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Doktora Tezi
OZET

BIYOAKTIVITELERI YONUNDEN TURKIYE FLORASINA AIT BASKIN BALLAR
ILE MANUKA BALLARININ KARSILASTIRILMASI

Zehra CAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Ensititiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2014, 108 Sayfa, 38 Sayfa Ek

Bal insanoglu tarafindan yiiksek gida ve tibbi 6zellikleri nedeniyle en ¢ok tercih
edilen dogal kaynaklardan biri olmustur. Tirkiye, bulundugu cografik konum ve iklim
ozellikleri nedeniyle bal iiretimi ve bal cesitliligi bakimindan diinyanin 6nde gelen gelen
tilkelerinden biridir. Barindirdig1 zengin floral kaynaklardan iiretilen ballar, Anadolu insan
icin binyillardir ila¢g olmustur. Planlanan ¢alismanin amaci, Tirkiye florasina ait baskin
ballar ile Manuka ballarinin fiziksel, kimyasal ve biyoaktif Ozellikleri bakimindan
karakterizasyonun saglanmasi ve antioksidan, antimikrobiyal aktivite yoniinden
karsilagtirilmasidir. Yapilan ¢alismada, Tiirkiyenin degisik cografik bolgelerinden toplanan
60 adet bal numunesinin otantik karakterizasyonu palinonojik test ile belirlendi. Kestane,
plren, cam, akasya, lavanta, calba, hayit, geven, mese, aycicegi, thlamur, tiggiil ve manuka
ballarinin monofloral ballardan oldugu ve 9 adet balin ise karisik florali bal oldugu tespit
edildi. Ballarin fiziksel karakterizasyonu olarak Beica izotoplari, nem, renk, elektriksel
iletkenlik, optik ¢evirme parametreleri belirlendi. Ballarin kimyasal karakterizasyonunda
10 adet seker bileseni RID-HPLC ile belirlendi. Prolin degerleri, HMF, mineral madde
igerikleri ileri aragtirma yontemleri ile belirlendi. Ballarin biyolojik aktif 6zellikleri in vitro
olarak antioksidan ve antimikrobiyal aktivite testlerine gore belirlendi. Ballarin biyo-
aktivitesinden sorumlu 18 adet fenolik bilesen RP-HPLC-UV ile test edildi. Elde edilen
degerlere gore farkl floral 6zelliklere sahip ballarin farkl fiziksel, kimyasal ve biyoaktif
bilesenlere sahip oldugu, ancak koyu renkli ballarin daha yiiksek biyo-aktif bilesenlere ve
ona bagl olarak daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip oldugu bulundu. Calisma ile
Tiirkiye florasina ait kestane, mese, piiren, ¢am, akasya, geven, aycicegi, ¢alba, hayit,
lavanta, thlamur ve t¢giil ballarinin antioksidan ve antimikrobiyal yonden Manuka
ballarina esdeger tibbi potansiyele sahip oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Flora, RP-HPLC-UV, RID-HPLC, HMF, Prolin, Fenolik,
Antioksidan, Antimikrobiyal, Biyo-aktivite



PhD. Thesis
SUMMARY

MANUKA HONEYS WITH TURKEY’S DOMINANT HONEYS COMPARISON IN
TERMS OF BIOACTIVITY

Zehra CAN

Karadeniz Technical University
The Graduate of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2014,108 Pages, 38 Pages Appendix

The honey, has been one of the most important preferred natural resources due to its
higher nutrients and medical characteristics by mankind. Turkey is one of the leading
countries of the world in terms of honey production and honey diversity due to its
geographical location and climatic characteristics. The honey produced from its rich floral
sources has been medication for Anotolian people for millennia. The aim of this study is to
provide a characterisation of the dominant honey which belongs to the flora of Turkey and
Manuka honey in terms of their chemical and bioactive properties and to compare them in
terms of their antioxidant and antimicrobial activities. In the study, 60 samples of honey
which collected from different geographic regions of Turkey was determined by
polynanojic testing. Chestnut, heather, pine, acacia, lavender, calbee, vitex, astragalus, oak,
sunflower, lime, clover and manuka honeys were determined to be monofloral honeys and
9 of the honey types were determined to be mixed floral honey. For the physical
characterization of honey types; *C/C4 isotopes, moisture, color, electrical conductivity,
optical flip parameters were determined. In the chemical characterization of honey, 10
sugar components were determined by RID-HPLC. Proline levels, HMF, mineral matter
content were determined by advanced research methods. The biological active properties
of honey types were determined as in-vitro according to antioxidant and antimicrobial
activity tests. 18 phenolic compounds which are responsible for the bioactivity of the
honey were tested by RP-HPLC-UV. According to the results obtained, the honey types
which have different proporties have different physical, chemical and bioactive
components, but the dark-colored honey types possess higher bio-active components and
accordingly they possess higher biological activity properties. The results of our study
indicate that chestnut, oak, heather, pine, acacia, astragalus, sunflower, calbee, vitex,
lavender and clover honeys which belong to the flora of Turkey are equivalent to Manuka
honey types in terms of medical potantial for their antioksidants and antimicrobial features.

Key Words: Flora, RP-HPLC-UV, RID-HPLC, HMF, Proline, Phenolic, Anti-oxidant,
Anti-microbial, Bio-activite
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bal, aromatik ve viskoz bir madde olup insan tiiketimi i¢in olduk¢a 6nemli bir besin
maddesidir. Enerji degeri bakimdan oldukg¢a yiiksek bir besin degerine sahip olan bal,
insanlarin beslenmesinde kullanilmaktadir. Balin insan sagligini korumadaki rolii onun
saflig1 ve bilesimi ile yakindan iliskili olup iiretildigi bolgenin cografik 6zellikleri, bitki
florasi, hasat zamani ve Tlretim sekli gibi pek cok faktére bagli olarak degisim
gostermektedir (Ozbalci, 2013). Balin bu kompleks yapisina bakildiginda ana bilesen
olarak karbohidrat ve suyun yaninda organik asitler, aminoasitler, proteinler, ugucu
bilesenler, enzimler ve fenolik bilesenler de icermektedir.

Tirkiye bulundugu cografik konum ve iklim sartlarindan dolay1 ¢ok cesitli ve zengin
ball1 bitkilere sahiptir. Cin ve Arjantin’den sonra Tiirkiye diinya bal iiretiminde li¢ilincii
sirada yer almaktadir. Ayrica Tiirkiye yilin en az 6 ay1 bal {iretimi yapilan ve bal ¢esitliligi
bakimindan da diinyanin 6nde gelen {ilkelerinden biri konumundadir. Tirkiye kestane,
orman giilii, ¢am bal1 gibi bal tiirlerinin de diinyada en fazla iireticisi konumda olup bunun
yaninda heniiz tam olarak yapis1 aydinlatilmamis degisik monofloral bal tiirlerine de ev
sahipligi yapmaktadir.

Agirlikca tek tip floradan beslenen arilardan elde edilen ballar monofloral ballar ve
cesitliligi fazla olan ¢igeklerden {iretilen ballara ise heterofloral ballar denilmektedir.
Tiirkiye’de her iki bal tiiriine yonelik tiretimler yapilmaktadir, ancak son yillarda gida
giivenligi bakimindan kovandan sofraya izlenebilirlik bakimindan monofloral ballar 6n
plana ¢ikmaktadir. Heterofloral ballarda nektar kaynagina gore ballarin 6zellikleri salinim
yapacagindan ballarda tagsisin tespitinde karsilagtirma yapilan standartlarda monofloral

ballarin degerleri ile kiyas yapilmasi oldukga verimli sonug vermektedir.

1.2. Bahin Genel Ozellikleri ve Kimyasal Bilesimi

Bal, bitkilerin ¢igeklerinde bulunan nektarlarin veya bitkilerin canli kisimlarinin

salgilarindan bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan iiretilen bir gida maddesidir. Cigek



nektarlar1 veya bitki salgilar1 bal arilar1 tarafindan toplandiktan sonra viicutlarinda
bilesimlerinin degistirilmesi, 6zel maddeler ile birlestirilmesi ve petek gozlerinde depo
edilmeleri sirasinda olgunlagmasi sonucunda meydana gelen besin degeri yiiksek, tatl,
zararsiz, dayanikli, yiiksek biyolojik aktiviteli, etkili ve kolay sindirilebilen bir besin
maddesidir (Martin, 1979; Otles, 1995). Dogal olarak iiretilen bal, hicbir islem yapilmadan,
tatlandirict madde olarak insanlar tarafindan kullanilan tek gida maddesidir.

Balin bilesimine bakildiginda, yaklasik olarak % 70- 80 oraninda karbohidrat olup ve
bu karbohidratlarin biiyiikk ¢cogunlugu fruktoz ve glukoz oldugu az miktarda mono-, di- ve
oligo- sakkaritler igermekte olup, % 18- 20 oraninda su ve % 1- 2 oraninda ise proteinler,
organik asitler, fenolik bilesikler ve mineral maddelerden olusmaktadir (Saxena vd., 2010).
Cigek ballar1 ve salgi ballarinda kuru maddenin ¢ogunlugunu olusturan fruktoz ve glukoz
monosakkaritleri olusturmaktadir. Yapilan cesitli bal calismalarinda miktar acisindan
fruktozun glukoza gore daha ¢ok oldugu pek az balda (Brassica napus) bali gibi glukoz
miktar1 daha fazla oldugu tespit edilmistir (Cavia vd., 2002; Devillers vd., 2004). Balin
seker igerigi balin gesitine gore ve florasina gore degisim gostermektedir. Sorkun ve
arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada ¢igek ballarinda seker bilesimi % 34,29 fruktoz ve
% 27,04 glukoz, salgi ballarinda ise, % 37,49 fruktoz ve % 31,55 glukoz igerigi
belirlenmistir (Sorkun vd., 2002).

Bal, yapisinda bulunan organik asitlerin ve asidik tuzlarin etkisiyle, zayif asidik
ozellik gostermektedir. Balin pH’s1 3,5- 5,5 arasinda degisim gostermekte olup balda
bulunan asit bileseni, glukoz oksidaz enzim faaliyeti sonucu meydana gelen glukonik
asitdir. Diger asitler ise formik asit, biitirik asit, sitrik asit, laktik asit ve tartarik asitdir.
Balda bulunan asitler balin lezzetine etki etmekte, olgunlagsmasina katki saglamakta ve ayn
zamanda bali mikroorganizmalara karsi dayanikli hale getirmektedir (Molan, 1995;
Bogdanov vd., 2004; Ulusoy, 2010). Bal, enzimler bakimindan oldukg¢a zengin olup baslica
bilinen enzimleri diastaz (amilaz), invertaz (sakkaroz), katalaz, fosfataz ve ayrica glukoz
oksidaz ve fosfatazlarin bir kismi, nektardan ve yaprak bitkilerinin yaprak tistiine salgidan,
biiyiik bir kismi ise arilarin tiikriik bezi salgilarindan meydana gelmektedir. invertaz
(sakkaroz) enzimi, nektarin bala doniismesindeki kimyasal degisimlerin ¢ogundan
sorumludur. Bu enzim nektardaki sakkarozun, fruktoza ve glukoza doniisiimiini
saglamaktadir. Onemli olan diger bir enzim olan glukoz oksidaz enzimi glukozu okside
ederek hidrojen peroksit ve glukonolakton olusmaktadir. Olusan hidrojen peroksit bala

antibakteriyal aktivite kazandirmaktadir (Molan, 1992; Roderick, 1999). Balda bulunan



diger bir enzim ise asit fosfataz enzimidir. Bu enzim organik fosfatlar1 inorganik fosfatlara
dontistiiren bir hidrolaz enzimidir. Asit fosfataz nektarin kompozisyonunda bulunmasina
ragmen daha ¢ok polende bulunmaktadir.

Eskiden bal igerisinde vitamin olmadig1 veya ¢ok az miktarda oldugu diisiiniilirken
son yillarda yapilan ¢aligmalarda balda ¢esitli vitamin igerdigi tespit edilmistir. Balda A
vitamini bulunmazken daha ¢ok B, C, E ve K vitaminleri bulunmaktadir. Bunlar tiamin,
riboflavin, askorbik asit, pridoksin, pantotenik asit, niasin, biyotin ve folik asit
belirlenmistir (White, 2003; Krell, 2001).

