigini en yliksek olarak bulmus olmamiz beklenen

sonuclardandir.

4.2 Numunelerin Antioksidan Aktivite Bulgular
4.2.1 Numunelerin DPPH Serbest Radikal Siipiirme Aktiviteleri

Antioksidan aktivite, serbest radikallerin yakalanma yeteneginin bir
gostergesidir. Bal numunelerinin antioksidan aktivitelerini ortaya koyabilmek
amaciyla ilk olarak DPPH radikalini siiplirme yetenekleri arastirildi. DPPH
yonteminde, DPPH (2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali antioksidan maddeden bir
proton alir ve indirgenir. Mor renkli DPPH radikalinin bir antioksidan madde ile
reaksiyona girmesi indirgenme sonucu mor rengin siddetinin azalarak absorbansta
azalmaya neden olur. Yakalanan elektron sayisina bagli olarak absorbsiyon giicii
azalir. Eger cozelti iizerine ilave edildiginde renk siddetli bir sekilde aciliyorsa o
maddenin antioksidan aktivitesinin yliksek oldugu anlami g¢ikarilmaktadir. Kararli
DPPH radikalinin kullanilmasi enzim inhibisyonu ve metal selatlasmasi gibi yan
reaksiyonlar tarafindan etkilenmedigi ve teknik olarak basit oldugu i¢in avantajlidir
(Khatua ve ark., 2013). Bu sebeple bir bilesik ya da ekstraktin kabiliyetini test etmek
i¢in yaygin bir sekilde tercih ediliyor olsa bile birgok antioksidan bilesik DPPH ile
yavas tepkime vermektedir. Ornegin askorbik asit ile 1.15 dakika ve rutin ile 103
dakikada tepkime vermektedir. Bu nedenle antioksidan kapasite dogru bir sekilde
ifade edilemeyebilir. Ayrica, DPPH ile antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon
kinetiginin DPPH derisimi ile her zaman dogrusallik gdstermeyisi de testin olumsuz
yonlerinden biridir (Huang ve Prior, 2005; Molyneux, 2004). Antioksidan aktivite
baslangictaki DPPH derisiminin % 50’sinin azalmasi i¢in harcanan antioksidan
miktarimi ifade eden SCsg (etkin konsantrasyon) degeri ile verilir (Brand-Williams ve
ark., 1995).

Ekstraktlarin DPPH serbest radikalini siipiirme etkinlikleri Sanchez-Moreno
ve ark., (1998) tarafindan kullanilan metoda gore belirlenmeye c¢alisildi. Bu amacla
ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarinin metanolde hazirlanmis DPPH c¢dzeltisi ile
birlestirilmesiyle olusan karisim 30 dakika siireyle karanlikta bekletildikten sonra

517 nm de metanole karsi absorbans kaydedildi (Anumune). Asagidaki esitlik
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kullanilarak her bir ekstrakt konsantrasyonu igin siipiirme aktivitesi hesaplandi.
Hesaplanan siipiirme aktiviteleri konsantrasyona karsi grafige gecirildikten (Sekil
4.2) sonra SCso degeri (ortamdaki serbest radikallerin %50 sini siipiiren ekstrakt
konsantrasyonu) belirlendi. Kor olarak DPPH c¢ozeltisi ile uygun miktardaki su

karisiminin absorbansi kaydedildi (Agg).

DPPH Siipiirme Aktivitesi Grafigi
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Sekil 4.2 17 Numarali Bal Orneginin DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesini
Hesaplamak I¢in Cizilen Grafik

Tim bal numunesi ekstraktlar1 i¢in farkli konsantrasyon degerlerindeki
stiplirme yiizdelerinin hesaplanmasi ve yukarida verilen temsili grafigin ¢izilmesi
sonucunda her bir ekstrakt icin SCso degeri hesaplandi. Elde edilen SCsy degerleri
incelendiginde en diisiik SCsp degerinin (0.008 g/mL) yani en yiiksek DPPH radikali
stipirme aktivitesinin mese bali (20) icin elde edildigi goriildi. En yiiksek SCsg
degeri (0.162 g/mL), baska deyisle en diisiik DPPH radikali siipiirme aktivitesi ise
(18) numarali ham ¢igek bali numunesi durumunda tespit edildi. Bu iki numune igin
elde edilen degerler toplam fenolik igerikleri ile yiiksek derecede uyumlu olup
beklenildigi gibidir. Ilging olarak toplam fenolik igerigi oldukca diisiik olarak
belirlenen (17) numarali bal i¢in DPPH radikalini giderme aktivitesi oldukga yiiksek
bulunmustur (SCs0=0.021 g/mL). Belirgin derecede uyumlu olan ya da hig

beklenilmedigi gibi olan numuneler disinda tiim Ornekleri bir arada
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degerlendirdigimizde toplam fenolik igerik degerleri ile DPPH radikalini giderme

aktiviteleri arasinda orta derecede bir korelasyon s6z konusudur (R?=0.4474).

Cizelge 4.1 Bal numunelerinin fenolik icerikleri ve antioksidan aktiviteleri

Bal Toplam Fenolik I¢erik DPPH Radikali Siipiirme ORAC Aktivitesi
Numunesi (MgGAE/g bal) (s/?;'ﬁf;véfﬁfb (umol TE/g bal)
1 (A marka ¢cam bah) 480.36 0.027 1.575
2 (A marka cigek bal) 455.76 0.062 1.226
3 (B marka ¢cam bal) 497.93 0.033 1.842
4 (B marka cigek bal) 410.08 0.086 0.840
5 (C marka ¢am bal) 455.76 0.032 1.352
6 (C marka cigek bal) 396.02 0.076 0.824
7 (D marka ¢am bal) 582.26 0.025 1.518
8 (D marka ¢icek bali) 617.40 0.029 1.175
9 (E marka cicek bal) 420.62 0.061 2.379
10 (F marka cicek bal) 308.17 0.124 1.797
11 (G marka ¢am bal) 344.66 0.042 3.096
12 (H marka ¢am bah) 578.87 0.024 0.713
13 (ham ¢am bal) 302.72 0.046 1.414
14 (ham ¢am bal) 407.58 0.040 1.581
15 (ham ¢am bal) 400.59 0.045 1.598
16 (ham ¢am bal) 432.05 0.028 1.353
17 (ham cicek bal) 271.26 0.021 3.839
18 (ham ¢icek bali) 120.95 0.162 0.654
19 (ham cicek (Anzer) bal) 561.39 0.036 2.558
20 (ham mege bali) 753.64 0.008 1.581

Fenolik bilesiklerin hidrojen iyonlar1 veya elektronlar bagislayarak, metal
katyonlar1 gelatlayarak veya radikalleri temizleyerek antioksidan goérevi gordiigii
bildirilmistir. Ancak OH gruplarinin sayisi, OH gruplarinin diizenlenmesi, elektron
veren ve c¢eken ikame edicilerin mevcudiyeti ve fenolik bilesiklerdeki aromatik
halkalar, 6ziitlerinin antioksidan kapasitesini 6nemli dl¢lide etkiler (Ghimire ve ark.,
2021). Sunu da belirtmek gerekir ki; bir ekstraktin toplam antioksidan aktivitesine
antioksidan 6zelliklere sahip olan karotenoidler ve alkaloidler gibi fenolik olmayan
bilesenlerin yani1 sira kumarinler, tanninler ve/veya fenolik bilesenler gibi
flavonoidler disinda fenolik tiirlerinde katkida bulundugu bilinmektedir (Lizcano ve
ark., 2010).

4.2.2 Numunelerin ORAC Radikalini Siipiirme Aktiviteleri

Elde edilen farkli amaglar ve tepkiler nedeniyle, bal 6zii ballarinda yapilan
calismalarda antioksidan aktiviteyi Olgebilmek i¢in ABTS (2,2-azino-bis-3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit radikali), DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil radikali),
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FRAP (demir indirgeyici antioksidan giic) ve ORAC (oksijen radikali emme
kapasitesi) gibi farkli testler tercih edilir (Seraglio ve ark., 2019). Oksijen radikali
antioksidan kapasite (ORAC) yontemi de hidrojen atom transferine dayanan bir
yontem olup biyolojik orneklerin antioksidan kapasitesini degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir (Ertekin Filiz, 2015). Antioksidan
kapasitesinin dogru Ol¢limii, hem inhibisyon derecesi hem de inhibisyon siiresinin
hesaba katilmasini gerektirir. Oksijen radikali emme kapasitesi (ORAC) simdiye
kadar hem inhibisyon siiresini hem de inhibisyon derecesini tek bir miktar halinde
birlestiren tek yontemdir ve zincir kiran antioksidan aktivitesi ile daha ilgilidir

(Dudonné ve ark., 2009; Huang ve ark., 2002).

ORAUC, test edilen orneklerle kag serbest radikalin deaktive edilebilecegini
degerlendiren bir testtir (Okinczyc ve ark., 2021). Ayrica biyolojik bir radikal
kaynaginin kullaniliyor olmasi da ORAC testine arti bir deger kazandirmaktadir
(Prior ve ark., 2003).

Cao ve arkadaslar tarafindan ilk kez 6nerilmis olan ORAC yonteminde (Cao
ve ark., 1993) peroksil radikalleri ile oksitlenen bir hedef molekiiliin bir antioksidan
tarafindan ne kadar korundugu, baska bir deyisle hedef molekiiliin bozunma derecesi
floresans veya absorbans takibi ile izlenerek, bozunma kinetigi egrisinin altinda
kalan alanda meydana gelen degisim orami ile ortaya konulur. Orijinal yontemde
hedef molekiil olarak fikoeritrin kullanilmig iken daha sonra bu molekiilin yerini
fluoressein almistir (Ou ve ark., 2002; Alarcon ve ark., 2008). Bahsedilen bu iki
kimyasal yani fikoeritrin ve fluoressein ile yapilan ORAC &lglimleri floresans
spektrofotometre gerektirmektedir. Ayrica test edilen bilesigin antioksidan
aktivitesinin yiiksek olmas1 durumunda kesin kinetik veri elde etmek zorlasmaktadir.
Bu nedenle bu reaktiflerin yerine renkli bir reaktif olan pirogallol red (PGR)’in

(Sekil 4.3) kullanilmasi tercih edilmistir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).
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OH OH

Sekil 4.3 Pirogallol Red Molekiiliiniin Kimyasal
Yapisi

Pirogallol red reaktifinin kullanilmasiyla elde edilen ORAC potansiyellerinin
antioksidanlarin peroksil radikallerine karsi reaktivitesini daha duyarli gosterdigi
bildirilmistir (Lopez-Alarcon ve ark., 2011). PGR’nin kullanilmasiyla ORAC
yontemi saf antioksidan maddeler ve kompleks antioksidan karisimlari i¢in denenmis
ve sonuclarin test edilen bilesiklerin reaktivitesi ile daha iyi korelasyon gosterdigi ve
goriinlir  spektroskopi uygulanmasinin daha kolay oldugu sonucuna varilmigtir

(Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).

Tez ¢alismasi sirasinda floresans yontem yerine pirogallol red kullanilarak
tercih edilen spektroskopik yontemde test edilen 6rneklerdeki antioksidan maddenin,
hedef molekiiliin (pirogallol red) bir serbest radikal varliginda (AAPH) tiiketilmesini
engelleme yetenegi Olciiliir. Bunun i¢in sabit serbest radikal derisiminde farkli
antioksidan derisimleri ile elde edilen reaksiyon kinetikleri incelenir. Bu c¢alismada
da Troloks ve bal numunelerinin su ekstreleri kinetik olarak incelenmistir. Hig
antioksidanin bulunmadig1 deney kor olarak kabul edilmis (Agp) tir. Antioksidanin

varliginda elde edilen absorbanslar ise A olarak okunmustur.

Bu amagla ilk olarak bir seri konsantrasyondaki (0-0.005 mg/mL) troloks i¢in
materyal-metotkisminda anlatilan deneysel islemin uygulanmasinin ardindan dlgiilen
absorbanslarin troloks konsantrasyonuna karsi grafige gecirilmesi ile elde edilen
grafigin (Sekil 4.4) dogru denkleminden yararlanarak test edilen bal 6rneklerinin 1
graminin troloks esdegeri (TE) oksijen radikali abosrblama aktiviteleri hesaplandi ve

Cizelge 4.1 ’de siralandi.
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Troloks Standart Grafigi
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Sekil 4.4 Ekstraktlarin ORAC Degerlerinin Hesaplanmasi icin Cizilen Troloks
Standart Grafigi

Cizelgenin detaylica incelenmesiyle 17 olarak numaralanmis ham ¢igek
balinin en yliksek ORAC degerine sahip oldugunu bu numuneyi ise 11 numaral
ticari olarak satin alinan bir ¢am bali numunesinin izledigi goriilmektedir. Oksijen
radikalini temizleme potansiyeli en diisiik olan bal numunesi ise fenolik igerigi ve
DPPH radikali siiplirme aktivitesi en diisiik olarak belirlenmis olan 18 numarali
baska bir ham c¢icek bali numunesidir. Bu numuneyi izleyen bal numunesi ise 12
numarali ticari olarak temin edilmis olan bir ¢am bali numunesidir. Bu sonuglar
neticesinde ¢am ballar ile ¢igcek ballarinin ORAC potansiyelleri hakkinda kesin bir

genel hiikiim verilemeyeceginin dogru oldugunu sdyleyebiliriz.

Oysa ki farkli kokenlerden ballarin antioksidan aktivitesini degerlendiren
arastirmacilar salgt balinin fenolik bilesik miktar1 bakimindan daha zengin oldugunu
ve dolayisiyla daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir
(Kowalski, 2013; Vela ve ark., 2007; Al ve ark., 2009).

Cesitli floral kaynaklardan elde edilen ballarin ORAC testi ile antioksidan
aktivitesinin arastirildigi ¢calismada ORAC degerleri 3.1-16.3 pmol TE/g bal olarak
hesaplanmis ve en koyu renkli karabugday balinin ORAC degerinin en yiiksek
oldugu saptanmigtir (Gheldof ve Engeseth., 2002).
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4.3 Numunelerin HPLC ile Fenolik Bilesen Analizi Sonuc¢lari

Balin bazi kronik hastaliklarin iyilestirilmesinde cesaret verici etkiye sahip
olan karotenoidler, flavonoidler, fenolik asitler, vitaminler ve enzimler gibi
antioksidan aktiviteye sahip genis bir bilesen yelpazesi igerdigi bir¢cok calismada
gosterilmistir. Baldaki bu bilesenlerin varligi ve miktari, balin cografi konumu, ¢igek
kaynagi, iklimi, entomolojik kaynagi, mevsimi ve islenmesi dahil olmak {izere bir¢cok
faktore baglidir. Ballarin antioksidan potansiyellerini arastirmaya ve fenolik ve

flavonoid bilesiklerini analiz etmeye ilgi artmigtir (Smetanska ve ark., 2021).

Balda bulunan flavonoidler grubu, flavonolleri (miricetin, kamferol, 8-
metoksi kampferol, kuersetin, izoramnetin, kuersetin-3-metil eter, kuersetin 3, 7-
dimetil eter, pinobanksin, rutin ve galangin), flavonlar1 (genkvanin, luteolin,
apigenin, trisetin ve krisin) ve flavanonlart (pinokembrin ve pinostrobin)
icermektedir. Baldaki fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler (metil siringat, gallik
asit, ellagik asit, protokatekuik asit, siringik asit, benzoik asit, 4-hidroksibenzoik
asit), hidroksisinnamik asitler (klorojenik, vanilik, kafeik, p-kumarik, ferulik asitler)
ve hidroksifenilasetik asitler (homojentisik ve fenilasetik asitler) ile temsil edilir.
Arastirmalar, hem flavonoidlerin hem de fenolik asitlerin bala antioksidan kapasite

ve diger tibbi 6zellikler kazandirdigini ortaya koymaktadir (Goslinski ve ark., 2021).

Mevcut tez calismasinda ballarin kozmesotik endiistrisinde kullanilabilirligini
dayandirabilecegimiz  antioksidatif  etkinliklerinin yada ¢esitli  enzimlerin
inhibisyonuna yol agabilecek sekonder metabolitleri ihtiva ediyor olusunu ortaya
koyabilmek amaciyla bal numunelerimizin fenolik icerikleri HPLC teknigi ile
aydmlatilmigtir. Bu amagla bal numunelerinde gallik asit, protokatekuik asit,
protokatekuik aldehit, p-OH benzoik asit, katesin, klorojenik Asit, vanilik asit,
kaffeik asit, siringik asit, epikatesin, vanilin, p-kumarik asit, siringalhedit, ferulik
asit, rutin, benzoik asit, rosmarinik asit, kuersetin fenolikleri tarandi. Sekil 4.5 de
ham bir ¢am bali olan 15 numarali bal i¢in temsili olarak verilen ve her bir bal
numunesi igin elde edilen kromatogramlarin bu fenoliklerden sadece p-OH benzoik
asitin tiim test edilen ¢am ve ¢igek ballarmin tamaminda degisen oranlarda (1.928-
27.672 pg/g numune) varhig tespit edilmistir. Gallik asit, vanilik asit, kafeik asit ve
p-kumarik asit ise sadece birer bal numunesi hari¢ diger bal numunelerinin

tamaminda tespit edilmistir.
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Sekil 4.5 15 Numarali Bal I¢in HPLC-UV (280 nm)
Kromatogram (1-Gallik Asit, 2-Protokatekuik Asit,
3-Protokatekuik Aldehit, 4-p-OH Benzoik Asit, 5-
Katesin, 6-Klorojenik Asit, 7-Vanilik Asit, 8-
Kaffeik Asit, 9-Siringik Asit, 10-Epikatesin, 11-
Vanilin, 12-p-Kumarik, Asit, 13-Siringalhedit, 14-
Ferulik Asit, 15-Rutin, 16-Benzoik Asit, 17-
Rosmarinik Asit, 18-Kuersetin)

Bu 4 fenoligin tespit edilemedigi bal numunelerinin ortak yani hepsinin ¢igek
bali olmasidir. Rosmarinik asit ise test edilen 18 bal numunesinin higbirinde tespit
edilemeyen fenolik asittir. Protokatekuik aldehit, klorojenik asit ve rutin ise bal
numunelerinin ¢ogunda saptanamayan sadece bir bal numunesinde tespit edilen
fenoliklerdir. Bal numunelerinde arastirilan 18 adet fenoligin en fazla tiiriiniin
saptandig1 bal numunleri 3 ve 15 ile numaralandirilmis ¢am bali 6rnekleridir. Bu
ballarin her ikisinde de 12 farkli fenolik tespit edilmistir ve tespit edilen fenoliklerin
tiirleri hemen hemen ortaktir. En az cesittte fenolik i¢ceren 6rnek ise 18 numarali

toplam fenolik igerigi de en diisiik olarak saptanmis bir ham ¢icek bali 6rnegidir.

Bal orneklerinin igeriginde tespit edilen fenoliklerin nicel miktarlarina
baktigimizda ortalama olarak en yiiksek deger 5 numarali ticari olarak temin edilmis
bir ¢cam bal1 6rneginde, en yiiksek ikinci deger ise 14 numarali ham bir ¢igcek bali
orneginde saptanmistir. 9 ve 18 numarali sirasiyla ticari ve ham ¢igek bali
orneklerinde ise ortalama olarak en diisiik fenolik degerler hesaplanmistir. Gallik

asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit ve p-
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kumarik asit test edilen tiim ¢am bali numunelerinde tespit edilen fenoliklerdir. Tam
tersi katesin, klorojenik asit, rutin ve rosmarinik asit higbir ¢gam bali numunesinde
tespit edilmemistir. Oysa ki Smetanska ve ark. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada
Almanya’dan temin etmis olduklar1 bir ¢am bali 6rneginde klorojenik asit varligini
tespit etmislerdir. Bunun yani sira ayn1 ornekte mevcut ¢alismanin sonuglari ile
uyumlu olacak sekilde p-kumarik asit ve kaffeik asit saptanmistir. Bunlarin diginda
krisin ve kamferol de ayni Ornekte saptanan fenolikler arasindadir. Ayrica biri
disinda tiim ¢am bal1 6rneklerinde tespit edilmis olan ferulik asit Almanya’dan temin
edilerek arastirilan ¢am balinda tespit edilememistir (Smetanska ve ark., 2021).
Kedzierska-Matysek ve arkadaslari tarafindan yiiriitilen ¢alismada ise aralarinda
thlamur, akasya, karabugday ve kolza tohumu ballar1 gibi cicek ballarinin oldugu
popliler Polanya ballar1 iizerinde fenolikler ve flavonoidler acisindan bir inceleme
yapilmustir. p-Hidroksi benzoik, kaffeik, vanilik, siringik, p-kumarik, ferulik, benzoik
ve sinnamik asit fenolikleri ve kuersetin, apigenin, kamferol ve krisin flavonoidleri
degisen oranlarda saptanmistir (Kedzierska-Matysek ve ark., 2021). Balin fenolik
bilesimi Oncelikle botanik kokenine baghdir ve fenolik bilesiklerin miktar1 yilin
mevsimi, iklim kosullar1 ve isleme faktorlerine bagli olarak degisebilir. Balin
polifenol bilesimi i¢in elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi, karmasik matriksi, bu
bilesiklerin diisitk konsantrasyonlart1 ve analiz ve sunumlarindaki farkliliklar
nedeniyle zor olabilir (Kedzierska-Matysek ve ark., 2021). Tiirkiye Mugla civarindan
temin edilen 10 tane ¢am bal1 6rneginin fenolik bilesiminin incelendigi ¢alismada ise
numunelerin protokatekuik asit, krisin, kafeik asit fenil esteri, p-OH benzoik asit,
luteolin ve gallik asit agisindan zengin oldugu bulunmustur. Buna karsilik ayni
numunelerde rutin ve mirisetinin arastirildigi halde tespit edilemedigi bildirilmistir

(Kara, 2019).
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Cizelge 4.2 1-9 Numarali Bal Numunelerinin HPLC ile Belirlenen Fenolik Bilesen Analizi Sonuglar1 (ug/g)