Bal, genellikle saydam renkden baslayip, koyu kirimiziya kadar kahverengi hatta
siyaha kadar uzanan farkli renklere sahiptir (Bogdanov vd., 2004). Balin rengi balda
bulunan polifenoller ve minarelerden kaynaklanmaktadir. Balin rengi diinya piyasasinda
bal fiyatlarini tayin eden faktorlerden biri olup balin tiiketici tarafindan kabul edilmesi ile
iligkilidir (Gonzales vd., 1999). Salg: ballar1 ve koyu renkli ballar da mineral igerigi agik
renkli ballara gore daha zengindir (Kolayli vd., 2008). Balin mineral bilesimi % 0,02- 1
arasinda degisim gostermekte ve baslica K, Ca, P, Mg, olmak iizere iz miktarda Fe, Cu,
Zn, Se, F ve Cl bulunmaktadir (Rashed ve Soltan, 2004; Yao vd., 2004a; Chudzinska ve
Baralkiewicz, 2010).

Bal, proteince zengin bir besin maddesi olmamasina ragmen ¢ok sayida biinyesinde
aminoasit icermektedir. Cicekli ballarda aminoasit igerigi % 0,3 iken salgi ballarinda % 1
civarinda oldugu rapor edilmektedir. Balda yaklagik olarak 17 tane aminoasit tespit
edilmistir. Basta prolin olmak {izere lisin, histidin, arginin, aspartik asit, treonin, glutamik
asit, glisin, alanin, sistin, valin, metionin, izol6sin, 18sin, tirozin, fenilalanin, triptofan
aminasitleri igerdigi belirlenmistir. Balda miktar1 en yiiksek olan prolin, kollagen ve
elastinin yapisinda bulunan hidroksiprolinin 6n maddesidir (Kalaycioglu vd., 2006). Prolin
bitkilerde ¢esitli miktarlarda bulunmasindan dolay1 seker grubu ile beslenen arilardan elde
edilen bal ile, nektardan elde edilen balin ayrilmasinda kriter olarak kullanilmaktadir
(Guler vd., 2007).

Bal biinyesinde olgunlasma durumuna gore farklilik gostererek yaklasik olarak % 17
kadarinda su bulundurmaktadir. Balin su igerigi, balin olgunlugunu ve raf Omriiniin
degerlendirilmesinde en dnemli kriterdir. Baldaki su oranin yiiksek olmasi balin daha kolay
bozunmasina sebep olmaktadir. TGK Bal Tebligine gore, baldaki su oran1 % 20’den az
olmalidir (Bal Tebligi 2005).



1.3. Balin Siniflandirilmasi

Uretildigi bdlgenin cografik dzellikleri ve iiretim bigimine gére ¢esitlenen bal tiirleri
bulunmaktadir. Monofloral ve heterofloral ballar, ¢icek ballar1 ve salgi ballari, saf ballar ve
hileli ballar gibi bal tanimlamalar1 gok sik¢a kullanilan terminolojilerdir. Bal kompleks bir
karisim olmasindan dolay: tagsisi oldukga kolay, bunun tespiti ise olduk¢a zordur.

Gilinlimiizde balin saflig1 gida kodekslerine (TSE, CEU, IHC vb.) gore su igerigi,
iletkenlik, asitlik, pH, renk degeri, seker oranlar1 (% C4/C13), prolin miktari, diastaz
aktivitesi, hidroksimetilfurfural (HMF) degeri ve ¢oOziinmeyen maddeler gibi kriterler
kullanilarak belirlenmektedir (Molina, 1989; White, 1978). Bu kriterler balin sadece
dogalligint ve safligin1 tespit etmeye yaramaktadir. Test edilen balin biyoaktivite
potansiyeli hakkinda bilgi vermemekte ve dolayisiyla balin gergcek kalitesini
yansitmamaktadir. Balin biyolojik aktivite kriterleri olarak ise anti-mikrobiyal (bakteriyal,
fungal ya da viral), anti-oksidan, anti-enflamatuar ve anti-tiimoral 6zellikleri 6n plana
cikmaktadir. Bu 6zelliklerin temelini ise bal arisinin 1rki, cografi bdlgesi ve nektar temin
ettigi bitki florasi olusturmaktadir (Molan, 2000).

Ballar kaynagina gore bitki nektarlarindan elde edilen “cigek ballar1” ve bitkiler
lizerinde yasayan bitki emici boceklerin (Hemiptera) salgilarindan elde edilen “salgi
ballar’” olmak tizere iki kaba gruba ayrilirken, iiretilip pazara sunulus sekillerine gore
petekli, siizme, petekli siizme, sizma, pres, filtre edilmis bal olarak tiplendirilirler. Bu kaba
gruplandirmaya ilaveten ballarin orijinlerine gore siniflandirilmasi da biiyiik 6nem arz eder
(Tiirk Gida Kodeksi 2012).

Cigek bali (blossom) arilarin bitki ¢igeklerindeki nektarlardan topladiklari sekerli
maddeleri midelerinde doniisiime ugratarak olusturduklar1 bal olup halk arasinda daha ¢ok
bilinen ballar bu tiir ballardir. Thlamur, kestane, yonca, geven, lavanta, kekik, iicgiil,
narenciye, akasya, orman giilii gibi ballar ¢igek ballaridir.

Salg1 ballar1 (honeydew) ise iki sekilde olusmaktadir. ilki baz1 bdceklerin bitkilerin
Ozsularini (fleom) emerek elde ettikleri sekerli karisimlart daha sonra ¢ikarmak suretiyle
olusan sekerlerin bal arilar1 tarafindan tiiketilmesi ile olusan ballardir. Cam bali (Pinus L.)
bu sekilde olugsmus bir salgi bali olup cam agaclarinin yapraklarinda bulunan yaprak bitki
veya kosnil (Marchalina hellenica)’lerin ifrazlarindan olusan sivinin arilar tarafindan
degerlendirilmesi ile olugmaktadir. Cam balinin da dahil oldugu salgi balinin kaynagim

balcigi (balozii) olusturmaktadir. Balg¢igi, floem 6zsuyu ile beslenen boceklerin, yogun



seker icerigine sahip rektal salgilaridir (Zander ve Koch, 1994). Bocekler kendileri igin
gerekli besin maddelerini aldiktan sonra, geri kalan sekerli maddeyi (bocegin ¢ikartisini)
disk1 olarak disar1 atarlar. Arilar bu yogun sekerli maddeyi alarak kovana getirir ve bala
dontistiiriir. Bu sekilde meydana gelen bal, salgi bali olarak adlandirilir (Zander ve Koch,
1994).

Tiirkiye diinyada en fazla cam bali (Pinus L.) iireten tilke olup Ege, Bati Marmara ve
Akdeniz bolgesinde iiretim yapilmaktadir. Avrupa birligi en 6nemli ¢am bali ithal eden
tilkelerdendir. Tiirkiye’de ¢am bali iiretimi bocegin en yaygin ve yogun olarak bulundugu
Mugla ve ¢evresindeki illerde en yiiksektir (Tanakani vd., 2007; Tornuk vd., 2013). Ancak
diinya ¢cam bal1 iiretiminin yaklasik % 90’nin1 elinden bulunduran Tiirkiye’de iiretilen gam
ballarnin kalite parametreleri hakkinda detayli arastirmalar mevcut degildir. Ulkemize
0zgli bu balin diinyada daha c¢ok taninmasi ve ihracatimizin artirilmasi i¢in bilimsel
calismalara ihtiyag vardir.

Ikinci salg1 bali ise bazi bitkilerin gesitli stres kosullar1 altinda yapraklarindan
cikardiklart seker maddelerinin arilar tarfindan alinmasi ve islenmesi ile olusan ballar olup
mese, ladin, kdknar ballar1 bu tiir bal grubu girmektedir.

Mese bali (Quercus spp. L.) bir ¢icek bali olmayip mese agaginin yapraklarindan
stres sartlarina bagl olarak cikan c¢esitli maddelerden olusan bir salgi balidir. Oldukca
koyu renkli, kolay kristalize olmayan bir bal olup kendine has aromasi, tadi bulunur.
Ulkemizin Bat1 Trakya ve ozellikle Kirklareli bolgesinde yogun olarak iiretilen bir orman
balidir. Literatiirde yapilan c¢alismalarda Bulgaristan ve Balkanlarda yogun sekilde
iretildigi bir salg1 bali oldugu ve yiiksek fenolik madde miktarina ve ona bagl antioksidan
kapasiteye sahip bal oldugu rapor edilmektedir (Simova vd., 2012; Tuberoso vd., 2013).
Koyu renkli bir bal mese bal1 polifenolik madde miktar1 bakimdan zengin bir baldir.

Ulkemiz diinyadaki balli bitkilerin 3/4’{iniin iiretilebildigi ender cografyalardan
biridir. Bu nedenle bal cesitliligi bakimindan da iilkemiz zengin cografyalar arasinda
sayilabilmektedir. Farkli cesitlilige sahip ballarin birlikte bulundugu ballara literatiir de
heterofloral veya karisik ballar ad1 verilmektedir.

Uretim bigimine gore aricilar bazen tek florali ballar1 bazende c¢ok florali ballari
iretirler. Bir balin iiretiminde % 45’den daha fazla tek flora kullanilmissa bu bal tek florali
veya monofloral (unifloral) bal olarak tanimlanmaktadir. Diinyada bal tagsisinin Oniine
geemek ve cografik isaretli ballar liretmek, markalasmak ve tibbi degeri daha yiiksek ballar

tiretebilmek maksadiyla monofloral bal {iretimi ve tiikketimi son yillarda bir hayli artmistir.



Monofloral ballar hem c¢igek ve hemde salgi ballarindan olusabilmektedir.
Ulkemizde de son 10 yilda balin tibbi ve biyoaktif degeri hakkinda farkindalik olusmus
olup bazi monofloral ballarin ekonomik degeri artmistir ve artmaya devam etmektedir.
Tiirkiye cografyasinda sik¢a tiikettigimiz monofloral ballarin bazilar1 sdyledir; cam, orman
giilii, kestane, aygicegi, cam, geven, piiren, narenciye, akasya, thlamur ve sikca
tiikkettigimiz karigik florali (heterefloral) ballar ise Anzer, Giimiishane, Bayburt, Erzurum,
Van, Bitlis, Erzincan gibi karigik ve ovalik alanlardan toplanan binlerce degisik ¢iceklerin
nektarlarindan olusan ballardir. Daha az olmakta birlikte Tiirkiye’de okaliptus, deve
dikeni, biberiye, karabas, kocayemis ballar1 da monofloral veya heterofloral ballar olarak
iretilmektedir. Maydanoz, ay¢icegi, pamuk, korunga gibi sanayi bitkileri ballar1 olup
monofloral ballar simifinda daha ¢ok iiretilmektedir. Bu ballara ilaveten diinyada ender
bulunan bazi ballar1 da iiretebilmekteyiz. Diinyada sayilar1 birkag tane olan ve toksik etkisi
bilinen tirlerden orman giilii, Ericaceae familyasindan olup (Rhododendron, azalea,
arbutus, andromeda ve kalmia) iilkemizin kuzey bolgelerinde orman alt1 bitkisi olarak
yayilis gosteren bir tiirdiir. ilkbahar aylarinda agan mor renkli (R.ponticum) ve sar1 renkli
(R.luteum) c¢igeklerinden arilar nektar ve polen kaynagi olarak yararlanirlar. Orman
giiliinlin yapisinda bulunan grayanotoksin ad1 verilen bir takim diterpenoidler toksik etkiye
sahip olup ani tansiyon disiiriici, kusma, biling kaybi gibi semptomlara neden
olabilmektedir (Sahin, 2014).

Piiren veya siipiirge calis1 olarak da bilinen (Calluna vulgaris) (Ingilizce; heather
honey) iilkemizde Bat1 Ege, Canakkale, Akdeniz bolgesinin bitki tiirlidiir ve yogun olarak
sonbahar aylarinda bal {iretimi yapilmaktadir. Literatiirde piiren balina ait c¢alismalar
mevcut olup balin yanik seker kokusu ve tadinda oldugu ve balkanlardan Italya, Portekiz
ve Ispanya’ya kadar yayilim gostermektedir. Yapilan c¢alismalarda piiren balnin yiiksek
fenolik madde igerdigi ve antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Castro-Vazquez vd., 2009; Alves vd., 2013; Jasicka-Misiak vd., 2012). Piiren bali koyu
renkli bir bal olup balin renginin yapisinda bulunan cesitli polifenolik ajanlardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ulkemiz florasina ait piiren ballar1 {izerine detayli ¢calisma
bulunmazken literatiirde daha c¢ok balkanlar, Italya, Ispanya, Portekiz, Slovenya gibi
iilkelerde piiren ballarinin yiiksek polifenolik madde miktar1 ve ona bagh yiiksek
antioksidan kapasitesine sahip oldugu bildirilmektedir (Jasicka-Misiak vd., 2012; Alves
vd., 2013).