BILESENLER 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gallik Asit 1.075 +0.054 0.894 +0.016 1.356 +0.054 0.676 +0.031 1.441 +0.091 5.399 +0.029 4.965 +0.109 3.008+0.174  1.366+0.027
Protokatekuik Asit 103.256+£0.381  13.264 £0.059  85.674 +£0.220  7.807 £0.057  101.677 £0.298  7.977 £0.010  30.756 £0.118  7.098+ 0.107  5.824+0.035
Protokatekuik Aldehit TE TE TE TE TE TE TE TE TE
p-OH Benzoik Asit 14.646+0.086  13.590 +0.059 25.422 +0.236  8.510 +0.024 18.140 +0.016 7.539 +0.080 8.902 +0.024 5.798+0.007  3.852+ 0.056
Katesin TE TE TE TE TE TE TE 1.216+0.105 TE
Klorojenik Asit TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Vanilik Asit 4.436+0.064 3.360 +0.054 5.886 +0.308 1.868 +0.097 5.146 +0.102 2.394 +0.066 1.316 +0.029 0.979+0.058 0.483+0.033
Kaffeik Asit 4.768+0.090 2.337 £0.035 6.386 +£0.107 3.710 +0.004 4.289 +0.057 2.471 £0.061 1.722 +£0.063 1.409+0.010 0.229+0.016
Siringik Asit 2.580+0.038 1.893 +£0.033 5.466 +£0.078 1.169 +0.062 2.957 £0.052 TE 4.432 +£0.096 TE 0.348+0.013
Epikatesin 4.104+0.048 6.882 £0.121 1.973 +£0.090 TE TE 2.209 +£0.056 TE 5.261+ 0.060 TE
Vanilin 1.137+0.009 1.299 +0.056 2.213 £0.025 TE 1.295 +0.020 TE 5.395 +£0.096 5.260+ 0.027 TE
p-Kumarik Asit 2.944+0.045 4.347 +£0.081 8.035 +0.219 3.681 +£0.001 2.991 +£0.050 2.980 +£0.037 2.893 +£0.088 2.048+0.087 0.550+0.012
Siringalhedit TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Ferulik Asit 2.125+0.022 1.216 +0.074 2.589 +0.067 0.627 +0.026 TE 0.221 +0.030 0.813 +0.011 0.467+0.019 0.696=+ 0.024
Rutin TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Benzoik Asit 5.343+0.023 TE 8.225 +0.089 TE 10.951 +0.007 3.429+0.028  33.898 £0.390 37.426+0.187  0.847+0.000
Rosmarinik Asit TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Kuersetin TE 2.881 £0.069 1.232 £0.018 4.280 *=0.089 TE 2.533 +0.054 TE TE TE

TE: Tespit edilemedi
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Cizelge 4.3 10-18 Numarali Bal Numunelerinin HPLC ile Belirlenen Fenolik Bilesen Analizi Sonuglar1 (ng/g)

BILESENLER 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Gallik Asit 8.584+ 0.076 0.985+0.088 1.487+ 0.094 0.784+ 0.045 1.057+ 0.053 1.342+ 0.011 1.162+ 0.027 TE 0.919+ 0.006
Protokatekuik Asit 3.774+0.013 62.513+0.513 41548+ 0.023 45.245+0.170 80.445+0.654 62.836+ 0.249 103.566+0.312 TE TE
Protokatekuik Aldehit TE TE TE TE TE TE 3.361+0.021 TE TE
p-OH Benzoik Asit 13.717+0.034  17.075+0.216 6.612+ 0.074 7.559+ 0.096 27.672+0.067 20.063+ 0.093 23.921+ 0.095 3.269+ 0.007 1.928+ 0.030
Katesin TE TE TE TE TE TE 2.635+ 0.027 TE
Klorojenik Asit TE TE TE TE TE TE TE 3.470+0.032 TE
Vanilik Asit 1.507+0.032 2.960+0.053 2.093+ 0.078 2.468+ 0.057 3.768+ 0.010 5.466+ 0.067 3.822+0.031 0.425+ 0.033 TE
Kaffeik Asit 0.300+0.073 1.083+0.011 4,339+ 0.022 0.253+ 0.028 1.276+ 0.029 5.694+ 0.035 6.127+ 0.077 0.289+ 0.003 TE
Siringik Asit 3.518+0.000 1.969+0.028 3.002+ 0.014 0.858+ 0.060 2.961+ 0.054 5.693+ 0.013 1.677+ 0.062 0.128+ 0.020 TE
Epikatesin 3.846+0.040 TE 6.122+ 0.075 TE TE TE TE TE TE
Vanilin TE 1.347+0.064 6.715+ 0.044 TE TE 1.275+0.017 1.809+ 0.023 TE 2.382+ 0.010
p-Kumarik Asit TE 9.476+0.087 3.045:+ 0.066 1.577+ 0.054 2.809+ 0.015 5.000+ 0.046 3.687+0.013 0.358+ 0.011 0.268+ 0.004
Siringalhedit 6.778+0.107 TE TE TE 0.817+ 0.036 1.259+ 0.047 TE TE 2.278+0.018
Ferulik Asit 0.764+0.024 1.145+0.058 1.574+0.021 0.547+ 0.032 2.356:+ 0.050 2.587+ 0.046 3.364+ 0.034 TE TE
Rutin TE TE TE TE TE TE TE 4.044+0.059 TE
Benzoik Asit 8.887+0.016 13.210+0.113 8.225 +0.089 TE 32.153+ 0.066 5.171+ 0.002 8.809+ 0.062 22.492+0.030  2.855+0.031
Rosmarinik Asit TE TE TE TE TE TE TE TE TE
Kuersetin TE 0.580+ 0.008 1.232 £0.018 TE TE 0.582+ 0.033 TE TE TE

TE: Tespit edilemedi



4.4 Numunelerin Antiinflamatuar Aktivite Bulgulari

Kozmesotik iirtinlerin her yas grubu icin en fazla kullanmildigir rahatsizlik
verici durumun akne olusumu engellemek amagli oldugu bilinmektedir. Klinik olarak
lezyonlar yiiz, gogiis ve sirtta hafif komedonal formdan kistik akneye kadar
degiskenlik gosterebilmektedir. Akne, pilosebase {initenin cesitli faktorler tarafindan
etkilenmesiyle ortaya ¢ikan derinin inflamatuvar bir hastaligidir. Akne patogenezinde
dort ana baslik rol almakta olup bunlar; anormal folikiiler keratinizasyon, asir1 sebum
tiretimi, inflamasyon ve Propionibacterium acnes kolonizasyonu olarak
siniflandirilabilir. Hiicresel inflamatuvar olaylar, akne lezyonlarinin baslangicindan
itibaren tiim evrelerinde énemli rol oynar. Inflamatuar siire¢ ayn1 zamanda sebum
tiretimini de arttirmaktadir (Elibliyikk Aksag ve ark., 2018). Dolayisiyla kozmesotik
denilince ilk akla gelen inflamasyon olusumu Onleyici yada azaltici ajanlardir. Tez
calismasi kapsaminda kozmesotik potansiyelleri incelenen bal numunelerinin
0.83 mg/mL’lik kisimlarinin antiinflamatuar etkinligi in vitro olarak BSA
denatiirasyonu  iziirindeki inhibisyon potansiyeli degerlendirilerek  ortaya
konulmugtur. Numunelerin anti-inflamatuar aktiviteleri genis bir aralikta degiskenlik
gostermektedir. Genellikle ticari ballar durumunda daha yiiksek degerler elde edilmis
olup 6zellikle ham ¢am ballar1 durumunda aktivite gézlenmemistir. Cizelge 4.4’den
goriilebilecegi gibi en yiiksek aktivite 17 numarali ham cicek bali Orneginde
hesaplanirken olg¢iilebilen en kiiglik inhibisyon potansiyeli ise 8 numarali ticari bir
cicek bali numunesinde de hesaplanmistir. Ticari ballarin daha 1yi derecede sonug
vermeleri raf dmiirlinii artirmak i¢in ilave edilen koruyucular etkisiyle olabilecegi
diistiniilebilir. Denemede karsilastirma amaciyla test edilen bir non steroidal anti
enflamatuvar ila¢ etken maddesi olan ibuprofenin sadece 0.1 mg/mL’lik kisminin ise
% 96.61 oraninda anti-inflamatuar etki gésterdigi bulundu. Anti-inflamatuar olarak
yaygin bir sekilde kullanilan tetrasiklinlerin ibuprofenle kombine kullaniminin akne

tedavisinde daha etkili oldugunu gésteren raporlar vardir (Wong ve ark., 1984).
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Cizelge 4.4 Bal Numunelerinin Anti-inflamatuar Aktivite ve Gilines Koruma Faktorii
(GKF) Degerleri

BAL NUMUNESI Anti-Inflamatuar GKF
Aktivite (%) Degerleri
1 (A marka ticari cam bah) 34.52 2.24
2 (A marka ticari cigek bal) 28.57 2.04
3 (B marka ticari cam bali) 60.71 2.80
4 (B marka ticari cicek bal) 7.14 2.27
5 (C marka ticari ¢cam bal) TE 2.70
6 (C marka ticari ¢icek bali) 14.52 2.27
7 (D marka ticari cam bal) TE 4.37
8 (D marka ticari gicek bali) 4.84 3.71
9 (E marka ticari ¢icek bali) TE 1.74
10 (F marka ticari cicek bali) 39.04 1.48
11 (G marka ticari cam balr) 29.76 2.72
12 (H marka ticari cam bali) TE 5.47
13 (ham ¢cam bali) TE 1.95
14 (ham ¢cam bal) TE 2.23
15 (ham ¢am bali) TE 2.45
16 (ham ¢am bali) 8.33 2.33
17 (ham ¢i¢ek bal) 72.62 1.35
18 (ham ¢i¢ek bali) TE 0.71
19 (ham ¢i¢cek (Anzer) bal) TE 3.11
20 (ham mese bali) 16.13 18.25

TE: Tespit edilemedi; Anti-inflamatuar aktivite testinde sonuglar 0.83 mg/mL, GKF faktoriiniin
hesaplanmasinda ise 0.02 g/mL bal numunesi i¢in verilmistir.

Enflamasyon, memeli dokularinin ¢esitli diigman ajanlara spesifik olmayan
bir tepkisidir. Baz1 sitokinler ve nitrik oksit (NO) gibi bircok inflamasyon aracilari
vardir. Timoér nekroz faktoéri—a (TNF-a), inflamatuar sitokinlerin iiretimi, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve 6liim dahil olmak {izere genis bir biyolojik etki
yelpazesini indiikleyen pleiotropik bir sitokindir (Evans ve Whicher, 1990). Nitrik
oksidin, akut ve kronik inflamasyonun dnemli bir aracist oldugu bilinmektedir (Ahn
ve ark., 2005). Giinliik diyetimizde bulunan dogal iirlinlerin, anormal proinflamatuar
uyaranlara hiicresel tepkileri ayarlama ve degistirme yeteneklerinden dolay1
potansiyel kimyasal onleyici bilesikler oldugu ortaya ¢ikmustir (Kundu ve Surh,
2005). Aslinda, birgok bitki ve balda bulunanlar gibi flavonoidler, gesitli sitoprotektif
etkiler gostermektedir (Middleton ve ark., 2000; Erlund, 2004). Faydalarina dair
deneysel kanitlar yoluyla, daha fazla kisinin, iltihap profilaksisi olarak, son derece

besleyici ve iyilestirici bir gida olan bali giinliik diyetlerine dahil etmeye yonelecegi
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umulmaktadir. Balin bilinen faydali 6zellikleri arasinda antioksidan aktivitenin yani
sira  antimikrobiyal, antiviral, antiparaziter, antiinflamatuar, antimutajenik ve
antitimor etkileri de bilinmektedir. Antibakteriyel ve antiinflamatuar etkisinden
dolay1 birgok toplum tarafindan yara ve yanik tedavisinde kullanilmaktadir. infekte
yaralarin iyilesmesinde, balin antibakteriyel 6zelliginin yani sira, lenfositik ve
fagositik aktivitenin bal tarafindan stimule edilmesi de etkili olmaktadir. Cesitli
ballarin, yara iyilesmesini indiikleyen TNF-a adli sitokinin makrofajlardan
sekresyonunu stimiile ettigi, 70 g balin sindirilmesinden 3 saat sonra plazmada
bulunan inflamatuar maddelerden tromboksan B2 miktarinin %35 distigi
bildirmistir. Balin yaralarda inflamasyon ve Odemi azaltirken ayni zamanda
graniilasyon ve epitelizasyonu da arttirdigi belirtilmektedir (Karadal ve Yildirim,
2012; Alvarez-Suarez ve ark., 2010a; Al-Waili ve Boni, 2003; Bilsel ve ark., 2002;
Tonks ve ark., 2003).

Bal, anti-inflamatuar etkinliginde etkili oldugu sanilan ikili roliiyle bagisiklik

diizenleyici ajan olarak degerlendirilmektedir (Schieber ve Chandel, 2014):

(1) Inflamatuar transkripsiyon faktorlerini (NF-kB ve MAPK) asagi diizenleyerek
ve /veya proinflamatuar sitokinlerin tiretimini baskilayarak antiinflamatuar aktiviteler

sergilemesi

(2) prostaglandin E2 (PGE2) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi inflamatuvar

mediyatorlerin {iretimini uyarmasi

Belirli gigek kaynaklarindan gelen baz1 6zel ballar vardir. Ornegin, Manuka
bali antioksidan ve anti-inflamatuvar etkiler yoluyla {lser Onleyici bir rol
oynamaktadir veya Gelam bali oval bumin kaynakli alerjik astim fare modelinde
hava yolu inflamasyonunu etkili bir sekilde inhibe etmeyi basarabilmektedir
(Almasaudi ve ark., 2016; Almasaudi ve ark., 2017; Shamshuddin ve Zohdi, 2016).
Balin bu sekilde ortaya konulan antiinflamatuvar aktiviteleri balin bol fenolik ve
flavonoid igerigine atfedilmektedir. Calismalar baldaki bu bilesiklerin nitrik oksit
sentazin (iNOS) proinflamatuvar aktivitesini inhibe edebildigini ve antiinflamatuvar
etkileri oldugunu gostermektedir (Yuan ve ark., 2014; Erejuwa ve ark., 2012,

Samarghandian ve ark., 2017). Fenolik asit ve flavonoidlerin ¢esitliligi ve igeriginin,
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aspir balinin antioksidan ve antiinflamatuvar aktivitelerinde olumlu bir rol oynadig:

gosterilmistir (Sun ve ark., 2020).

Vanilik asitin, anti-oksidasyon yoluyla ve NF-«B ile iliskili proinflamatuvar
sitokinlerin iiretimini inhibe ederek antiinflamatuvar ve analjezik bir rol oynadigi
bilinmektedir (Calixto-Campos ve ark., 2015). Protokatekuik asit ve p-hidroksi
benzoik asit, kekik balinda 6nemli antioksidan aktivite gdstermistir (Spilioti ve ark.,
2014). Gallik asidin O3-Hjs baginin, serbest radikalleri temizlemek igin kirilmasi

kolaydir ve antioksidan etkiler sagladigi bilinir (Rajan ve Muraleedharan., 2017).

Gallik asit ayrica Raw 264.7 hiicrelerinin iltihaplanmasini inhibe etmek igin
TLR4 / NF-B'nin (Toll benzeri reseptor 4 / niikleer faktor-kB) LPS ile indiiklenen
aktivasyonunu bloke edebilir (Huang ve ark., 2016). Kaffeik asit, sitokin aglarinin
regililasyonu yoluyla LPS'nin indiikledigi noroinflamasyonunu azaltir, NF-xB'ye baglh
proinflamatuar genleri asagi regiile eder ve oksidatif stresi azaltir (Basu ve ark.,
2016). Ferulik asit, nitroso-oksidatif stresi ve proinflamatuar sitokin iiretimini inhibe

ederek anti-enflamatuar aktivite gosterebilir (Sadar ve ark., 2016).

Fenoliklerin en biiyiik ortak paydasinin hepsinin farklt miktarlarda hidroksil
gruplar1 icermesi olup gozlenen antioksidan aktivitenin biiyiik kisminin bu hidroksil
gruplariyla ilgili oldugu sonucuna varilmistir (Sun ve ark., 2020). Kuersetinin aktif
oksijeni temizleyebilecegi, oksidatif stresin neden oldugu hasar1 onleyebilecegi ve
lipopolisakkarit (LPS) tarafindan indiiklenen Raw 264.7 hiicrelerde TNF-a'nin
gelismesini ve iNOS ve IL-1B salgilanmasin1 onleyebilecegi bildirildi (Batiha ve
ark., 2020). Mirisetin, NF-kB yolaginda NF-kB-p65'i inhibe ederek anti-inflamatuar
etkiler gostermistir (Hou ve ark., 2018). Rutin (Tian ve ark., 2016) ve naringenin (De
Oliveira ve ark., 2018), Nrf-2 / HO-1 sinyal yolu ile ilgili mekanizmalari
diizenleyerek oksidatif stresi azaltir ve anti-inflamatuar etkiler uygular. Kuersetin-3-
O-glukozit, TNF-o, IL-1p ve IL-6 ekspresyonunu ve NF-kB'nin aktivasyonunu
inhibe edebilir ve ayni anda Nrf-2 ve HO-1 ekspresyonunu yukar1 diizenleyebilir ve
farelerde akut bobrek hasarinin cisplatin indiiksiyonuna direnmek i¢in iltihaplanma
ve oksidasyonu inhibe eder (Chao ve ark., 2016). Kamferol, IL-1p tarafindan
uyarilan sican artikiiler kondrositlerinde iNOS ekspresyonunu artirabilir ve 1L-18

tarafindan uyarilan sican eklem kondrositlerinde IkBa'nin degradasyonunu ve NF-
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activB'nin aktivasyonunu inhibe edebilir (Zhuang ve ark., 2017). Hesperetin ve
naringin dahil olmak iizere bazi flavonoidler HO-1' indiikler ve LPS ile indiiklenen
NO iiretimini inhibe edebilir. Dahasi, genistein, kamferol, kuersetin ve daidzein,
INOS i¢in bir diger onemli transkripsiyon faktorii olan sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon 1 aktivatoriiniin aktivasyonunu inhibe eder (Romier ve ark., 2008). Ek
olarak, kuersetin, kaffeik asit, krizin, ellagik asit ve c¢esitli polifenolik bilesikler,
niikleer faktér — kB'nin asagi regiilasyonu ile bilinir (Hdmaélainen ve ark., 2007); bu

da iNOS'un biyosentezini azaltir ve nihayetinde NO {iretimini engeller.

Yukarida bahsedilen fenolik bilesiklerin ¢ogu bu c¢aligmada tanimlanmaistir.
Ayrica test edilen bal numunelerinin in vitro olarak sergiledikleri antiinflamatuar
aktiviteye de dayanarak bu numunelerin NO iiretiminin engellenmesi yoluyla

antiinflamatuar ajan olarak degerlendirebilecegi diisiiniilebilir.

4.5 Numunelerin Giines Koruma Faktorii Degerleri

Gorliniimii iyilestirmek i¢in viicuda uygulanan maddeler veya iiriinler olarak
bilinen kozmetik {iiriinlerin kullanimi hizla artmaktadir. Bu artis artan schirlesme,
yagsam tarzi iyilestirmeleri ve sosyal medyada resim yaymlama egilimi gibi temel
faktorlerle desteklenmektedir. Ayrica calisan kadin sayisinin artmasi ve insanlarin
sosyal medyada harcadiklart zamanin c¢ogalmast da goriiniisleri hakkindaki
bilinglerinin artmasina yol agmistir. Kozmetik {irlinlerde toksik kimyasallarin varligi,
pazarin biiyiimesi i¢in zorluklar yaratmaktadir. Giiniimiizde tiiketicilerin kozmetik
iiriinleri secme konusunda biiyiik bir endisesi var. Ureticiler, kullanim1 giivenli ve
cevre dostu kozmetik Triinleri yenilemek i¢in birbirleriyle yarisma halindedir

(Fadhullah ve ark., 2019).

Bitkisel veya dogal kozmetikler, c¢esitli cilt rahatsizliklarini iyilestirmek i¢in
bir veya daha fazla bitkisel bilesenin kullanildig1 tabani olusturmak icin farkh
kozmetik bilesenler kullanilarak formiile edilir ve kimya, fizik, biyoloji, tip ve
botanik alanlarindan uzmanlarin becerilerini  gerektirir. Bitkisel {riinlerin
kullanilmastyla hazirlanan tirlinler aninda iyilesme saglamaz; ancak, bedeni dogaya
uygun sekilde ayarlamak i¢in bir yol saglarlar. Bitkisel ilaglara olan talep cilt dostu
olmalar1 ve yan etkilerinin olmamasi nedeniyle hizla artmaktadir. Bitkilerin dogal

igeriginin insan viicudu iizerinde herhangi bir yan etkisi yoktur bdylelikle sert yapiya
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sahip olan sentetik iiriinlerin yerine gecerler ve viicuda besin ve diger yararl
mineraller saglarlar. Ayrica bitkisel triinler, petro kimyasallar, yapay kokular, tatlar
ve renkler gibi sentetik tirtinlerin ihtiva ettigi diger zararh bilesenleri icermez (Fisher,
2018; Biraghi, 2017; Child, 1841; Chopra, 2016). Ornegin dudak bakim
malzemelerinde dogal {irlin olarak balin kullaniminin pek ¢ok avantaji vardir. Bal,
dogal nemlendirici ve yumusatici olarak, Bl ve B6 vitaminleri (besleyici) kaynagi
olarak iglev goriir, yeni cilt hiicresi olusumunu uyarir (dudaklar1 yumusatir), catlamis
dudaklarda anti-enflamatuar etki saglar, dudaklar1 serbest radikallerin zararl
etkisinden korur, bakteriyel enfeksiyonu dnlemek icin antibakteriyel ve antiseptik
ozellikler gosterir ve igerigindeki C vitamini nedeniyle c¢atlamis dudak

semptomlarinda rahatlama saglar (Fadhullah ve ark., 2019).

Kozmetik sektoriinde en ¢ok kullanilan iiriinlerin basinda gilines koruyucular
veya giines koruyucu ihtiva eden diger tirlinler gelmektedir. Glines kremleri
nemlendiriciler, kremler, losyonlar ve diger sa¢ ve cilt preparatlari gibi tiriinlere dahil
edilmektedir. Bu triinlerin diizenli kullanimi, ultraviyole radyasyonun zararl etkileri
olasihigint azaltmaya yardimci olabilir. Giines koruyucusunun UV-B'yi bloke etme
yetenegi, giinese maruz kalmanin olumsuz etkilerinin 6nlenmesi i¢in daha 6nemlidir.
Ancak kozmetik formiilasyonda ¢ok etkili bir giines koruyucu maddenin kullanilmas1
gerekmektedir. Bir gilines koruyucunun etkinligi genellikle korunan cilt iizerinde
minimum eritem dozu (MED) tiretmek i¢in gereken UV enerjisinin korunmasiz cilt
tizerinde bir MED {iretmek igin gereken UV enerjisine boliinmesi olarak tanimlanan
giines koruma faktdrii (GKF) ile ifade edilir. MED, korunmasiz ciltte minimal,
algilanabilir bir eritem liretmek icin yeterli olan en diisiik zaman arali§i veya UV
15181 151nlama dozaj1 olarak tanimlanmaktadir. GKF ne kadar yiiksekse, giines kremi
giines yanigina kars1 o kadar fazla koruma saglar. Giines kremi kullaniminin
giinesten koruma agisindan tamamen giivenli olmadigina dair artik artan sayida kanit
vardir. Bu nedenle dogal iriinler, yeni aktif bilesiklerin arastirilmasi i¢in 6nemli
kaynaklardir. Bu, daha aktif ilaglar gelistirmek ve istenmeyen yan etkilerden
kaginmak i¢in yeni biyolojik mekanizmalar kesfetme, yeni aktif molekiiller elde etme
ve bunlarin yap1 islevi iligkilerini inceleme imkani sunar. Ayrica dogal madde
kaynaklar1 yayginsa diisiik fiyata yiiksek miktarda iiretim yapmak da miimkiin

olabilecektir. Dogal maddeler, UV bdlgesinde emilmeleri ve antioksidan aktiviteleri
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nedeniyle son zamanlarda potansiyel gilines koruyucu kaynaklari olarak kabul
edilmektedir (Ebrahimzadeh ve ark., 2014).