Kestane bali (Castanea sativa mill.) Karadeniz Bolgesi ve Marmara ve Trakya
bolgesini i¢ine alan genis bir havzada iiretilen bir baldir. Mayis, harizan aylarinda agan
cigekleri arilar i¢in ¢ok iyi nektar ve polen kaynagi olup koyu renkli bir baldir. Kolay
kristalize olmayan bal halk arasinda ila¢ olarak tiiketilmektedir. Tiirkiye florasina 6zgii
ballardan en fazla iizerinden arastirma yapilan ballardan bir olan kestane (Kiigiik vd., 2007;
Tezcan vd., 2011; Sarikaya vd., 2009) balinin tibbi ve biyolojik aktif degerinin diinyada
one c¢ikan ballardan daha yiiksek olduguna inanilmaktadir, ancak bir karsilastirma
calismas1 mevcut degildir (Kropf vd., 2010; Andrade vd., 1997; D’ Arcy, 2005).

Ayc¢igegi bali (Heianthus annuus) tilkemizde daha ¢ok Trakya boélgesinde iiretimi
yapilan bir sanayi bitkisi balidir. Kendine 6zgii kokusunun yaninda ¢ok ¢abuk kristalize
olma Ozelligine sahip bir bal olup daha cok otel bali olarak tliketilmektedir. Yapilan
calismalarda aygicegi bali flavonoid igerigi bakimindan olduk¢a zengin olup toplam
fenoliklerin % 42’sini olusturmaktadir (Amiot vd., 1989; Sabatier vd., 1992).

Akasya bali (Robinia pseudoacacia) iilkemizde en ¢ok iiretilen ballardan olup
oldukca genis bir dagilim gostermektedir. Daha ¢ok Karadeniz Bolgesinde olmak iizere
sahil bolgelerine yakin alanlarda iiretilmektedir. Akasyanin ¢igekleme donemi bolgelere ve
yiikseklige bagli olarak Nisan- Haziran aylari arasindadir. Akasya bali hos kokuku agik
renkli bir bal olup erken kristallenir. Literatiirde akasya bali ile ilgili yapilan galismada
polen icerigi % 59 olan akasya balinin toplam fenolik miktarinin 93,43 mgGAE/100 g,
SCso degerinin 10,53 mg/mL, toplam favonoid miktarinin 6,14 mgQE/100 g ve aym
zamanda prolin mikarinin 790,4 mg/kg oldugu tespit edilip, baldaki antioksidan aktivite ile
prolin icerigi arasinda korelasyon oldugu bulunmustur (Meda vd., 2005).

Diinyada tibbi degeri ¢ok yiiksek olan bazi ballar mevcut olup Yeni Zelanda’nin
Manuka bali (Leptospermum) bu tiir balidir. Bu tiir daha ¢ok Yeni Zelanda, Avustralya
Malezya gibi giliney bolgelerinde bulunmaktadir. Leptospermum tiirliniin alt1 farkli tiirii
bulunmaktadir. Bunlarin en yaygin olanlar1 Leptospermum polygalifolium, Leptospermum
scoparium tiirleridir. Manuka bitkisinin ¢igek 6zsularindan iiretilen Manuka bali yiiksek
antibakteriyal ve antifungal Ozellige sahiptir. Hafif kahverengimsi renge sahip olan
manuka bali acimtirak bir tad1 olmakla birlikte ayn1 bdlgede arilar tarafindan iiretilmesine

karsin ballardaki antibakteriyal aktivite ayn1 degildir.



Sekil 1. Leptospermum scoparium Sekil 2. Leptospermum polygalifolium

Dr. Peter Molan, Yeni Zelanda’nin Manuka balinin antibakteriyal 6zelliklerini 6ne
¢ikarmis ve Ozgiin Manuka Faktérii (UMF) tanimini yaparak bu alanda bir adim &ne
gecmistir. Antibakteriyal aktiviteye gore diger bir notlandirma yontemi ise bal drneklerinin
igerisindeki metilglioksal (MGO) igerigini 6lgme seklindedir. Diger ballarda antibakteriyal
aktivite hidrojen peroksit miktar1 ile iliskili iken manuka balindaki yiiksek antibakteriyal
aktiviteye en biiyiik katki saglayan ara {irlin glikolitik yolun son iiriinii olarak olusan
metilglioksaldir (Adams vd., 2008; Majtan vd., 2012). Metilglioksal glukoz
metabolizmasiyla iliskili olup ¢esitli yollarla enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla
olusmaktadir (Adams vd., 2009). Yapilan ¢alismalarda manuka balinda 1,2-dikarbonil
bilesik olan metilglioksal manuka balina yiiksek antibakteriyal aktivite kazandirmaktadir
(Majtan vd., 2012). Bu gibi ¢alismalar 1s1ginda, bal giiniimiizde "yeniden kesfedilen sifa
kaynag1" olarak alternatif ve tamamlayict tip alaninda kanita dayali uygulamalar ile
Klinisyenler tarafindan kullanilmaktadir. Manuka balinin ¢ok yiiksek antibakteriyal etkiye
sahip oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya ¢ikmaktadir (Weston vd., 1999).

1.4. Bahn Onemi ve Apiterapik Ozelligi

Apiterapi a1 {irlinleri ile yapilan tedavi yontemi basta bal olmak {izere, propolis,
polen, ar1 siiti ve ar1 zehri bu amagclar i¢cin kullanilmaktadir. Ar iirlinleri gecmisden
giiniimiize kadar insanlar tarafindan kullanilmaktadir. Antibiyotik kesfi yapilmadan 6nce
yaralarin tedavisinde bal en sik kullanilan dogal ila¢ idi. Son yillarda sentetik ilaglarin yan

etkilerinin bir hayli fazla olmasi, alerjik durumlar ve antibiyotiklere olan direng gibi



nedenlerden insanoglunu dogal yontemlerle tedavi yollarina sevk etmistir. Bitkisel yollarla
tedavi fitoterapi, ve ar iirlinleri ile tedavi apiterapi gibi yeni alternatif tedavi yontemleri
gelismistir. Cin, Romanya, Misir gibi iilkelerde hastaliklar1 yalnizca ar iiriinleriyle tedavi
eden klinikler ve apiterapi merkezleri gitgide yayginlagmaktadir. Diinyanin degisik
laboratuarlarinda yiiriitiilen hayvan arastirmalarinda ve klinik calismalarda balin tedavi
edici potansiyeli acisindan son derece umut verici gelismeler sergiledigi
gbzlemlenmektedir. Aralarinda ABD, Ingiltere, Yeni Zelanda, Avustralya ve bazi Avrupa
tilkeleri gibi gelismis iilkelerde hali hazirda hastalar tarafindan kullanilmak {izere "Tibbi
Sinif Bal" satisa sunulmaktadir. Bu ballar agirlikli olarak antibakteriyal aktiviteleri esas
alinarak notlandirilmakta ve sadece belirli laboratuvarlar tarafindan sertifikalandirildig
i¢in tiiketicilere yiiksek kaliteli ve saf bal sunumu giivence altina alinmaktadir.

Balin yapisinda bulunan ve tamamen dogadan gelen, sekonder metabolit ajan olarak
da adlandirilan yiizlerce polifenolik bilesikler, vitaminler, enzimler ve mineraller onun
antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-iflamatuar, anti-tumoral vs. gibi balin biyolojik
aktif ozelliklerinden sorumludur (Russel, 1983; Bogdanov, 1984; Cook ve Saman 1996).
Balin gercek degeri ve tibbi Ozellikleri ve onu olusturan bu ikincil metabolitlerin
varhigindan ileri gelmektedir. Balin en 6nemli 6zelliginden biri antimikrobiyal 6zelliginin
olmasidir. Balin bu o0zelligi yapisinda bulunan glukoz oksidaz enzimi tarafindan
glukozunun oksidasyonu ile olusan hidrojen peroksitdir (Roderick, 1999).

Bunun yami sira bal, yanik, yara tedavisinde, mide bagirsak bozuklugunda, deri
ilseri, katarak, g6z rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (Castoldo ve Capasso 2002;
Marcucci, 1995; Molan, 1992; Orhan vd., 2003). Son yillarda yapilan klinik ¢aligmalarda
enfekte olmus yaralarda, iilser tedavilerinde balin kullanimiyla birlikte etkin sonuglar
ortaya ¢ikmaktadir (Molan, 2006; Jull vd., 2008). Ozellikle son yillarda Yeni Zelanda’da
yapilan klinik ¢alismalarda yanik merkezlerinde tedavi amacli bal kullanilmaktadir. Bal
aynt zamanda son zamanlarda giliniimiiziin popiiler hastalig1 haline gelen kanser
tedavisinde de Onemli yer teskil etmekte olup bir¢cok hastaliga sifa kaynagi olarak
kullanildig: bildirilmistir ( Dustmann, 1993; FAO, 1996; Mundo vd., 2004; Ulusoy, 2010).

Balin tedavi edici rolii yapisinda bulunan fenolik bilesiklerden ileri gelmektedir ve
bu bilesiklerin her gecen giin yeni bir biyo-aktif 6zelligi ortaya ¢ikarilmaktadir (Aljadi ve
Kamaruddin 2004; Beretta vd., 2005; Lachman vd., 2010; Stanciu vd., 2008; Cook ve
Sammon, 1996; Ulusoy, 2010). Dolayisiyla farkli botanik orjinli ballarda bu bilesikler
degisik oranlarda bulunmaktadir (Frankel vd., 1998).
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1.5. Antioksidan Bilesenler

Oksijen canlilar i¢in vazge¢ilmez bir molekiil olup alinan tiim besin molekiilerinin
yakilmasinda kullanilan tek molekiildiir. Canli organizmalar siirekli olarak gerek oksijenli
solunum ve gerekse baska yollarla alinan oksijenin oksitleyici etkisi altinda kalirlar ve bu
yaslanmanin temel nedenidir. Oksijenli solunum sirasinda oksijenin tam olarak
indirgenmesi ile su molekiilii olusurken eksik indirgenme tiriinleri olan serbest oksijen
radikalleri (siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri) olusmaktadir. Serbest
radikaller, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunduran yiiksek oranda reaktif ve kisa
Omiirli atom veya molekiillerdir. Aktif yapilarindan dolay1 hiicrede protein, lipid ve DNA
gibi bir¢ok biyolojik materyale zarar vermekle birlikte yaslanma, kanser, damar tikaniklig1,
seker hastalig1 gibi bircok hastaligin patolojisinde ilgili oldugu tespit edilmistir (Tsao ve
Deng, 2004; Halliwell, 1992; Ulusoy, 2010).

Serbest radikallerle reaksiyona girerek zararli etkiyi durduran veya azaltan her tiirlii
molekiile antioksidan adi verilmektedir (Young ve Woodside, 2001). Radikallerin zararl
etkisinden korunabilmek i¢in canlilarin sahip olduklar1 enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar bulunmaktadir (Thomas, 1995; Blomhoff, 2005). Endojen (organizma
tarafindan sentezlenen) antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olmak tizere ikiye ayrilir (Jerry vd., 2000). Enzimatik olanlar, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, katalaz ve hidroperoksidaz olup, enzimatik olmayan antioksidanlar
ise, rediikte glutatyon (GSH), bilirubin, ferritin, albumin, seruloplazmin, melatonin, sistein,
metiyonin, laktoferrin, transferrin, haptoglobiilin ve iirik asit verilebilir. Eksojen (disaridan
besinlerle alinan) antioksidan ise daha ¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen ¢esitli vitamin
(a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit, folik asit) ve fenolik maddeler olup disaridan
organizmaya almip etkinlik gostermektedirler (Saral, 2013; Kolayli ve Keha 1999; Sahin,
2014).

1.6. Fenolik Bilesikler

Bitkiler kendilerini her tiir zararl etkiye kars1 korumak amaciyla pek ¢ok sekonder
metabolit ajan iretebilme potansiyeline sahip canlilardir (Saldamli, 2007). Bitkiler
aleminde en fazla iiretilen metanolik ajanlarin basinda yer alan temel bilesenler fenolik

bilesikler veya polifenoller olup ayrica besinlerin organoleptik 6zelliklerinden de
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sorumludurlar (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Fang vd., 2007). Fenolik bilesikler
yapisal olarak aromatik halkaya bir hidroksil grubu (-OH) olanlara fenol, daha fazla
hidroksil grubu bagli olan yapilara ise, polifenol olarak adlandirilmaktadir. Aromatik
halkaya bagli olan fenolik hidroksillerin hidrojeninin kararsiz olmasit bu yilizden hidroksil
grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli olmalarindan dolay1 zayif asidiktirler. Fenolik
yapidan bir hidrojenin kopmasiyla olusan fenolat anyonunun (CgHs0") sudaki ¢oziiniirligi
oldukca yiiksektir (Vermerris ve Nicholson, 2006). Fenolik ya da polifenolik bilesikler
bitkilerde en 6nemli bilesen olup, bitki aleminde 5000°den fazla fenolik yapinin oldugu
bilinmektedir (Pyrzynska, 2009). Polifenoller, bitkilerde, sebze, meyve, tohum, ¢igek, kok
ve govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000).
Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikleri baslica, fenolik asit ve flavonoid olarak

iki gruba ayrilabilir.

1.6.1. Fenolik Asitler

Benzen halkasi iceren organik maddeler genel olarak fenolik bilesik olarak
adlandirilmakta olup, bitkiler aleminde bulunan ikincil metabolitlerdir (Akalin, 2011).
Fenolik asitler, fenolik bilesiklerin alt grubu olup, bitkilerin 6zellikle tag kisimlarinda
bulunur ve antioksidan karaktere sahiptir. Bitkilerde, fenolik asitler serbest halde
bulunmazlar, organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunurlar. Fenolik asitler,
hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit seklindedirler. Hidroksi benzoik asitler C6-C1
iskeletine fenil metan yapisinda bilesiklerdir. Bunlardan bir kag¢i; m-hidroksibenzoik,
gallik, vanilik, salisilik, siringik asitdir. Hidroksisinnamik asitler ise, C6-C3 fenilpropan
yapisinda olup bitkilerde ¢ok yaygin bir sekilde bulunurlar. Fenilpropan halkasina
baglanan -OH grubunun konumu ve sayisina gore farklilik gosterirler. Hidroksisinnamik
asitler ¢cok az miktarda serbest halde bulunmaktadir. Genellikle asit tiirevleri seklinde
bulunmaktadir. Ozellikle kaffeik asit ile onun esteri olan klorojenik ve ferulik asit gibi

sinnamik asit tiirevleri ¢ok yaygindir (Tablo 1).
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Tablo 1. Baz1 fenolik asitlerin kimyasal yapilari

Fenolik Asitler
Hidroksisinamik Asitler (Cs-Cs3)

-R1  -R; -R3 -Ry4 -Rs
. Kafeik Asit -H -H -H -OH -OH
Ferulik Asit -H -H -H -OH -OCH;
- N <|> Izoferulik Asit -H -H -H -OCH;  -OH
s . Ri  p-Kumarik Asit -H -H -H -OH -H
3 o-Kumarik Asit -H -OH -H -H -H
Sinapik Asit -H -H -OCH; -OH  -OCHjs;
Hidroksibenzoik Asitler (C¢-Cy)
-R; -R; -R3
o o Gallik Asit -OH -OH -OH
Protokatekuik Asit -OH -OH -H
p-OH Benzoik Asit -H -OH -H
m-OH Benzoik Asit -OH -H -H
R R, Vanilik Asit -OCH3 -OH -H
R, Siringik Asit -OCH; -OH -OCHj3;
Hidroksisinamik Asit Tiirevleri
-R; -Ra -Rs  -R4 -Rs
0 Klorojenik Asit Kuinik Asit  -H  -H -OH -OH
Rs N . [zoklorojenik Asit ~ Kuinik Asit -H -OH -OH -H
qu Kaftarik Asit Tartarik Asit -H -H -OH  -OH
Ry Ry Kutarik Asit Tartarik Asit -H -H  -OH -H
Ry Fertarik Asit Tartarik Asit -H -H -OH -OCHj;

1.6.2. Flavonoidler

Bitkilerin ikincil metabolitlerinden olan flavonoidler bitkisel gidalarda yaygin olarak
bulunan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik 6zelliklerden
sorumlu olduklari i¢in, analizleri 6nemli derecede ilging yapan bu tiir liriinlerin kalitesiyle
yakindan ilgilidirler (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Ulusoy, 2010). Flavonoidler bir
aromatik A halkasi, bir oksijen igeren heterosiklik orta halka ve birde aromatik B

halkasindan olusan flavan iskeleti olarak tanimlanir ve (C6-C3-C6) karbon iskeletine sahip
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bilesiklerdir yapisindaki -OH gruplari, reaktif ozelliklerinden dolayr kolaylikla
glikozitlenir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Tsiogiannis ve Oreopoulou, 2006; Plochmann

vd., 1997). Flavonoidlerin genel yapis1 difenilpropan (Cs-Cs3-Cs) yapisindadir (Sekil 3).

Sekil 3. Flavonoidlerin genel yapisi

Flavonoidler biiyiik ¢ogunlugu bitkiler tarafindan iiretilen 4000°den fazla bilesigi
iceren genis bir familyadir (Casagrande ve Darbon, 2001). Bu bilesikler bitkinin biiyiime
ve gelismesini etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine karsi savunma sistemin de bir
parcasini olustururlar. Ayrica farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan, antikanserojen
ozellikleri olduguda bilinmektedir (Havsteen, 2002). Flavonoidler yapisindaki heterosiklik
halkanin oksidasyon derecesine bagli olarak farkli gruplar igermektedir (Halag Tiirk, 2009;
Sahin, 2014). Yaklasik olarak 6500 farkli flavonoid tiiri bulunmakla birlikte yapisal olarak
5 farkli gruba ayrilir. Bunlar antosiyanidinler, flavonlar ve flavonollar, flavanonlar,
katesinler ve loykoantosiyanidinler ve proantosiyanidinler olmak tizere 5 farkli baglik

altinda toplanmaktadir.

1.6.3. Antosiyanidinler

Antosiyaninler bir aglikon (antosiyanidin), seker ve bazen mindr organik asitlerden
olusur. Seker kisimlar1 ise genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan olusur.
Ayrica p-kumarik, kafeik ve ferulik asit gibi asitlerle agillenmis olabilir (Shahidi, 1995;
Fennema, 1985; Kurilich, 2005). Antosiyaninler, suda ¢6zilinebilir niteliginin yaninda,
sebze ve meyvelerin pembe, kirimiz ve mor tondaki ¢esitli renklerini vermeden sorumlu
renk pigmentleridir (Hulme, 1971). Antosiyaninlerin aglikon kismini olusturan fenolik
bilesiklerin yapisinda -OH grubu arttik¢a rengin maviye dondiigii, -OCH3 grubu arttikga

kirmizi rengin arttigr goézlemlenmektedir (Akalin, 2011). Antosiyaninler sekerlerle
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baglanma pozisyonlarina gore farkli formlarda bulunurlar. Sekil 4’de antosiyanidinlerin

genel yapilar1 ve Tablo 2’de bazi tiyelerinin fonksiyonel gruplarina yer verilmistir (Belitz
ve Grosch, 1999).

Sekil 4. Antosiyanidinlerin genel yapisi

Tablo 2. Baz1 antosiyanidinlerin fonksiyonel gruplar1 ve renkleri

Antosiyanidinler Kisaltmasi -Ry -R, Renkliligi
Delfinidin Dp -OH -OH Koyu Mavi
Malvinidin Mv -OCHjs -OCHjs Mor
Pelargonidin Pg -H -H Turuncu
Peonidin Pn -OCHjs -H Acik Kirmizi
Petunidin Pt -OCHj; -OH Mavi-Mor
Siyanidin Cy -OH -H Kirmizi

1.6.4. Flavonlar ve Flavonollar

Flavon ve Flavonollarin kimyasal yapilari arasindaki farklilik, orta halkanin 3.
pozisyonundaki karbon atomuna bagli —H ve —OH grubundan ileri gelmektedir
(Cemeroglu vd., 2001; Sahin, 2014). Sekerlerle glikozit halinde baglanmis olarak bulunan
flavonollerin, monosakkarit ve disakkarit formlarnin yaninda trisakkarit formlarida
bulunmaktadir. Sekil 5’de flavonlar ve flavonollarin genel yapilart ve Tablo 3’de bazi

tiyelerinin fonksiyonel gruplarina yer verilmistir (Cemeroglu, 2004).



Sekil 5. Flavonollar ve flavonlarin genel yapisi

Tablo 3. Baz1 flavonol ve flavon fonksiyonel gruplari

Flavonollar Flavonlar
X=-0OH X=-H
-R; -R» -R; -R»
[soramnetin -OCHj3 -H Apigenin -H -H
Kamferol -H -H Krisoeriol -OCH3 -H
Kuersetin -OH -H Luteolin -OH -H
Mirisetin -OH OH Trisin - OCH3 -OCH3

1.6.5. Flavononlar

Flavanonlarin flavonlardan farkli olarak ortadaki halkada ¢ift bag bulunmamasidir.

Sekil 6’da flavononlarin genel yapilari ve Tablo 4’de bazi yapilarin fonksiyonel gruplarina

yer verilmistir (Nibbs ve Scheidt, 2012). Flavonlar da dogada genellikle glikozit seklinde

bulunurlar. Bu glikozitler 6zellikle turuncggillerde yaygin olarak bulunurlar (Cemeroglu,

2004).

Sekil 6. Flavanonlarin genel yapisi
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Tablo 4. Bazi flavanonlarin fonksiyonel gruplari

-R; -R>
Naringenin -H -OH
Eriodictyol -OH -OH
Hesperetin -OH -OCHj;

1.6.6. Katesinler ve Loykoantosiyanidinler

Katesinler, ti¢iincii karbon atomunda bir -OH grubu igermekte olup, Kimyasal
yapilar1 flavon-3-ol seklindedir. Katesinler, gidalarda ¢ok yaygin olarak bulunmakta
flavonoid biyosentezinde ara fiiriin olarak bulunan renksiz bilesiklerdir. Katesinlerin
yapilarinda iki tane asimetrik karbon atomu bulundugundan 4 tane izomeri bulunmaktadir.
Sekil 7°de katesinlerin genel yapilar1 ve Tablo 5’de bazi {iyelerinin fonksiyonel gruplarina

yer verilmigstir (Shahidi ve Naczk, 1995; Ulusoy, 2010; Sahin, 2014).

OH
OH
OH
OH
HO 0
HO (0} R
R
:///////OH OH
OH OH
Sekil 7. Katesinlerin genel yapilari
Tablo 5. Bazi katesinlerin fonksiyonel gruplari
Form A Form B
-R -R
(-)-Epikatesin -H (-)-Epigallokatesin -H

(-)-Epigallokatesin -OH (+)-Gallokatesin -OH
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1.6.7. Protoantosiyanidinler

Katesinler hem kimyasal hem de enzimatik olarak hava oksijeni ile kolaylikla
reaksiyona girerler. Reaksiyon sonunda kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar
(Saldamli, 2007). Proantosiyanidinler, katesinlerin flavan-3-ol yapisinin kimyasal veya
enzimatik olarak dimer, oligomer ve polimerlere kondensasyonu ile olusan bilesiklerdir.
Sadece epikatesin/katesin kondesasyonu ile olusuyorsa prosiyanidin, katesin/gallokatesin
kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin denir (Sekil 8). Bitkisel gidalarda daha ¢ok
proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlar1 seklinde bulunur
(Nizamlioglu ve Nas, 2010; Sahin, 2014).