DNA'ya zarar veren ultraviyole (UV) 118, bitki goévdesinin dermal
dokusunda UV 151811 emen flavonoidlerin ve diger fenoliklerin birikmesine neden
olduguna dair giiclii kanitlar vardir. Fizyolojik islevi gdsteren bu 6ngorii ancak
bitkilerde ve tabii ki insanda 1s1k korumasinda heniiz spekiilatiftir (Strack, 1997).
Tamamlayic1 foto koruyucu eylem aktivitesi saglamak i¢in giines kremlerinde
antioksidanlarin kullanimina artan bir ilgi vardir. Dogal kaynaklardan gelen
antioksidanlar, UV aracili hastaliklarin tedavisi ve Onlenmesi i¢in yeni olanaklar

saglayabilir (Ebrahimzadeh ve ark., 2014).

Akla ilk gelen dogal iirlinlerden biri olan balin uzun yilladir halk ilact olarak
kullanildigi bilinmektedir. Bal {irtinlerinin, antibakteriyel, antioksidan, antifungal,
antiviral, antiinflamatuar ve yara iyilestirici etkiler gibi ¢esitli biyolojik etkiler
sergiledig ve bu nedenle ¢esitli hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek i¢in kullanildigt
rapor edilmistir. Hatta cerrahi yaralarin ve yaniklarin balla hizli bir sekilde

tyilestirilebildigi de bilinenler arasindadir (Obossou ve ark., 2021).

Bu bilgiler 15181inda bu tez kapsaminda hem ham olarak dogrudan iireticiden
temin edilmis hem de ticari oarak satin alinmis ¢am ve ¢igek ballarmin cilt
tizerindeki olas1 etkilerini ortaya koyabilecegimiz ve kozmesotik olarak
degerlendirilip  degerlendirilemeyecegini  inceleyebilecegimiz  bir seri test
gerceklestirdik. Bu taramalarin basinda bal numunelerinin cilt problemlerinin
temelini olusturan giinesin zararh etkilerinden korunmak i¢in 6nemli bir deger olarak
verilen glines koruma faktorlerinin arastirilmasidir. Pek ¢ok bitkisel iirliniin gilines
koruma faktorleri arastirilmistir ancak bal lizerinde bu agidan bir arastirmanin heniiz

yapilmamis oldugu da ¢alismamiza 6zgiinliik katmaktadir.

Bu amagla uygulamadaki kolaylik ve maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle in-
vitro yontem olan UV bolgede absorbansin degisik dalga boylarinda okunmasi
esasina dayanan spektrofotometrik Mansur yontemi (Mansur ve ark., 1986) tercih
edildi ve bal numunelerinin her birinden hazirlanmis olan taze ekstraktlarin 10 kat
seyreltilmesi  sonucu elde edilen Orneklerin  (0.02 g/mL) her birinin
290-295-300-305-310-315 ve 320 nm dalga boylarinda absorbans degerleri 6l¢iildi
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(Cizelge 4.5; Sekil 4.6) ve asagidaki formiiliin kullanilmasiyla her bir 6rnek igin
GKF degerleri hesaplandi (Cizelge 4.5).

320

GKF = CFxZ EE(W)xI(1)xAbs(})
290

Bu esitlikte CF: Diizeltme faktorli; EE: Eritemal etki spektrumu; EE x T degeri ise
incelenen dalga boyuna 6zel sabit bir degerdir (Civil, 2016).

Cizelge 45 0.02 g/mL Konsantrasyonda 1 Ornegi igin GKF Degerinin
Hesaplanmasi Amaciyla Olglilen ABS Degerleri

BalNumunesi Dalga Boyu (Anm) ABS EExI CF GKF

290 0.308 0.015 10 2.24
295 0.279 0.0817 10
300 0.249 0.2874 10

1 305 0.22 0.3278 10
310 0.193 0.1864 10
315 0.17 0.0837 10
320 0.151 0.018 10

CF: Diizeltme Faktorii, EE (A): Eritemal etki spektrumu I (A): Giines yogunlugu spektrumu, Abs (A):
Absorbans, GKF: Giines Koruma Faktorii; nm: nanometer.

0.35 -
GKEF Degerinin Hesaplanmasi
0.3 -
0.25 -
0.2 -

0.15 -

Absorbans

0.1 4

0.05 -

0

285 290 295 300 305 310 315 320 325
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.6 2 Numarali Bal Orneginin 290-320 nm Dalga Boyu
Araliginda Verdigi Absorbans Egrisi

Tiim GKF degerleri incelendiginde en yliksek fenolik igerige sahip oldugunu
belirlemis oldugumuz karsilastirma amaciyla se¢mis oldugumuz mese bali i¢in en

biiyiik, en diisiik fenolik icerige sahip 18 olarak kodladigimiz ham ¢icek bali

68



orneklerimizden biri durumunda en kiigiik olarak hesaplanmistir. Karsilastirma
amactyla test ettigimiz mese bali ve anzer balin1 disarida tuttugumuzda genel olarak
cam ballar i¢in hesaplanan ortalama degerin (2.93) cigek ballar1 i¢in hesaplanan

ortalama degerden (1.95) daha yiiksek oldugu goriilebilmektedir.

GKF, giines koruyucu bir formiilasyonun etkinliginin nicel dl¢timiidiir. Glines
yanigr ve diger cilt hasarlarim1 Onlemede etkili olmasi i¢in, bir glines koruyucu
iriintin, 290 ile 400 nm arasinda genis bir emicilik araligma sahip olmasi
gerekmektedir. Bir glines koruyucunun etkinliginin degerlendirilmesi gonilliiler
tizerinde gergeklestirilen In-vivo test ile uzun siirede gergeklstirilmektedir. In-vitro
GKF, in-vivo GKF o6l¢limiiniin bir tamamlayicis1 olarak {iriin gelistirme sirasinda
tarama testi i¢in faydalidir. Gegirgenlik 6lglimleri i¢in ¢ogu spektrofotometrik teknik,
tek tip ve bilinen bir kalinliga sahip numunelerin hazirlanmasina dayanir, bdylece
numuneden gecen optik yol uzunlugu standartlagtirilir. Bir¢ok numune 6zel
¢oziicliler icinde ¢oziilir ve 10 mm yol uzunlugundaki kiivetlere yerlestirilir. UV
spektrofotometri kiivetleri genellikle UV dalga boylarina seffaf olan kuvarstan
yapilir. Bitki 6zleri, ¢ok cesitli dogal bilesikler icerdiginden, genellikle tim UV
dalga boylarini kapsar.

Son yillarda, dogal olarak olugan bilesikler koruyucu ajanlar olarak biiyiik ilgi
gormiistiir. Polifenoller gibi dogal olarak olusan bazi bitkilerin 151k koruyucu etkileri
hakkinda bulgular vardir. Fenoliklerin, DNA hasarini inhibe etmek i¢in redoksa
duyarli sinyalleme kademelerinde hareket edebildiklerine inanilmaktadir. Fenolikler,
UV kaynakli oksijen serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu, yani foto
yaslanma ve cilt kanseri gibi patolojik durumlarda yer alan olaylar1 6nlemede faydali
olabilir. UV korumasinda antioksidan aktivite 6nemlidir (Kittiwannachot ve ark.,
2008). UV radyasyonunun bazi faydalart olsa da insan sagligina olumsuz etkisi ¢ok
daha fazladir. Cilt kanseri ciddi sonuglardan biridir. UV, gil¢clii bir fiziksel
mutajendir. Deri hiicrelerine niifuz etmenin gen mutasyonuna neden olmasi

muhtemeldir ve bunun cilt kanseri gelisiminin ilk agsamasi olduguna inanilmaktadir.

Ebrahimzadeh ve arkadaslar1 (2014) 20 farkli tibbi bitkinin fenolik
igeriklerini, antioksidan aktivitesini ve giines koruma faktorlerini incelemis ve gilines

koruma faktorii degerleri ile fenolik icerik degerleri arasinda iyi derecede bir
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korelasyon (R?*= 0.55) oldugunu vurgulamistir. Mevcut calismada benzer bir yol
takip edilerek elde edilen GKF degerlerinin fenolik igerik degerleri ile iliskisinin
izlenmesi sonucunda R? degeri 0.5021 olarak hesaplanmustir (Sekil 4.7) ve benzer
sekilde iyi derecede korelasyon olarak yorumlanabilir. Ayrica DPPH radikalini
temizleme aktivitesinin ortaya konulmasi i¢in hesaplamis oldugumuz SCsg
degerlerinin tersi (1/SCsp) ile GKF degerleri arasinda da oldukca yiiksek bir
korelasyon vardir (R2=O.8676). Bu sonuglar bulgularimizin literatiirle uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Korelasyon Grafigi
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Sekil 4.7 Toplam Fenolik Igerik Degerleri ile GKF Degerleri
Arasindaki Korelasyon Grafigi

Balin farkli dogal bilesenlerine atfedilen antioksidan aktiviteye sahip oldugu
zaten gosterilmis olmasina ragmen, tiim bal iceriginin ve fenolik oziitlerin 6zellikleri
hakkinda ¢ok az veri bildirilmistir Ornegin, chrysin, apoptoz, agir1 ROS iiretimi,
COX-2 indiiksiyonu ve AQP-3'lin asag1 regiilasyonu dahil olmak iizere UVA ve
UVB'nin neden oldugu gesitli cilt hasarlarini iyilestirebilir (Isabel ve ark., 2009; Wu
ve ark., 2011). Fenolik bilesikler, sentetik UV filtrelerine benzer yapilari olan,
ozellikle 200 ile 400 nm arasindaki dalga boylarinda UV 1gmlarinin emilmesinde
onemli bir role sahiptir (Opris ve ark., 2021). Daha genel bir bakis agisiyla, UV
emici ikincil metabolitlerin ortak 6zelligi, fenolik veya flavonoid maddeler igeren
bitkilerde bulunan aromatik veya konjuge bag yapilarinin varligidir. Bu molekiiller,
en etkili UV radyasyonu emicilerinden biridir (Sansomchai ve ark., 2021). Piyasada
bulunan giines koruyucu formiilasyonlar, yara iyilestirme, iltihap Onleyici ve

yaslanma Onleyici gibi 6zelliklere sahip degildir. Serbest radikallerin aracilik ettigi
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cilt hasarlarina karsi, foto koruyucu firlinlerde serbest radikal temizleyiciler
bulunmadik¢a ve olmadikea iyilestirilemez (Sansomchai ve ark., 2021). Bu sebeple
antioksidanca zengin bitkisel igerikli dogal formiilasyonlarin giines koruyucu olarak
kullanilmas1 daha fazla tercih edilmektedir. Parzonko ve Kiss'in (2019) onceki
calismasinda, bitkisel 6zler igeren kozmetik formiilasyonun, insan fibroblastini in
vitro UV-A radyasyonuna karsi korudugu gosterildi. Ayrica, antioksidan bilesiklerle
antioksidan aktivite gosteren bitki 6zleri, UV-B araligina kars1 koruma saglayabilir

(Kanlayavattanakul ve ark., 2012).