HO OH

Sekil 8. Proantosiyanidinlerin kimyasal yapisi; R=H: Prosiyanidin, R=OH:
Prodelfinidin

1.7. Kromatografi

Kromatografinin ilk uygulamasini Rus botanik¢i Mikhail Tswett (1903) yilinda bitki
pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayriminda kullanmistir. Kullandigi kolonda renkli
bandlar olustugundan Tswett bu yonteme yunancada renk anlamina gelen
“chromatography” adin1 vermistir (Skoog vd., 1998; Giindiiz, 2001; Ettre, 2003; Ulusoy,
2010).
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Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit faz digeri hareketli faz
olmak iizere birbirleriyle karismayan iki fazli sistemde ayrilmasi, taninmasi ve
saflastirilmast yontemlerinin genel adidir. Bu bilesenlerden sabit faz bir kolon igersine
doldurulmus veya diiz bir zemin iizerine yayillmis herhengi bir kati veya kat1 {izerine
emdirilmis bir s1vi, hareketli faz ise s1vi, gaz veya siiperkritik bir akiskan olabilir (Ulusoy,
2010). Biitiin kromatografik metodlarda numune i¢ersindeki maddelerin sabit ve hareketli
faza etkilesimi sonucu ayrigmasi esasina dayanir. Bu ayrigmanin nedeni, maddelerin i¢inde
bulunan bilesenlerinin hareketli veya sabit faz olan farkli ilgileridir. Numune igindeki
farkli bilesenler sabit fazdaki dolgu maddesi ile etkilesim sonucunda degisik hizlarda
hareketliligi sonunda numunenin bilesenleri kalitatif veya kantitatif olarak ayirt edilebilen
ayr1 bantlar i¢inde ayrilirlar (Skoog vd., 1998; Akyliz, 2011). Kromatografi hareketli fazin
ozelligine bagli olarak degisim gostermektedir. Bunlar; eger hareketli faz sivi ise, sivi
kromatografisi (LC), hareketli faz gaz ise, gaz kromatografisi (GC), kritik sicakligin
tizerindeki sicakliga kadar 1sitilip, basing ile gergeklestirilen kromatografiye stiper-kritik
akigkan kromatografisi (SFC) denir (Skoog vd., 1998; Ulusoy, 2010; Sahin, 2014).

Kromatografik yontemler ayrilma mekanizmalarina gore:

e Adsorpsiyon (Sivi- Kat1 ) kromatografisi

e Dagilma (paylasim) (Sivi-S1vi) kromatografisi

e iyon degisimi kromatografisi

o Jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografisi
olarak siniflandirilabilir.

Adsorpsiyon kromatografisi: Ayrilacak olan bilesen sabit kati faz {izerinde tersinir
olarak adsorblanmalar1 esasina dayanmaktadir. Burada hareketli faz, adsorban iizerinde
stv1 olarak hareket eder ve bilesenler birbirlerinde kat1 yiizeye olan farkl ilgilerine gore
ayrilir. Bir maddenin tutunma giicii, molekiillerdeki fonksiyonel grup tiiriine ve sayisina
gore degisimine bagli olarak kalma siirelerinde kolonu terk etmektedir (Trathnigg vd.,
2004).

Dagilma (paylasim) kromatografisi: Ornekteki madde ya da bilesenler, durgun sivi
ile ¢oziicli arasindaki dagilma orani ayrilmanin ne kadar basarili olacagini belirler. Destek
katis1 lizerine kaplanan bir sivi sabit fazi olustururken, diger sivida hareketli fazi
olusturmakta olusturur. Sabit fazda ¢oziiniirliigii yiiksek olan bilesenler kolonda uzun siire
kalirken, ¢Oziintirligii diisiik olanlar daha kisa siire kalir. Dagilma kromatografisinde

sistemin ayirma giicii sabit faz, hareketli faz ve maddenin polaritelerine gére degisim
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gosterir. (Skoog vd., 2004). Hareketli fazin sabit fazdan daha az polar oldugu sistemler
normal faz kromatografisi; tersi durumunda ters faz kromatografisi denir.

Iyon degisim kromatografisi: Iyonlarin iyon yiiklerine gore yiizeye tutturulmus baska
bir iyonun yerini alma olayidir. Iyonlarin (katyon-anyon) yer degistirmesine dayanan bu
kromatografide, sabit fazda bulunan iyonlarla numunedeki aymi yukli i1yonlar yer
degistirir. Iyonik halde veya iyonlasabilen madde ya da pH’ya bagl olarak iyonlasabilen
molekiillerin ayrmmi igin kullanilan bir ydntemdir. Iyon degistirici dolgu maddeleri silika
lizerine iyonik fonksiyonel gruplarmn baglanmasiyla elde edilir. Iyon degistirme
mekanizmasinda hareketli fazin pH’s1 ve iyonik giicii alikonma siiresi lizerinde, hareketli
fazin organik ¢oziicii icerigine oranla daha fazla etkilidir. Ayrilacak madde ile sabit faz
arasinda ne kadar kuvvetli bag ve elektrostatik ¢cekim olursa alikonma o kadar gii¢lii olur
(Meyer, 1988; Snyder vd., 1988).

Jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografisi: Bu yontem o6zellikle yiiksek mol
kiitlesine sahip tiirlerde uygulanan bir yontemdir. Kolon, jel boncuklar polisakkarid veya
poliakrilamid polimerleri ile doldurulur. Gézenekler i¢inde molekiiller, etkin bir sekilde
yakalanir ve hareketli faz akimi ile uzaklastirilir. Molekiillerin matriksteki porlara takilma
ylizdesi, biiyiikliigii ile ters orantilidir. Porlara takilanlar daha yavas yiirtimiis ve kolonda
daha uzun siire kalmis olurlar. Bu sekilde dolgu maddesinin por biiyiikliigii ve 6rnekte

bulunan molekiillerin boyutu alikonma siiresini etkiler (Skoog vd., 1998).

1.7.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, 6zellikle biyolojik, farmakolojik, besinsel,
cevresel ve endiistriyel Orneklerindeki numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin
ayrilmast ve belirlenmesi icin uygulanan bir tekniktir (Ulusoy, 2010). Ayrim
gerceklestirilecek olan bilesenler, bir kolon igersinde bulunan genellikle kat1 bir destek
tizerindeki sabit faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon icinde farkli hizlarda ilerler.
Kolonu farkli zamanlarda terk eder ve bdylelikle birbirinden ayrilmis olurlar. HPLC
enstriimanlart bir mobil faz rezervuari, pompa, enjektor, bir ayirma kolonu (se¢imli 6n-
kolon), ayrim i¢in ugun dedektor, kolon firin1 ve kaydedici (bilgisayar ) igerirler.

Genelde HPLC caligma prensibi tek bir ¢oziicli veya karistirilan iki veya daha fazla
¢Oziiclinlin karistirilmasiyla gerceklestirilir. Coziiciilerin degisikligi ve ilaveler ayirmanin

seciciligini optimize etmek i¢in kullanilir. Mobil fazin akis hiz1 ayirma islemi siiresince
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ayn1 olmali ve ¢oziicii sisteminde herhangi bir hava kabarcig1 olmamasina dikkat edilmeli,
hassasiyet icin olasi hava kabarciklarint ve ¢oziinmiis gazlarin giderilmesi igin HPLC
cihazlarinda pompa {initesinden 6nce degaz lniteleride mevcuttur (Skoog vd., 1998).
Pompa yiiksek basingta mobil fazin akisini saglar ve ayirma esnasinda ¢oziiciilerin g¢esitli
oranlarda karistirilmasina programlanabilir. HPLC sisteminin en énemli kismini olusturan
pompa, yiiksek basingta mobil fazin sabit akisini saglar ve ayirma esnasinda ¢oziiciilerin
cesitli oranlarda karistirilmasiyla programlanabilir. Akis hizi kolonun i¢ ¢apina baglidir;
kolonda kiigiik i¢ cap1 kiiglik akis hiz1 gerektirmektedir. Analitik HPLC igin tipik olarak
0,5- 5 mL/dk akis hiz1 400 bar’a kadar ¢alisan pompalar iiretilebilir (Akyiiz, 2011).

HPLC’de numune enjeksiyon sistemi analiz edilecek karigimin sisteme verildigi
parcadir. HPLC cihazlarinda numune iki farkli sekilde sisteme enjekte edilebilir. Bunlar,
manuel (elle kumanda edilen) ve bilgisayar kumandali oto-enjektdrler (auto sampler)
seklinde yapilabilir. Manuel olan bir sistemde 6rnek enjeksiyonu isleminin kolaylikla
yapilabilmesi ve ¢oziicii akisinin enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in analiz edilecek 6rnek
cok uglu bir valfe gonderilir. Bu valf yardimiyla 6rnegin bulundugu hareketli fazin kolana
dogru tasinmasi saglanir (Dursun, 2011).

HPLC ile numune bilesenlerinin ayrimu farkli kromatografik teknikler kullanilarak
yapilabilmekte ve bu 6zel uygulama i¢in segilen teknik, ayrilacak analitlerin 6zelliklerine
gore degisiklik gosterir (Lindsay, 1987). Cogu HPLC ayirmalar dagilma tiplerine gore
calisir. Dagilma kromatografisi hareketli ve sabit fazin bagil polarligina dayali olarak iki
temel forma ayrilir (Skoog, 1998). Normal faz sivi kromatografisinde maddeler polar
kolonda adsorpsiyon prensibiyle ayrilacaksa, sabit faz olarak genellikle polar katilar
kullanilirken, hareketli faz ¢oziiciileri apolar veya ¢ok az polar sivilar olamalidir (hekzan,
pentan, kloroform, ksilen vb. ya da bunlarin karisimlari). Analitin tutunmasi hareketli fazin
polaritesi arttikca azalir. Ters faz kromatografisi en yaygm kullanilan sivi
kromatografisidir. Burada sabit faz apolar iken hareketli faz polardir. Analitler yiizeye
apolar fonksiyon gosteren gruplariyla baglanirlar. En polar analit kolonu ilk 6nce terk eder.
Ters faz kromatografisi orta- yiiksek polarliliga sahip olan analitlerin ayrimi1 i¢in olduk¢a
uygundur. Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilmis olup, silika jelde modifiye olan
oktil (C8) ve oktadesil (C18) en ¢ok kullanilan fazlardir. Ters faz sivi ve normal faz sivi
kromatografisinde madde, polaritesinin sabit faz polaritesine yakinligina goére kolondan

alikonulur ve hareketli fazin polaritesine yakin olan maddeler kolonu ilk dnce terk eder.
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HPLC sistemlerinin dort temel bilesenlerinden olan dedektor, kolonda birbirinden
ayrilan maddelerin bilesenlerinden alinan cevap dogrultusunda sinyallerin kromatogram
tizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan {initedir ve kolondan sonrasina monte edilir.
Uygulanmaya baslandig1 giinden bu yana HPLC sistemlerinde ¢ok sayida farkli 6l¢iim
ilkelerine dayanan dedektorler gelistirilmistir. Yaklagik on iki tane dedektér LC
analizlerinde kullanilabilmesine ragmen yaygin olarak dort tanesi kullanilmaktadir. Bunlar;
UV dedektor (sabit ve degisebilen dalga boyu), refraktif indeks dedektorii, floresans
dedektor ve kiitle spektrometresidir (Skoog vd., 2007).

1.7.1.1. Ultraviyole (UV) Dedektor

HPLC sistemlerinde ideal bir dedektdr; genis konsantrasyon araliginda, yiiksek
duyarliliga, diisiik giiriiltii seviyesine, bilinen segicilige sahip olmali ve kromatografik
rezoliisyona kot etki yapmaksizin kolon akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir. Boyle
bir dedektdr analiz yapilacak numunenin cinsine uygun olmasinin yaninda sicaklik ve
basingtaki degisimlerede duyarsiz olmalidir. Bu 0Ozellikleri sahip olan ve sivi
kromatografisinde yaygin olarak kullanilan dedektorlerden biri ultraviyole dedektoriidiir.

Pek cok organik molekiil ve fonksiyonel grup 190- 800 nm aralifinda ultraviyole
(UV) ve/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli
olarak 1s1n demeti gegerken analitler tarafindan 1s181n bir kismi adsorbe edilebilir. Boylece
analiz edilmek istenen bilesigin kalitatif veya kantitatif tayini yapilmis olur (Harwey,
2000).

Lambert-Beer kanuna gore zamana kars1 absorbans 6lgiiliir. Genellikle tek veya en
fazla iki dalga boyunda es zamanli Ol¢iim yapabilmektedir. Diger dedektorlerin sahip
olduklari uygulanabilirlik kisitlamalar1 nedeniyle LC sistemlere duyarli UV dedektorlerin,
hem organik hem de inorganik sistemlere uygun, 10™*- 10° M araliginda tipik duyarlilik
degerine sahip olamasindan dolayr c¢aligmalarda en yaygin dedektdr tipi oldugu
bilinmektedir.

Zamanla UV dedektorii gelistirilerek modifiye edilmis ve c¢alismalar sonucunda,
doteryum veya tungsten lambali 151k kaynakli diyot serili spektrofotometreler (DAD)
kullanilmaya baslanmistir. UV dedektorii ile ayni ¢alisma prensibine sahip yani zamana

kars1 absorbans ol¢iiliir.
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Fotodiyot dizisi dedektoriin (Photodiode array dedector- DAD) UV dedektoriinden
farki, 512 elementten olusan bir yiizeyde ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli
olarak spektrum alabilme 6zelligine sahiptir. Bu 6zelligi nedeniyle kromatogramda yer
alan tiim piklerin arzu edilen dalga boyu araligindaki spektrumlarinida gdsteren ii¢ boyutlu
(X, y ve z) kromatogramlarina sahip olamsindan &tiirii karisik rneklerde pik teshislerinin

daha saglikli bir sekilde yapilabilmesine olanak saglar.

1.7.1.2. Fotodiyot Dizisi (DAD) Dedetor

Fotodiyot dizisi dedektorii UV-Vis dedektoriiniin daha gelismis bir modelidir. Bu
sistemin UV-Vis dedektoriinden farki, 512 diyotdan olusan bir yiizeyde, her diyodun ayri
bir dalga boyundaki absorbansi es zamanl ve anlik spektruma alabilme 6zelligine sahiptir.
Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum
taramasini gorebilmek olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda ¢alisilabilmesi bu
dedektoriin sagladigi bir diger onemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi déteryum veya
tungsten lambadir (Yildiz ve Geng, 1993). HPLC-DAD kombine sistemi ile analitlerin
HPLC ile alikonma zamanlarina ilave olarak es zamanli alinabilen spektrumlari sayesinde

dogru tamimlanmalar1 miimkiindiir.

1.7.1.3. Refraktif indeks (RID) Dedektor

Isin fiziksel yogunluklar1 farkli olan bir ortamdan digerine gegerken, bu iki
ortamdaki hiz farki nedeniyle aniden yon degistirir. Bir maddenin refraktif indeksi, bir
ortamdan digerine gegen paralel 1s1n demetinin yoniindeki degisikligin (kirilma) Kirilma
indisi dl¢iiliir. Ornek bilesenlerinin bulundugu ortamda yogunluk artacagindan gelen 151k
kirilarak hiicreyi terk eder. Refraktif indeksleri farkli olan iki ortam arasina giren 1s1nin bir
bolimii yansimaya ugrar ve ortamlar arasindaki refraktif indeks farki ne kadar biiyiik
olursa 1smin yansiyan boliimiide o kadar biiyiik olur. Isigin 6l¢iilen kirilma oranindan
(kirmma indisi) kanitatif tayin yapilabilmektedir. LC uygulamalarinda refraktif indeks
dedektorlii en az hassasiyette olan dedektoriidiir. Cevre sicakligi, basing, akis hizi
degisikliginde dedektoriin algilamasida degigmektedir. Noniyonik, UV bolgede

absorbsiyon yapamayan maddeler ve fliloresans olmayan bilesikler i¢in uygun olan



23

RID’leri; diferansiyel indeks, frensel metodu, christiansen etki, interferometre ve dielektrik
sabiti gibi dedektor cesitleri bulunmaktadir.

LC sistemlerde konsantrasyon hassasiyeti ayrimi igin  RID  genellikle
kullanilmaktadir (Kenmore, 1997). Normal faz sivi kromatografisinde kullanilan RID
kolon dolgu maddeleri silika veya aliimina, kullanilan hareketli fazlar ise daha diisiik
polariteli ¢oziiciilerdir. Silika tizerine farkli polaritelerdeki -CN, -NO, ve -NH, gibi gruplar
baglanarak farkli sabit fazlar elde edilebilir RID’de daha ¢ok NH; kolonu kullanilmaktadir.
Refraktif indeks dedektorii sicaklik ve dalga boyundaki degisimlere karsi hassas
oldugundan belirli bir sicaklik (20°C) ve dalga boyu (589,3 nm) araliginda calisiimaktadir.
Refraktif indeks dedektorii kantitatif tayinlerde kullanilmakta olup yaygin olarak
karbohidrat miktari tayinleri i¢in RID kullanilmaktadir.

1.8. Bahin Baz Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
1.8.1. Karbon izotop Oram

Bal, hileye acik bir {iriin olup, ekonomik kaygilar ucuz seker kaynaklarindan bal
tiretilmesinin hilelerinide beraberinde getirmektedir. Diinyada seker kamist ve misir
surubundan elde edilen sekerler nispeten ucuz sekerler olup (White, 1992) arilarin bu seker
suruplar1 ile beslenmesi ile yiliksek verimde ve fakat hileli ballar iiretilip ticareti
yapilmaktadir. Baldaki hileyi tespit etmenin Onemli bir yoluda cografik karbon
izotoplarinin analizidir. Balda kamis sekeri veya misir bazli seker katkisinin tespiti i¢in
giinimiizde en yaygin yoOntem olan B3C analizidir. Bu yontem ilk kez 1978 yilinda
uygulanmustir (Kerkvliet ve Meijer, 2000). Bu amagla baldaki ve balin protein fraksiyonu
arasindaki karbon izotop farkli (13C/12C) balin safliginin kalitatif ve kantitatif bir
gostergesidir. '*C analizi seker beslemeli ballarin tespitinde kullanilan izotopik teknik olup;
bitkilerin biinyelerinde dogal olarak fotosentez sebebiyle bulundurdugu C3 ve C4

arasindaki izotop orani farkliliklarina dayanir.
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1.8.2. Nem I¢erigi

Balin nem igerigi iklim kosullar ile iligkili bir parametre olup, iiretim yili veya
tiretim mevsimi ve olgunluk derecesine baglidir (White, 1978). Balin nem igerigi,
depolama sirasinda fermentasyon olaymin Onlenmesi ve balin stabilitesinin devami
acisindan 6nemlidir. Baz1 mayalar (ozmofilik maya), yiiksek oranda nem igeren ballarda
canli kalabilmekte, balin bozulmasina neden olmaktadir. Buna karsin, olgunlagsmis balin
nem igerigi herhangi bir mikroorganizmanin gelisimine olanak vermeyecek kadar
disiiktiir. Balin nem igerigi % 17°den diisiik ise hi¢ bir sekilde fermentasyon

gerceklesmemektedir (Amor, 1978; Molan, 1992; Singh ve Bath, 1997).

1.8.3. Elektriksel iletkenlik

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi yani elektronlarin akisini tagima
yetenegidir. Ballarda elektriksel iletkenligi esas olarak balin mineral madde igerigine
dayanmaktadir (Andrade vd., 1997). Bal standartlarina gore ballarda elektriksel iletkenlik
degeri ¢icek bali ve firmeilik balinda 0,8 milli Siemens /cm? den fazla olmamalidir. Salgi
bali ve kestane balinda ise bu degerin en az 0,8 milli Siemens /cm? olmasi gerektigi

vurgulanmstir.

1.8.4. CIE-Lab Renk Degeri

Bal, genellikle saydamdan baslayip, koyu kirmiziya kadar; sari, kehribar, kahverengi
yesilimsi ve kirmizimsi renklerde olmaktadir. Ballar renklerine gore; su beyazi, ekstra
beyaz, ekstra agik amber, koyu renk olarak dort gruba ayrilmaktadir. Bala renk veren
maddeler; klorofil, karoten, ksantofil ve bilesimi bilinmeyen sar1 ve yesil rengi meydana
getiren bitki pigmentleridir.

Balin rengi diinya piyasasinda bal fiyatlarini tayin eden faktorlerinden biri olup balin
tilketici tarafindan kabul edilmesi ile iliskilidir. Agik renkli ballarin tadi yumusaktir ve
koyu renkli ballardan daha yiiksek ticari degere sahiptir (White vd., 1978). Balin renk,
aroma ve tat gibi Ozellikleri, iklim, iiretim kosullar1 ve floral kaynagma bagli olarak

degismektedir.
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Balin rengi iki farkli sekilde Olctilebilmektedir, PFUND skalasina gore ki bu yontem
spektrofotometrik bir yontemdir. Diger yontem CIE L'a’b™ tristumulus methodu (Aubert
ve Gonnet 1983; Ortiz vd., 1990; Bogdanov vd., 2004; Gonzalez-Miret vd., 2005; Tezcan
vd., 2011) olup yine basit gelistirilmis bir renk okuyucudan ibaret olup gidalarin renginin
tayinden siklikla kullanilmaktadir. Hunter L, a ve b renk degerleri olarak da
tamimlanmaktadir. Bu yoOnteme gore renk degerleri L, koyuluk/agiklik ( 0: siyah;
100:beyaz); a (-a, yesillik; +a, kirmizilik); ve b (-b, mavilik; +b, sarilik) olarak ifade
edilmektedir (Y1ildiz ve Alpaslan 2011).

1.8.5. Optik Cevirme Agis1 (a-ratation)

Balin polarize 15181 ¢evirme yonii ve miktar1 bal ¢esitlerine gore degisim gostermekte
olup, cicek ballar1 15181 sola ¢evirirken, salgi ballar1 15181 saga ¢evirir. Bu ayrim sayesinde
balin salg1 bali m1 yoksa ¢igek bali m1 oldugu tespit edilmis olur. Normal ve olgunlagmis
baldan hazirlanan taze soliisyonlar polarize 15181 sola cevirirken, sakkarozun fazlasi yani
olgunlasmamis veya tagsis edilmis olanlar ise 15181 saga ¢evirmektedir (Berretta vd., 2005;

White, 1989).

1.8.6. Mineral Icerigi

Balda mineral madde miktar1 % 0,02- 1,0 arasinda degisim gostermektedir. Balin
icerdigi mineral maddeleri baslica K, Ca, Na ve P olup bunlar takiben Fe, Cu, Zn, Se, F,
CI bulunmaktadir (Otles, 1995). Balin mineral igerigi besin degerinin degerlendirilmesinde
onemli bir 6zellik oldugu yapilan birgok ¢alismayla tespit edilmistir (Almeida-Silva vd.,
2011; Ferna'ndez-Torres vd., 2005; Lachman vd., 2007; Silici vd., 2008; Vanhanen vd.,
2011). Koyu renkli ballar ile agik renkli ballarin mineral igerigi % 0,04- 0,2 arasindadir
(Vanhanen vd., 2011). Koyu renkli ballarin agik renkli ballara gére mineral igerigi fazladir.
Koyu renkli ballarda aminoasit, seker miktar1 ile mineral maddelerden 6zellikle demir,
bakir, manganez miktarlarinin fazla oldugunu ve baldaki mineral maddeler arttik¢a rengin
koyulagtig1 bildirilmistir (White, J.W., 1975). Salg1 ballar1 ¢icek ballarina gére daha
zengin olup, bu ozelliklerinden dolayr tedavi amagli olarak kullanilimakta ve kristalize

olmadiklar1 i¢in bazi tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir.
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1.8.7. Prolin Icerigi

Bal, yapusndan % 0,20 oraninda protein igerir, bu protein bir kismi aridan bir kismi
ise polenlerden ileri gelmektedir (Komanine, 1960; Anklam, 1998; Hermosin et al. 2003).
Bal, 20 aminoasidi biinyesinde bulundurmakta, bu aminoasitlerden en fazla bulunan prolin
(% 50- 85) olup, onu fenil alanin, tirozin, lizin, arginin, glutamik asit, histidin ve valin
takip etmektedir. Ayrica balda baz1 esansiyel olmayan amino aistler (y-aminobutirik asit,
amino izobutirik asit, butirk asit, ve ornitin) de yer almaktadir (Cotte vd., 2004). Prolin
bitkisel kaynakli degil hayvansal kaynakli oldugu bildirilmektedir (Cotte vd., 2004).
Yapilan bir calismada prolin degerinin armin ¢alisma kapasitesinin bir Ol¢iisii oldugu
gosterilmistir. Arilar seker suruplari verildigi zaman arinin ¢alisma performans: diismekte
ve bunu takibende prolin degeride azalmaktadir. Prolin miktarinin ballardaki
konsantrasyonlar1 bitki florasina gore de degisim gostermekle birlikte saf ballarda 300-
1200 mg/kg arasinda degisim gostermektedir. Avrupa birliginin bal gida kodekslerine gore
balin prolin degeri 180 mg /kg iizerinde ve Tiirk Gida Kodeksine gore bu 300 mg/kg’in

tizerinde bulunmalidir (Bogdanov, 1997).