4.6 Numunelerin Tirosinaz Enzimi Inhibisyon Potansiyelleri

Tez kapsaminda incelenen bal oOrneklerinin 4 mg/mL’lik kisimlarinin
reaksiyon ortamindaki tirosinaz enzimini inhibe edebilme potansiyelleri % olarak
hesaplanmis ve ¢izelge 4.6 da siralanmistir. Cizelgeden gortilebilecegi gibi 9, 13 ve
20 ile numaralandirilan sirasiyla ticari olarak temin edilen ¢igek bali, ham ¢am bali
ve ham mese bali orneklerinde en yliksek degerde olacak sekilde %25 oraninda
inhibisyon potansiyeli hesaplanirken, ticari olarak temin edilen iki farkl ¢icek bali
orneginde (6 ve 10), yine ticari olarak temin edilmis olan ¢am bali (7) ve ham bir
cicek bali orneginde (18) ise %I10’un altinda en diisik degerde hesaplamalar
kaydedilmistir. Ortalamanin lizerinde ve altinda inhibisyon potansiyeline sahip bal
orneklerinin disinda kalan diger cam ballart durumunda inhibisyon derecesi %13.69
iken c¢i¢ek ballart durumunda bu deger hi¢ aktivite gézlenmeyen bal numunesini
ortalamaya hi¢ dahil etmedigimiz durumda ortalama olarak %13.33 diizeyindedir. En
yiiksek ve en diislik degerlere sahip bal numuneleri arasinda da hem ¢cam hem de
cicek ballar1 olmasi sebebiyle tirosinaz enzimi iizerinde test edilen bal numunelerinin
inhibisyon dereceleri ile ilgili olarak hem bal tiiriine hem de balin ticari yada ham

olusuna dair genel bir yorum yapilamayacaktir.
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Cizelge 4.6 Bal Numunelerinin Tirosinaz, Elastaz ve Kollajenaz Inhibisyon

Dereceleri

Bal Anti-Tirosinaz Anti-Elastaz Anti-KollajenazAktivitesi

Numunesi Aktivitesi (%) Aktivitesi (%) (1Cs0;mg/mL)

1 (A marka ticari cam balr) 16.84 TE 6.46

2 (A marka ticari cicek bali) 12.82 7.31
17.24

3 (B marka ticari cam bal) 17.06 5.98
17.24

4 (B marka ticari cicek bal) 15.79 9.49
14.29

5 (C marka ticari cam bali) 10.21 9.43 5.70

6 (C marka ticari cicek balr) 9.05 9.06
18.64

7 (D marka ticari cam bali) 8.59 4.73
27.27

8 (D marka ticari ¢icek bali) 11.30 6.61
25.00

9 (E marka ticari ¢icek balr) 25.00 943 8.68

10 (F marka ticari ¢icek bali) 8.59 9.98
26.15

11 (G marka ticari ¢am bali) 11.53 6.43
22.73

12 (H marka ticari ¢am bali) 12.18 5.10
10.53

13 (ham ¢am bal) 25.31 7.05
29.17

14 (ham ¢am bal) 13.70 7.24
20.93

15 (ham ¢am bal) 13.00 8.20
29.17

16 (ham ¢cam bal) 15.03 7.24
35.85

17 (ham ¢icek bali TE 13.30

(ham ¢ig¢ ) 34,62
18 (ham c¢icek baly 9.74 13.30
(ham gigek bal) 41.38
19 (ham cicek (Anzer) bal) 13.41 37.04 6.31
20 (ham mege bal) 24.95 39.29 3.66

Anti-tirosinaz aktivitesi 4 mg/mL, anti-elastaz aktivitesi ise 2 mg/mL’ lik
konsantrasyondaki bal numuneri igin % olarak ifade edilmistir. Ancak test edilen 20
bal numunesi i¢inde sadece biri disinda tiim bal numunelerinin 4 mg/mL’lik
konsantrasyonda ortalama olarak yaklagik %14 oraninda tirosinaz inhibisyonuna
sebep verdigini bu degerin 0.05 mg/mL konsantrasyonda %87 oraninda inhibisyon
etkisi gosteren karsilastirma amaciyla test edilen kojik asite gore hi¢ de
azimsanmayacak bir deger oldugunu sdyleyebiliriz. Bilindigi gibi tirozinaz inhibitor
aktivitesi, melanin hiperpigmentasyonu ile iligkilidir ve eski zamanlardan beri bal
esas olarak yara iyilesmesini tedavi etmek i¢in kullanilir. Balin cilt {izerinde baska
faydalar1 oldugu da bilinmektedir (Sicak ve ark., 2021). Bu sebeple test edilen bal
orneklerinin tirosinaz inhibisyon potansiyeline sahip oldugunun ortaya konulmasi bal

numunelerinin kozmesotik olarak degerlendirilebileceginin bir gostergesidir. Sicak
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ve arkadaglari, Mugla yakinlarindan temin ettikleri cam ve kekik ballarinin etil asetat
ve butanol ekstraktlarinin anti-tirosinaz aktivitelerini incelemislerdir. S6z konusu
calismada ¢am balinin etil asetat ve butanol ekstraktlar1 i¢in ICs¢ degerleri sirasiyla
61.66 ve 49.50 mg/mL olarak hesaplanmis olup bu degerler standart olarak test
edilen kojik asit i¢in hesaplanan degerden (0.67 mg/mL) oldukea yiiksek olup bal
numunelerinin kojik asite gore tirosinaz inhibisyon potansiyellerinin daha diisiik
oldugu gorilmektedir. Ortaya konulan bu ICsy degerlerinin mevcut calismada
hesaplanan inhibisyon ylizdeleri ile kiyaslandiginda test ettigimiz ballarin daha
yiiksek derecede anti-tirosinaz aktivitesine sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Sicak ve
ark. (2021) gozlemledikleri tirosinaz inhibisyon potansiyellerini siringik asit,
sinnamik asit, naringin ve protokatesik asidin varligina baglamislardir. Bu bilgi ile
uyumlu olarak adi gecen fenoliklerden siringik asitin tez caligmasi kapsaminda test
edilen tiim cam ballarinda ve c¢icek ballarmin da c¢ogunda degisen oranlarda
saptandigint  vurgulamak gerekir. Ham ekstraktlar {izerinde gergeklestirmis
oldugumuz bu testlerin ortaya koydugu sonuclar1 destekleyen bir bulgu Ates ve ark.
tarafindan 2001 yilinda rapor edilmistir. Ates ve ark, baldan elde ettikleri bir peptidin
katekoliin polifenol oksidaz enzimi ile oksidasyonunu yarismasiz olarak inhibe
ettigini ortaya koymuslardir. (Ates ve ark.,, 2011). Fas’a o6zgi Euphorbia
resinifera ve Euphorbia officinarum bitkilerinden elde edilen bal 6rneklerinin de
tirosinaz enzimini ekstraksiyon kosullara goére degisen oranlarda inhibe ettigi rapor
edilmistir (Boutoub ve ark., 2021). Bunlarin diginda literatiirde tirosinaz inhibisyon
ozelligine sahip oldugu bilinen bagka tip monofloral ballar oldugu bilinmektedir (D1

Petrillo ve ark., 2018; Jantakee ve Tragoolpua, 2015).

4.7 Numunelerin Elastaz Enzimi Inhibisyon Potansiyelleri

Balin terapdtik bir ajan olarak kullanisliligindan dolayi, hidroksimetilfurfural,
D-glukono-6-lakton, metilglioksal, metilsiringat, o-metoksiasetofenon, 3-fenillaktik
asit, 4-hidroksibenzoik asit, dehidrovomikfoliol, kojik asit, lumikrom , galagin ve
pinosembrin olmak tizere baldan secilen 12 bilesenin in silico olarak insan notrofil
elastazini iizerindeki inhibisyon etkisi incelenmis ve tamaminin enzime baglanma
potansiyeli gosterdigi bulunmustur (Narayanaswamy ve ark., 2014). Elastaz
inhibitorleri pulmoner amfizem, kistik fibroz, ateroskleroz ve sedef hastaligi gibi

hastaliklarin tedavisi i¢in temel ajanlardir. Ayrica, elastaz inhibitorlerinin de anti-
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inflamatuar etkiyi destekledigi bulunmustur (Crocetti ve ark,. 2013; Sivamani ve
ark., 2012). 2019 yilinda yapmis olduklari ¢alisma sonunda da tipki mevcut
calismada oldugu gibi Mauritius’ten temin edilen unifloral ham okaliptiis bali ve
ticari olarak yerel bir marketten satin aliman ve dogal bal olarak etiketlenmis fakat
floral kaynagi bilinmeyen bal Orneklerinin domuz pankreatik elastaz iizerindeki
inhibisyon potansiyellerini inceleyen Aumeeruddy ve arkadaslart 250 ug/mL kadar
yiiksek konsantrasyona ¢ikildiginda dahi inhibisyon gostermedigini ancak standart
olarak test edilen ursolik asit (Sekil 4.8) durumunda ICsy degerinin 4.27 ug/mL
olarak hesaplandigini belirtmislerdir (Aumeeruddy ve ark., 2019). Ayrica balin
domuz pankreatik elastaz enzimi iizerindeki inhibitdr aktivitesi lizerine daha once
yapilmis bir ¢alisma bulamadiklari1 ancak Narayanaswamy ve ark. (2015)
tarafindan gergeklesitirilen in silico ¢alismanin sonuglarina dayanilarak gelecekteki
calismalarin, bu ¢aligmada test edilenden daha yiiksek bir konsantrasyonda farkli
cicek kaynaklarindan daha fazla bal 6rneginin antielastaz aktivitesini kesfetmesi
Oonermislerdir. Bu sebeple mevcut calismada 2 mg/mL konsantrasyondaki bal
numunelerinin domuz pankreatik elastazi iizerindeki inhibisyon potansiyelleri
incelenmistir. 1 ile kodlanan ticari ¢gam bali durumunda aktivite gézlenmezken 18 ile
kodlanan ham ¢i¢ek bali durumunda olduk¢a iyi derecede yiiksek aktivite
gdzlenmistir. Ozetle test edilen bal numunelerinin 2 mg/mL’lik konsantrasyonlarinin
elastaz inhibisyon potansiyellerinin % 0-41 araliginda oldugunu soyleyebiliriz. Oysa
ki standart olarak test edilen ursolik asit 0.02 mg/mL’lik konsantrasyonda %356
oraninda inhibisyon gostermistir. Genel olarak bakacak olursak c¢igek ballarinin
inhibisyon potansiyelleri daha yiiksektir. Ayrica test edilen ham ballarin inhibisyon
potansiyeli ortalamalarinin ticari bal numuneleri i¢in hesaplanan inhibisyon

derecesinden oldukga yiiksek oldugu da acikga farkedilmektedir.
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(d) Ursolic acid
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Sekil 4.8 Ursolik Asit ile Elastaz Enziminin
Farkli Molekiiller Aras1 Etkilesimler
Sergileyen Ug¢ Boyutlu Molekiiler
Yerlestirme Pozlar1 (Lee ve ark.,
2019).

4.8 Numunelerin Kollajenaz Enzimi inhibisyon Potansiyelleri

Tez kapsaminda enzim inhibisyon potansiyelleri acisindan degerlendirilen bal
numunelerinin -~ su  ekstraktlarmin ~ Clostridium  histolyticum  kollajenazini
konsantrasyona bagli olarak artan derecede (Sekil 4.9) inhibe ettigi ortaya konulmus
ve inhibisyon dereceleri ortamdaki enzimin %50’sini inhibe eden bal miktarin
gosterecek sekilde ICso degeri ile ifade edilmis ve elde edilen degerler
epigallokatesin gallat i¢cin elde edilen degerle karsilagtirilmistir (Sekil 4.10).
Epigallokatesin-3-gallat olarak da bilinen epigallokatesin gallat (EGKG),
epigallokatesin ve gallik asidin esteridir ve bir tiir katesindir. Birgok diyet
takviyesinde kullanilmakta olan EGKG, ¢aydaki en bol katesin olup, insan saghigi ve
hastaligin1 etkileme potansiyeline sahip bir polifenoldiir. EGKG’nin kollajeni
stabilize ettigi ve zincirleri, glutaraldehit veya karbodiimidler gibi kimyasal ¢apraz
baglama ajanlarindan daha etkili bir sekilde kollajenaz bozulmasindan korudugu
gosterilmistir (Sekil 4.11). Dermal dolgu uygulamalarinda kullanilan kollajenin
EGKG tarafindan stabilize edilebilecegi ve boylece kollajenazin bolinme bdlgelerine

erisiminin kisitlanabilecegi varsayilmaktadir.
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Sekil 4.11 EGKG ile Kollajenaz Enziminin Farkli
Molekiiller Aras1 Etkilesimler Sergileyen
Uc Boyutlu Molekiiler Yerlestirme
Pozlar1 (Lee ve ark., 2019).