1.8.8. Diastaz Aktivitesi

Diastaz aktivitesi, deney kosullarinda, 40°C’de, bir saat icinde % 1’lik nisastay1
belirlenen son noktaya (0,235 absorbansa ulasmak igin gereken siire) doniistiirecek
enzimin miktar1 olarak tamimlanir. Bir gram basma Schade birimi veya Gothe birimi
seklinde ifade edilmektedir (Bogdanov, 2002). Diastaz enzimi (amilaz), nisastanin maltoza
doniismesini saglamaktadir. Diastaz aktivitesi, depolamadan etkilenmekte olup sicakligin
artmasina karsi duyarlidir. Bu nedenle, balin tazeliginin bir isareti ve ne kadar hangi
kosullarda depolandiginin da bir gostergesidir. Flora kaynagina bagl olarak ballarda farkl
diizeylerde bulunmakla birlikte, diastaz aktivitesinin beklenen diizeyinden az ¢ikmasi,
ballarda kalitenin énemli bir isaretidir. Avrupa Birligi Direktifleri ve Tirk Gida Kodeksi
Bal Tebligi (Anonymous 2002, Anonim 2005)’e gore balin diastaz aktivitesi, 8 birim
diizeyinden daha az olmamalidir. Narenciye ballarinda ise, 3 birim diizeyinden daha az

olmamalidir.
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1.8.9. 5-Hidroksimetil Furfural (HMF)

5-hidroksimetilfufural (HMF) enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlariin bir
tiriinii olup gidalarda seker ve proteinlerin kondensasyon reaksiyonu sonucu olusur. Balda
HMF balin tazeligi ve 1s1l isleme maruz kalip kalmadigimin bir indikatérii olarak
kullanilmaktadir. Balda diisiik ¢ikmasi balin tazeliginin gostergesidir. HMF kristalize
olmus balin 1s1l islem sonucu ¢oziindiiriilmesiyle artis gostermektedir. HMF sekerler ile
amino asitler gibi yapisinda amin grubu igeren biyomolekiiller arasinda gergeklesen
Maillard reaksiyonlari iirlinlerinden biridir. Ballardaki HMF miktar1 zaman ve sicakliga
bagli oldugu gibi pH, nem, indirgen seker orani, botanik 6zellik gibi ¢esitli faktorlerden de
etkilenmektedir. Bu nedenle ¢ogunlukla ballarin tazeliginde ve 1s1l islem uygulamasinin bir

indikatori olarak HMF miktarina bakilir.

1.8.10. Seker I¢erigi

Fruktoz ve glukoz basta olmak iizere balda yaklasik olarak yaklasik 15- 20 degisik
mono- di ve trisakkarit varlig1 belirlenmis olup bunlarin miktar1 ve oranlar1 balin floral
kaynagina, tiretim bi¢imine bagli olarak degisim gostermektedir. Ballarda en sik tespit
edilen bal tiirleri Tablo 6’daki gibidir (Kolayli vd., 2012). Fruktoz ve glukoz orani balin
tiriine gore degisim gostermektedir ve glukoz orani yiliksek ballar oda sicakliginda

kristallesmeye egilimlidir (Cavia vd., 2002).

Tablo 6. Balda en sik goriilen seker tiirleri

Monosakkaritler

Disakkaritler

Trisakkaritler

Glukoz Sukroz (max.%5) Melesitoz

Fruktoz Maltoz (0,5-3,5) Isomaltotrioz

Arabinoz Isomaltoz Rafinoz
Turanoz Theanderoz
Trehaloz Isopanoz
Neotrehaloz Erloz
Melibioz Panoz
Maltuloz Maltotrioz
Kojibioz Laminaritrioz
Gentiobioz Kestoz
Palatinoz Neokestoz (Fruktoz trisakkarit)
Nigeroz Sellobioz
Laminaribioz

Difruktoz Anhydrid
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1.9. Bahin Biyoaktif Ozellikleri

1.9.1. Antioksidan Tayin Yontemleri

Literatirde dogal iiriinlerin ve balin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde
kullanilan pek ¢ok antioksidan yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemlerin esasi gesitli
yollarla olusturulmus oksidasyonu onlemek, durdurmak, olusumunu 6nlemek, radikalik
zincir reaksiyonlar1 durdurmak veya bir dereceye kadar azaltabilmektir.

In vitro olarak yapilan antioksidan aktivitenin &lgiilmesi iki temel unsura
dayanmaktadir. Bunlardan ilki, tek elektron transferine dayali olan yontemler (Toplam
fenolik madde miktari, FRAP, TEAC, DPPH, CUPRAC vb.) ikincisi; hidrojen atomunun
transferine dayal1 yontemler (TRAP, ORAC vb.) (Biiyiiktuncel, 2013; Sahin, 2014).

1.9.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Yontem ballarda bulunan fenolik maddelerin Folin Ciocalteu reaktifi ile renkli
kompleks olusturmasi esasina dayanan Folin (Singleton ve Rossi, 1965; Singleton vd.,
1999) metodu dogal iiriinlerde toplam fenolik madde Ol¢limii i¢in en ¢ok kullanilan
yontemdir. Olusan mor menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans
olusturur. Bu rengin spektrofotometrik dl¢iimii ile toplam polifenolik madde miktari tespit

edilir.

1.9.1.2. Toplam Flavonoid Madde Miktari

Fenolik bilesiklerden flavonollerin tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore
yapildi. Hazirlanmis metanol bal ekstraklari ¢aligmada kullanildi. Ayni1 zamanda standart
olarak kuarsetinin 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 mg/mL’lik bir seri ¢ozeltisi
metanol icerisinde hazirlandi. Calismada numune ve standartlara ait pipetlemeler numune
degisen konsantrasyonlarda 0,5 mL ilave edildir, mutlak metanol 4,3 mL %10’ luk
AI(NO3); 0,1 mL, 1 M NH4.CH3COO 0,1 mL ilave edilerek 40 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakilir ve 415 nm’de absorbans degerleri 6l¢iiliir.
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Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik ¢izilir. Cizilen grafige
gore bal ekstraklarinin toplam flavonol miktar1 bulundu, seyreltme faktorleri de dikkate

alinarak asil numunenin mg Kuersetin esdegeri/ g bal olarak flavonol miktar1 bulunur.

1.9.1.3. Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Gii¢-FRAP

FRAP yontemi, dogal iiriinlerin antioksidan kapasitelerinin tayininde en sik
kullanilan yontem olup antioksidan maddelerin Fe(Ill)- TPTZ kompleksinde bulunan
demir (III) iyonunun indirgenmesi esasina dayanan ve hidrojen transferi ne dayanan bir
yontemdir (Sekil 9). Metodu ilk olarak Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilmis ve sonra
(Benzie ve Strain, 1999) tarafindan modifiye edilmistir. Cozeltide bulunan antioksidan
maddeler tarafindan indirgenen Fe(III) 760 nm’de absorbas verir, absorbans ne kadar
yiiksek olursa antioksidan aktivite o kadar yiiksektir. Sonuglar FeSO,7H,O degeri

cinsinden ifade edilir.

7z
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_N— | _Nx (II)Fe/
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S / N7 \
N \ SN
N | N S
| A N I A
= =
Fe3™-TPTZ + indirgen antioksidan » Fe'2- TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 9. Demir (III)’lin indirgenme reaksiyonu

1.9.1.4. Serbest Radikal Temizleme Antioksidan Tayini

1.9.1.4.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPHe (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik olarak iiretilen bir radikal olup 517
nm’de maksimum absorbans olusturur (Cuendet vd., 1997) (Sekil 10). Antioksidan madde
veya maddelerle muamele edildiginde DPPHe’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak

absorbansin diisiistine sebep olmaktadir. Gerek standartlarla gerekse numunelerle
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reaksiyona giren DPPHe reaktifinin olusturdugu absorbans degisimi 517 nm’de 6l¢iiliip

absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilir.

[ ]
N—N NO,

Sekil 10. DPPHe (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) radikalin formiilii

1.9.2. Antimikrobiyal Aktivite

19. yiizyilin ikinci yarisinda enfeksiyon hastaliklarin etkenlerinin arastirilmasiyla
birlikte antibiyotikler hakkindaki bilgide gelismeye baslamisitir. Eski zamanlarda
enfeksiyon tedavisi i¢in ya enfekte olmus viicut bolgeleri kesilir yada hastaya arsenik
i¢irilirdi. Daha sonraki yillarda yapilan g¢alismalar neticesinde bir¢ok antibiyotik bulup,
glinlimiize kadar tedavi amagh kullanilmaktadir. Genel olarak bakteri ve mantar tiirlerini
oldiiren veya tiremelerini onleyen bilesiklere antimikrobiyal madde denilir. Antimikrobiyal
maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az ya da ¢ok olmasina bagl
olarak dar ya da genis spektrumlu seklinde tanimlanir.

Balin besin iceriginin insan sagligina etkisinin yani1 sira olaganiistii bir 6zelligi vardir
ki buda antmikrobiyal aktivitesidir. Balin antimikrobiyal 6zelligi bilesimindeki benzil
alkol, 1,4-dihidroksibenzen, terpenler ve 2-hidroksibenzoik asit gibi maddelerin
varhigindan kaynaklandigi bilinmesine karsi, bilim adamlarina gore balin antmikrobiyal
etkisi aridan m1 yoksa nektardan mi bala gectiginin heniiz bilinmedigini ifade etmektedir
(Anonim, 2003b). Eski zamanlardan giinlimiize kadar yapilan bir¢ok caligmada balin
antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu bilinmektedir. Yaklasik olarak 60 tane bakteri tiirii
olup bunlar aerobik, anerobik ve gram pozitif ve gram negatif bakterilerine karsi balin
inhibitor etkisi oldugu bilinmektedir (Taormina vd., 2001; Liu vd., 2013). Balin
antimikrobiyal aktivitesi onun asitligine, diisiik pH degeri, osmotik basincina, glukoz
oksidaz araciligiyla enzimatik olarak hidrojen perokit liretimine ve non-peroksit aktivite

gibi karakteristik Ozelliklere baglidir. Balda non-preoksit antimikrobiyal faktor lizozim,
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fenolik asitler ve flavonoidler antimikrobiyal aktiviteye biitiin olarak katkida bulunabilir
(Taormina vd., 2001). Cesitli bal 6rneklerinde gozlenen antimikrobiyal aktivite nedeni,
yiiksek seker konsantrasyonuna (diisiik su aktivitesi) bagli inhibisyon, hidrojen peroksit
olusumu, proteinli antimikrobiyal bilesenlerin varligini belirler (Mundo vd., 2004). Balin
icerdigi glukozoksidaz enzimi su ve oksijen varliginda, glukozu glukonik asit ve hidrojen
perokside parcalamaktadir. Olusan hidrojen peroksit ve asidik ortam, olgunlasma sirasinda
bali korumakta ve antimikrobiyal 6zellik kazandirmaktadir. Baldaki esas antimikrobiyal
bilesen hidrojen peroksitdir.

Yeni Zelanda manuka agacinin iiretilen manuka (Leptospermum scoparium) bali
farkl1 bakteri tiirlerine karst ¢ok yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Lee wvd., 2008; Sherlock vd., 2010). Manuka balinda bulunan
dihidroksiasetonun metilglioksale doniismesi manuka balina diger ballarda olmayan non-
peroksit aktivite kazandirmakta ve buda yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasini
saglamaktadir (Al-Hasbi, vd., 2012). Hastalik ve enfeksiyonlara neden olan birgok
mikroorganizmanin gelisimi bal tarafindan inhibe edilmektedir. Mundo vd. (2004) yilinda
yapmis oldugu calismada balin Escherichia coli, Staphylococcos aureus ve Salmonelle
enterica gibi bakterilere karsi etkili oldugunu tespit etmistir. Balin antimikrobiyal 6zellik
gostermesinin  insan sagligi acisindan Onemi, gida patojeni ve bozulma yapan
mikroorganizmalarin gelismesine izin vermemesi ve enfeksiyonlarin iyilesmesine yardimcei
olmasindan ileri gelmektedir.