Kozmesétik amacla implantin dmriinii uzatmak ic¢in implante edilen kollajeni
enzim kaynakli bozulmadan koruyabilmek amaciyla bu gibi ajanlarin kullanimi
uygun olabilir (Demule ve ark., 2000; Jackson ve ark., 2010). Materyal-metot
boliimiinde izah edilen yontemin izlenmesi sonunda EGKG i¢in ICso degeri 0.0055
mg/mL olarak hesaplanirken, bal numuneleri i¢in ise hesaplanan ICsy degerlerinin
ortalamasi ise ancak 0.0076 g/mL olarak bulunmustur. Yani kabaca bal numuneleri
EGKG’ye gore 1000 kat daha diisilk oranda kollajenaz inhibisyon potansiyeline
sahiptir ama bal numunelerini kendi aralarinda degerlendirecek olursak en yiiksek
kollajenaz aktivitesinin hem fenolik igerigi hem de antioksidan aktivitesi en yiiksek
olarak saptanmis olan 20 ile kodlanan mese bali numunesi i¢in en yiiksek oldugu
bulunmustur. Buna karsin sadece ¢am ve ¢igek ballar1 i¢in bir degerlendirme yapacak
olursak ¢cam ballar1 i¢in bulunan ortalama 1Csq degeri (0.0058 g/mL) cice ballari i¢in
hesaplanan ortalama degerden (0.0093 g/mL) daha diisiik olup test edilen ¢cam
ballarinin ¢igek ballarina nazaran kollajenaz iizerindeki inhibe edici giiclerinin daha
fazla oldugu soylenilebilir. Ayrica ticari olarak satin alinan ve ham olarak temin
edilen ballar arasinda bir karsilagtirma yaptigimizda ise ticari olarak satin alinan
ballar i¢in hesaplanan ortalama degerin daha diisiik boylece kollajenaz inhibisyon

potansiyellerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Yara iyilesme slireci esas olarak fibroblastlar, keratinositler ve makrofajlar
tarafindan diizenlenir. Cesitli ¢alismalar, hem fibroblastlarin hem de keratinositlerin
diyabetik durumda bozulmus proliferasyon, migrasyon ve kollajen {iiretme
yetenekleri gosterdigini ortaya koymustur (Xu ve ark., 2013). Dolayisiyla 6zelikle
diyabetik yaralarin dnlenmesinde kollajenaz inhibisyonu 6nemlidir. Literatiirde balin
yara iyilesmesine antiinflamatuar, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri nedeni ile
katki sagladig ile ilgili pek ¢ok calisma olmasina ragmen kollajenaz inhibisyonu ile
yara iyilesmesine sagladigi katkinin gosterildigi ¢alisma mevcut degildir.
Dolayisiyla diisiik de olsa test edilen 6rneklerin kollajenaz inhibisyon potansiyeline
sahip olduklarinin ortaya konulmasi énemli bir bulgudur. Ancak bu konu ile ilgili
olarak bal ile yapilan farkl tiir calisma sonuclar1 vardir. Basinca bagli olarak gelisen
tilserlerin tedavisi igin hastanede ayakta tedavi ortaminda klostridial kollajenaz
merhem ile enzimatik debridasyon ile tibbi bal ile otolitik debridasyonun etkinligi
karsilagtiritlmis ve klostridial kollajenaz merhem ile tedavi edilen hastalarda tibbi bal
ile tedavi edilenlere kiyasla daha hizli graniilasyon ve ardindan epitelizasyon oranlari
elde edilmistir. Clostridium histolyticum'dan tiiretilen bir proteolitik enzim olan
kollajenaz, nekrotik dokudaki kollajeni pargalayarak, saglikli dokuya zarar vermeden
detrituslart  secici olarak uzaklastirir, graniilasyon dokusu olusumunu ve
epitelizasyonunu kolaylastirir.  Klostridial kollajenaz merhem ile enzimatik
debridasyonun diger klinik avantajlar1 arasinda uygulama kolayligi, minimum kan
kayb1 ve gelismis doku proliferasyonu sayilabilir. Topikal olarak uygulanan tibbi
balin destegiyle otolitik debridasyonun, yaradaki kalintilar1 ve nekrotik dokuyu
temizlemek icin viicudun dogal iyilesme siireciyle birlikte calistigi diistiniilmektedir.
Aktivitesi, asiditesinin hemoglobinden oksijen saliimini arttirmasi, yikici
proteazlarin aktivitesini azaltmasi ve bir lenf ¢ikis1 yaratmak i¢in yara yatagindan
ozmotik olarak sivi ¢ekmesine baglanabilir. Balin yara bakiminda kullanimini
destekleyen bazi kanitlar olsa da, karsilagtirmali etkinlik verilerinin eksikligi vardir
(Gilligan ve ark., 2016). Ayrica Mearns ve arkadaslari (2017) tarafindan bir yil sonra
ABD'de basinca bagli olarak gelisen iilserlerin tedavisi i¢in tibbi bal ile
karsilagtirildiginda klostridial kollajenaz merheminin kullaniminin daha uygun

biitceli oldugu rapor edilmistir.

78



Oksidatif strese karsi gelistirilmis direng, adipoz kok hiicrelerini (ASC'ler)
yara onarimini ve yenilenmesini tesvik edebilir hale getirir. Bu tiir hiicreler, hiicre
kiiltiirti ortamina bir antioksidan ilave edilerek elde edilebilir. Balin yanik yara
tyilesmesinde adipoz kok hiicrelerin canliligimin korunmasinda koruyucu malzeme
olarak uygulanmasinin arasgtirildigi calismada ASC'lerin ve balin kombinasyon
halinde kullanilmasinin, ASC'ler i¢in bir besin ortami saglayabilecegi ve ASC tabanl
tedavilerin rejenerasyon yetenegini artirabilecegi ortaya konulmustur. Bal, ASC'lerin
canliligimin korunmasinda ve oksidatif strese karsi hiicresel direncin gelistirilmesinde
koruyucu bir malzeme olarak diistiniilebilir (Oryan ve ark., 2019). Ek olarak, zayif da
olsa, kollajenaz aktivitesinin inhibisyonu, inflamatuar ortamin karakteristik bir
Ozelligi olan asir1 matriks metalloproteinaz saliniminin kalici etkilerini azaltabilir
(Pringle ve ark., 2021).
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5 SONUC ve ONERILER

Insan cildi, ¢evre ile temas saglayan ve insan viicudunu olumsuz dis
etkenlerden koruyan bir kaplamadir. Giliniimiizde, milyonlarca insan yillik olarak
diinyada kaydedilen tiim hastalik vakalarinin yaklagik %34"nii olusturacak sekilde
dermatolojik rahatsizliklardan etkilenmektedir (Tripathi ve Srivastava, 2010; Abbasi
ve ark., 2010). Cilt yaslanmas1 ise genellikle cilt yapisindaki ve esnekligindeki sert
degisikliklerden sorumlu olan i¢ ve dis etkilere baglidir. igsel yani kronolojik cilt
yaslanmasi, zaman gecisi ile engellenemez bir sekilde cildin zamanla
elastikiyetindeki fizyolojik degisiklikler ile iliskili olup kalitsal genler tarafindan da
etkilenmektedir. Aksine, cildin dis kismindaki yaslanma, giines 1s1gma (foto
yaslanma) veya kirleticilere kronik maruz kalma gibi c¢evresel faktorlerden
kaynaklanir ve ¢esitli yasam tarzi bilesenlerinden (yani sigara ve diyet) de etkilenir
(Farage ve ark., 2008). Ozellikle foto yaslanma, lipid peroksidasyonuna, DNA
hasarina ve protein degisikliklerine neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tretimini artiran ultraviyole (UV) isinlarina asirt maruz kalmaktan kaynaklanir
(Rittié ve Fisher, 2002). Ayrica ROT, hiicre dis1 matriks (ekstraselliiler matriks;
ECM) bilesenlerinin  boliinmesinden sorumlu olan enzimlerin  dogrudan
aktiflestirilmesiyle cildin yaslanmasina da katkida bulunabilir (Mukherjee ve ark.,
2011; Rittié ve Fisher, 2002). Kronolojik yaslanma tedavi edilemese de foto
yaslanma, antioksidan ozelliklere sahip bilesikler veya {irlinler ile tedavi edilebilir.
ECM kollajen, elastin ve fibronektin gibi matriks metalloproteinleri ile birlikte
proteoglikanlardan olugsmaktadir. Kollajen hiicrenin destekleyici iskeletini olusturan
baslica yapisal proteindir. Elastin cildin esnekligini ve direncliligini saglar
(Sahasrabudhe ve Deodhar, 2010). Yaslanmayla birlikte elastaz enziminden dolay1
cildin elastikiyeti azalir ve bu cildin sarkmasina yol agar. Baglayici dokularda
fibroblastlar kollajen ve diger Onemli matriks metalloproteinlerini sentezleyen
hiicrelerdir. Bu dermal fibroblastlarin ¢ogalmasit ve yer degistirmesi daha fazla
matriks metalloprotein {iretilmesini saglayarak yaslanmay baskilamaktadir. Geng ve
saglikli ciltlerde bu proteinlerin sentezi ve pargalanmasi arasinda bir denge soz
konusudur. Fakat yaslandikca bu denge bozulmaktadir. Cildi geng¢ tutmak igin
metalloproteinlerin {iretimi yeterli olmadigi zaman onlar1 korumanin en iyi yolu

matriks metalloproteinazlarin inhibisyonunu saglamaktir (Aslam ve ark., 2005).
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Foto yaslanma ve kronik yaglanma nedeniyle asir1 aktivasyon jelatin, kollajen
ve elastin bilesiminde degisikliklere neden olur, kirisikliklar, gevseklik, sarkma ve
insan cildinin piiriizlii gériiniimii ile sonuglanir. Bu nedenle, kollajenaz aktivitesini
inhibe eden ajanlar, dermal matriks degisikligini Onleyerek saglikli cildin
korunmasinda yararl etkilere sahip olabilir (Kim ve ark., 2004; Kim ve ark., 2019).
Cildin UV radyasyonuna maruz kalmasi foto yaglanmanin gelismesinden sorumlu bir
dizi zincir reaksiyonunun baslamasina yol agmaktadir. Glines 1sinlarina tekrar tekrar
maruz kalmak, kollajen olusumu {izerinde kiimiilatif bir etki ile hatali bir sekilde
onarilan dermal matriks olusumu ile sonuglanir. Onarilmis dermal matriksteki bu
kusurlar son olarak kirigikliklar ve cildin sarkmasi seklinde kendini ortaya c¢ikarir.
Son zamanlarda, kimyasal giines koruyucularinin dogal UV emici bilesiklerle

degistirilmesi i¢in artan bir talep var.

Dogal giizellik bir nimettir ve saglikli bir yagsamin isaretidir. Bununla birlikte,
ebedi bir genclik durumu olusturma konusunda insanlar arasinda siirekli bir diirtii ve
ragbet vardir. Kozmetiklerin uygulanmasi diinya ¢apinda 6000 yillik insanlik tarihine
dayanmaktadir. Kozmetik terimi, 6zellikle insan viicudu ile ilgili, giizelligi, estetigi
ya da gorilinlislinli tanimlayan bir sifattir. Eski kiiltiirlerde belgelenmis kullanimlar
arasinda hint yagi (eski Misir'da koruyucu bir balsam), balmumu (birka¢ antik
kiiltiirde cilt kremi olarak), zeytinyagi ve giil suyu (eski Roma'da) sayilabilir.
Amerika Birlesik Devletlerinde 19. Yiizyilda Orta Amerika’ya ozgii kirmiz
boceginden ekstrakte edilen kirmizi boya kullanilarak rujlar hazirlanmistir (Dorni ve
ark., 2017). ‘‘Kozmetik firlinler’> Avrupa Direktifi tarafindan (93/35/EEC) insan
viicudunun c¢esitli dis kisimlar ile (epidermis, sag sistemi, tirnaklar, dudaklar ve dis
genital organlar) disler veya agiz boslugunun mukus membranlar: ile temas halinde
olacak sekilde hazirlanan sadece veya ¢ogunlukla onlar1 temizlemek, onlarin hos
kokmasi1 saglamak, goriiniimlerini degistirmek ve/veya viicut kokularimi diizeltmek,
onlar1 korumak veya mevcut durumu iyi kosullarda tutmaya devam etmek gibi
amagla hazirlanan herhangi bir madde ya da preparasyon olarak tanimlanmaktadir
(European Commission, 1993). Dogal giizellige sahip olmanin yani sira gegmis
zamanlarda bazi toplumlarda siif ayrimina bile sebep olabilen cilt renginin olumsuz
degisimi onemli bir deri problemidir. Tirosinaz veya polifenol oksidaz, bitki ve

hayvan kralliginda yaygin olan ¢ok islevli, bakir i¢geren melanositlerde melanojenez
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stirecini  bliylik 6l¢iide etkileyen onemli bir diizenleyici enzimdir. Farkli
biyopolimerlerin karigimi olan melanin, cildin ve sagin rengini belirler ve ayrica
zararli UV radyasyonundan koruma saglar. Tirozinaz katalizli standart kinon onciisii,
melanin pigmentinin sentezi i¢in ayrica kullanilir. Deride melanin pigmentinin asir1
tiretimi ve birikmesi, giines lekeleri, melazma, post inflamatuar hiperpigmentasyon
gibi klinik durumlarda kendini belli eden dermatolojik "hiperpigmentasyon"
gelisimine neden olur. Arbutin ve kojik asit, cilt beyazlatmada kozmetik iirtinlerde
yaygin olarak kullanilan bilinen tirozinaz inhibitorleridir. Klinik olarak, bu de-
pigmentleme ajanlari, hiperpigmentasyon tedavisi i¢in uygulanir. Bununla birlikte,
kojik asit terapotik bir konsantrasyonda dermal duyarliliga neden olurken, arbutin
potansiyel sitotoksisiteye sahiptir (Sarkar ve ark., 2013; Burnett ve ark, 2010; Zhu ve
Gao, 2008). Tirozinaz inhibitorleri ayn1 zamanda kozmetik alanda agiklik arttiricilar
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Diinya niifusunun yaklasik %15'i cilt
beyazlatma ajanlarii1 kullanir. Bitki Ozlerinin ve bunlarin tiiretilmis fito-
bilesenlerinin kullanilmasi, hiperpigmentasyonun kontrol edilmesi i¢in muhtemel bir
gelecege sahiptir. Sifali otlarin kullanimini desteklemesinin alternatif bir yolu olarak
bir¢ok kanit aragtirllmigtir (Mukherjee ve Wabhile, 2006; Sarkar ve ark., 2013; Zhu ve
Gao, 2008). Tirozinaz inhibitorleri, melanin sentezinin inhibitorleri olarak ortaya
¢ikmis ve boylece melanojenezi inhibe etmistir. UV maruziyeti ve/veya gevresel
uyartlmalar da melanojenezde Kilit bir rol oynar (Sardana ve Ghunawat, 2015;
Solano, 2014). Sifal1 bitkilerden birkag tirozinaz inhibitorii gelistirilmistir, ancak hala

ilerleme yolundadir.

Ilaglar hastaligin &nlenmesi veya tedavi edilmesinde kullamlan bilesikler
olarak tanimlanir veya viicudun yapisi veya fizyolojik fonksiyonunu etkilemek
niyetiyle kullanilirsa ve kozmetikler terapotik yararlar1 olmaksizin cildi temizleyen
ya da goriinimiinii iyilestiren maddeler olarak etiketlenirse bu iki alan arasinda
kozmesotikler olarak tanimlanan bir ortak alan bulunmaktadir. Dogal kaynaklardan
gelen yeni kozmesotik igerikler, dogal igerikli saglikli lirlinler hakkinda artan tiiketici
farkindalig1 nedeniyle kisisel bakim firlinleri imalat endiistrisi tarafindan biiyiik talep
gormektedir.

Endiistri tarafindan giinesten korunma, yaslanma karsiti, kirigiklik karsiti,

antioksidan, anti-alerji gibi spesifik hedeflere sahip kozmesotik formiilasyonlar
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olusturmak i¢in dogal kaynaklar kullanilmistir (Dorni ve ark., 2017; Gebelein, 1997).
Yeni kozmesdtik formiilasyonlarin hazirlanmast igin, biyoaktif dogal bilesikler
iceren bitkiler ektsrakt halinde oldugu kadar saflastirilmis konsantre formunda
kullanilmaktadir.

Bu bilgiler dahilinde melanoma gibi cilt hastaliklarinin yanisira, deri
yaglanmasint  geciktirmek, dogal giizelligi devam ettirmek amaciyla cildin
beyazlamasina yardimci olabilecek ve cildi giines 1s1ginin zararli etkilerinden
koruyacak olan igeriklere ihtiyag vardir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinin amaci bal
orneklerinin birer kozmesotik olarak degerlendirilip degerlendirilmeyecegini ortaya
koyabilmek i¢in hazirlanan su ekstraktlarin matriks metalloproteinazlari olan elastaz
ve kollajenaz enzimleri iizerindeki inhibisyon potansiyellerinin ve anti-tirosinaz
aktivitesinin belirlenmesidir. Ayrica giines koruyucu etkiye sahip olup olmadiklarini
anlayabilmek amaciyla glines koruma etkinlikleri de incelenmistir.

Diger dogal kaynaklarin bu parametreler acisindan daha fazla incelendigini
ancak hem Tirkiye hem de Diinya genelinden temin edilen bal numunelerinin ise
antioksidan ve fenolik igerik agisindan oldukga yaygin bir sekilde, daha az olmakla
birlikte anti-inflamatuar ~ aktivite agisindan incelendigini ancak kozmetik
preparatlarda kullanim yayginligini artiracak diizeyde matriks metalloproteinazlari
tizerindeki etkilerinin ve gilinesin zararli 1sinlarindan koruma etkinliklerinin
arastirildigr caligmalarin sayica yok denilebilecek diizeyde oldugu farkedilmektedir.
Bu anlamda bulgularimizin literatiire sunulmus olduk¢a kiymetli katkilar oldugunu
diisinmekteyiz. Bilinen bir gercegi degistirmeyecek sekilde test edilen bal
numuneleri arasinda daha koyu renkli olarak bilinen mese balinin toplam fenolik
icerigi diger test edilen ¢am ve ¢igek ballarinin tamamindan yiiksek bulunmustur.
Toplam fenolik igerikle dogrusallik gostererek bahsedilen ayni bal numunesinin
DPPH radikalini giderme aktivitesine dayanan antioksidan aktivitesi de en yiiksek
diizeydedir. Ancak elektron transferine dayanan bir metod olan DPPH testi sonrasi
elde edilen sonuglar hidrojen atomu transferine dayanan bir metod olan ORAC testi
sonras1 elde edilen sonuglarla uyumlu degildir. ORAC degerlerinin en yiiksek
bulundugu iki balin biri ham ¢icek bali iken digeri ise ticari bir cam bal1 6rnegidir.
Bu nedenle antioksidan aktivitenin balin iiretim sekline veya tiiriine gore degistigini

sOyleyebilecegimiz kesin bir yargiya varamayiz. Ancak bu farkliligin ballarin
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iceriginde bulunan fenoliklerin OH grubu sayilar1 ve pozisyonundan etkilebilecegini
tespit edilenler disinda eser miktarda dahi olsa toplam aktiviteye 6nemli katkida
bulunacagim sdyleyebiliriz. Olgiim ydntemi olarak balin rengine bagli oranda artan
giines koruma faktorii degeri ise fenolik icerik ve DPPH aktivitesi testi ile birebir
uyumlu sonuglar vermistir. Keza en yiiksek GKF degeri mese bali igin hesaplanirken
en disik GKF degeri ise toplam fenolik icerigi ve DPPH radikalini temizleme
aktivitesi en diisiik olarak tespit edilen ham ¢i¢ek bali durumunda hesaplanmustir.
ORAC yontemine dayanilarak antioksidan aktivitesi en yiiksek olarak belirlenen ham
bir ¢igek bali 6rneginin 0.83 mg/mL’lik kisminin anti-inflamatuar aktivitesi %72.62
olarak hesaplanmis ve tiim ballar arasinda tespit edilen en yiiksek deger olarak
belirlenmigtir. Antiinflamatuar aktivitesi belirlenemeyen ballarin ¢ogu ya ham bal ya
da ¢am balidir. Tirosinaz ve elastaz enzim inhibisyonu degerlerine bakildignda
genellikle ham ballarin daha etkin oldugunu sdyleyebiliriz. Toplam fenolik igeriginin
en yiiksek olarak tespit edildigi mese balinin test edilen her 3 enzim durumunda da
inhibisyon potansiyelinin neredeyse en yiiksek diizeyde oldugu ortaya konulmustur.
Gerek antioksidan aktivitenin gerekse enzim inhisibiyon potansiyellerinin
dayandirildigr balin ihtiva ettigi fenolik bilesenlerin arastirilmasi sonucunda ise
taranan fenolik listesi i¢erisinden sadece p-OH benzoik asit test edilen ¢cam ve ¢igek
ballarinin hepsinde tespit edildi. Gallik asit, vanilik asit, kafeik asit ve p-kumarik asit
fenolikleri de ballarinin ¢ogunda tespit edildi. Tiim bu bulgular neticesinde balin
islem gbrmiis ticari bir bal olmasi veya iireticiden dogrudan temin edilmis olmasinin
benzer sekilde ¢am ve c¢icek bali seklindeki tiir ayrimininda test ettigimiz
parametreler agisindan belirgin bir farklilik ortaya ¢ikarmadigini sdyleyebiliriz. Daha
kesin hiikiim verebilmek i¢in daha ileri diizeyde bir takim in vitro ve in vivo
testlerinin yapilmasinin yararl olabilecegini sdyleyebiliriz. Ornegin in vitro olarak
yapilabilecek olan lipooksijeneaz inhibisyon potansiyeli, antimikrobiyal ve analjezik
aktivite testleri gibi bazi testlerin disinda topikal ekstrakt jel formiilasyonlarinin
hazirlanmasi yoluyla ileri diizeyde ¢alismalar siirdiiriilebilir. Boylelikle hem ilag hem
de kozmetik endiistrisine yeni kaynaklar kazandirilmasi saglanabilir.

Boylelikle en 6nemli endiistrilerden biri olan ilag ve kozmetik endiistrisi igin
yeni kaynaklar ortaya koyabilmek hedeflenmektedir. Aslinda temel hedef ekonomiye

katki saglayabilmek ve daha kapsamli ¢caligmalara temel olugturabilmektir.
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