Gilinlimiizde antimikrobiyal aktivite belirlemede iki farkli yontem kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiiriine kars in
vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Bunlar, diliisyon (seri seyreltme)
yontemidir. Bu yoOntem antibiyotiklerin sivi ya da kati birsekilde (agar diliisyon)
besiyerlerinde bir seri halinde seyreltmesi ve duyarliligi belirlenecek bakterinin belirli
sayida hiicre igeren silispansiyonunda ayni oranda ilave edilmesi esasina dayanmaktadir.
Difiizyon yontemi ise, belirli konsantrasyonlardaki antibiyotiklerin kat1 besi yerine difiize
olmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontem disk difiizyon yontemi olarakda ifade
edilmektedir. Disk-difiizyon yontemine benzeyen, minumum inhibitdr konsantrasyonu
belirlemesini saglayan E-testi (dereceli antibiyotik seridi yontemi) kantitatif bir yontem

olarak kullanilmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan cihazlar ve marka/modelleri

Cihaz Adx Marka/Model

LC-UV Thermo Scientific Surveyor™, San Jose, CA, USA

LC-UV Elite LaChrom, Hitachi, Japonya

LC-RID Elite LaChrom, Hitachi, Japonya

UV-vis spektrofotometre  Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., Los
Angeles, CA, USA

pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland

Hassas Terazi Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland

Saf Su Cihazi Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea

Refraktometre Atago

Polarimetre Beta PPP7 Optical Activity, England

Iletkenlik Olgiim Cihazi  WTW inoLab Cond / 720, Germany

Renk Olgiim Cihaz1 CM_2500 c portatif spektrofotometre konica minolta China

Vorteks karistiric Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA

Etiiv Niive, EN 400, Ankara, Tiirkiye

Magnetik karistirict Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany

Rotary evaporator
Vakum Pompasi
Yar1 otomatik pipetler

IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Germany
Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Switzerland
Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany

2.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan temel kimyasal madde ve malzemeler Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Kullanilan kimyasallar ve satin alinan firma

Kullanilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Gallik asit
Protokatekuik asit
p-OH benzoik asit
Katesin
Klorogenik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
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Vanilik asit

Kaffeik asit

Siringik asit
Epikatesin
p-kumarik asit
Ferulik asit

Rutin

Myrisetin

Fisetin

Kuersetin
Asetonitril-LC Saflikta
Metanol-LC Saflikta
Asetik Asit

HCI
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi
% 3’liik Ninhidrin
FeSO47H,0

Riboz

Arabinoz

Fruktoz

Glukoz

Galaktoz

Sukroz

Maltoz

Teraloz

Melebioz

Melezitoz

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

2.3. Cozeltiler

Caligsmada kullanilan kimyasal ¢ozeltiler ve hazirlaniglart Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Cozelti

Hazirlams1

HPLC-UV ile Fenolik Bilesen Analizleri I¢in

Gallik asit
Protokatekuik asit
p-OH benzoik asit
Klorojenik asit
Vanilik asit
Kaffeik asit
Siringik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit
Katesin
Epikatesin

Rutin

Myrisetin

Fisetin

Kuersetin
Apigenin
Kaemferol
[sorhametin

%50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢6zeltiden,
1- 2- 5- 10- 20- 30 ppm olacak sekilde ¢oziiclisiiyle (%50-50
metanol-saf su) seyreltilir.

%100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden, 1- 2- 5-
10- 20- 30 ppm olacak sekilde ¢oziiciisiiyle (%100 metanol)
seyreltilir.

Propilparaben

% 100 metanolle 1000 ppm’lik stok ¢o6zelti hazirlanir.

% 2’lik Asetik Asit

20 mL glasiyel asetik asit balon jojede saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanir.

%70-30 Asetonitril-
Saf Su

700 mL asetonitril balon jojede saf su ile 1000 mL’ye tamamlanur.

HPLC- RID ile

Seker Bilesen Analizi I¢cin

Riboz
Arabinoz
Fruktoz
Glukoz
Galaktoz
Sukroz
Maltoz
Teraloz
Melebioz

%100 saf su ile hazirlanan 100 mg/mL’lik stok ¢ozeltiden, 1,25-
2,5- 5- 10- 20 mg/mL olacak sekilde (%100 su) seyreltilir.

Melezitoz

HMF Analizi i¢in

5-Hidroksimetil-2-
Furfural

1,3125- 2,625- 5,25- 10,5- 21- 42- 105 mg/L olacak sekilde saf su
icersinde hazirlandi.

Toplam Fenolik Madde Miktari i¢in

0,2 N Folin- 2 N Folinden 1:10 oraninda saf suyla seyreltilerek kullanilir.
Ciocalteu

% 10’luk Na,COs3 10 g Na,CO3 90 mL suda ¢oziiliir, 100 mL’ye tamamlanur.

Gallik Asit (1 Metanolle hazirlanan stok ¢o6zeltiden, 0,5- 0,25- 0,125- 0,0625-

mg/mL)

0,03125 mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek hazirlanir.
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Tablo 9’un devami

Toplam Flavonoid Madde Miktar Ici

1 M NH,CH3;COO 7,7 9 NH;,CH3COO 100 mL saf suda ¢oziiliir.

%10 AI(NO3)3 1 g AI(NO3); 10 mL saf suda ¢oziiliir.

Kuersetin (1 mg/mL)  Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 0,5- 0,25- 0,125- 0,0625-
0,03125 mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek hazirlandi.

Demir (IIT) Indirgeme/ Antioksidan Giic -FRAP icin

HCI (40 mM) Yaklagik 20 mL saf suyun iizerine % 37°1ik HCl’den 340 uL ilave
edilir ve saf suyla 100 mL’ye tamamlanir.

TPTZ (10 mM) 234,249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL 40 mM’lik HCl
i¢inde ¢ozildii.

FeCl3 (20 mM) 324,4 mg FeCl; destile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Asetat Tamponu 2,325 g NaCH3COO.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit
(300 mM, pH 3,6) ilave edildi.750 mL’ye saf suyla tamamlandi.

FRAP Reaktifi 300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl;
(10:1:1) oraninda karisirilarak taze hazirlanir.

FeSO,7H,0 (1000 27,8 mg FeSO,4.7H,0 suyla 100 mL’ye tamamlanir. 500, 250 ve
uM) 100 uM’lik konsantrasyonlara destile su ile seyreltilerek
kullanilir.

DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi icin

DPPH Reaktifi (0,1 100 mL’si i¢in; 3,94 mg DPPH tartilir, 90 mL metanolle ¢oziiliir

mM) ve 100 mL’ye tamamlanir.
Troloks®(0,02 10 mg troloks 10 mL metanolde ¢oziiliirek stok ¢ozeltisi
mg/mL) hazirlanir. 0,02 mg/mL’lik ara stok ¢6zelti metanolle

seyreltirelerek kullanilir.

Diastaz Aktivitesi I¢cin

Iyot Stok Cozeltisi 2,2 g1 ve 4,4 g KI 40 mL saf suda ¢oziiliir 24 saatin sonunda 100
mL’ye saf su ile tamamlanir.

Seyreltik Iyot 50 mL’si i¢in; 2 g K1 tartilir, stok iyot ¢ozeltisinden 200 pL ilave
cozeltisi edilir 50 mL’ye saf su ile tamamlanur.

Asetat Tamponu 500 mL’si i¢in; 87 g NaCH3COO.3H20 iizerine 10,5 mL glasiyel
(0,5M, pH 5,3) asetik asit ilave edildi. 500 mL’ye saf suyla tamamlandi.

NaCl (0,5 M) 500 mL’si i¢in; 14,5 g NaCl 500 mL’de ¢oziiliir.

Nisasta ¢ozeltisi 100 mL’si i¢in; Kaynamis yaklasik 90 mL saf suya 2 g nisasta

konulur, soguduktan sonra iizerine 2,5 mL asetat tamponu ilave
edilerek hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Optik Cevirme I¢in

Karez | (0,25 M) 100 mL’si igin; 10,56 g K4Fe(CN)g3H,O tartilarak hacmi saf su
Potasyumferrosiyaniir ile 100 mL’ye tamamlanir.

Karez Il (0,1 M) 100 mL’si igin; 21,94 g Zn(CH3COOH),2H,0 tartilarak hacmi

(Cinkoasetat dihidrat saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
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2.4. Numunelerin Temini ve Saklama Kosullar:

Tiirkiye florasina ait 12 degisik tiire sahip 60 bal 6rnegi ile Yeni Zelanda’nin UMF
degeri farkli 2 tane Manuka bali temin edildi. Manuka ballar1 2010 yilina ait olup tiirk
ballar1 2011-2013 bal sezonunda temin edildi. Tiirkiye ballar1 Tiirkiye Aricilar Birligine
bagl birlikler ve aricilardan temin edildi. Manuka ballar1 ise yurt disindan satin alindi.
Temin edilen numulerin kodlar1 ve bilgileri Tablo 10°daki gibidir. Calisilan ballara verilen
kodlar ve hasat edildikleri bolgeyi gosteren veriler Tablo 10°daki gibidir. 2011, 2012 ve
2013’in ilk aylarinda toplanan bal 6rnekleri analizler i¢in 3 kisma ayrilarak laboratuarda

+4°C’de ve karanlik ortamda muhazafa edildi.

Tablo 10. Analizler igin temin edilen ballarin alindig: yer/y1l1 ve Latince isimleri

Bal tipi Toplandig: Bolge /yih Latince Isimleri

Kestanel Giresun- Eynesil/2011 Castanea sativa Mill.

Kestane2 Kastamonu /2012 Castanea sativa Mill.

Kestane3 Artvin /2011 Castanea sativa Mill.

Kestane4 Borgka /2011 Castanea sativa Mill.

Kestaneb Arakli /2011 Castanea sativa Mill.

Kestane6 Findikoba-Of /2013 Castanea sativa Mill.

Kestane7 Zonguldak /2012 Castanea sativa Mill.

Kestane8 Antalya/2012 Castanea sativa Mill.

Piiren Balil Biga /2011 Calluna vulgaris

Piiren Bali2 Canakkale /2011 Calluna vulgaris

Piiren Bali3 Eceabat /2012 Calluna vulgaris

Piiren Bali4 Antalya /2011 Calluna vulgaris

Piiren Bali5 Canakkale /2013 Calluna vulgaris

Mese Balil Tekirdag/2011 Quercus sps. L.

Mese Bali2 Tekirdag/2012 Quercus sps. L.

Mese Bali3 Tekirdag/2011 Quercus sps. L.

Thlamur Balil Kastamonu/2011 Tilia sps.

Thlamur Bali2 Kastamonu/2012 Tilia sps.

Ihlamur Bali3 Kastamonu/2011 Tilia sps.

Akasya Balil Ordu /2011 Robinia pseudoacacia

Akasya Bali2 Ordu/2011 Robinia pseudoacacia

Akasya Bah3 Ordu/2012 Robinia pseudoacacia

Geven Balil Eceebat /2012 Astragalus microcephalus Willd
Geven Bali2 Biga/2013 Astragalus microcephalus Willd
Geven Bali3 Elaz1g/2012 Astragalus microcephalus Willd
Geven Bali4 Eceebat /2012 Astragalus microcephalus Willd
Geven Bali5 Diyarbakir /2012 Astragalus microcephalus Willd
Geven Bali6 Erzurum/2012 Astragalus microcephalus Willd
Geven Bali7 Gilimiigshane/2012 Astragalus microcephalus Willd
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Hay1t1

Hay1t2

Hay1t3

Hay1t4

Cam Balil
Cam Bali2
Cam Bali3
Cam Bali4
Lavanta Balil
Lavanta Bali2
Lavanta Bali3
Lavanta Bali4
Ucggiil(Tirfil Bal1)1
Ucgiil(Tirfil Bal1)2
Ucgiil(Tirfil Bal)3
Calba Balil
Calba Bali2
Calba Bali3
Aycicek Balil
Aycicek Bali2
Aycicek Bali3
Karisik Balil
Karisik Bali2
Karisik Bali3
Karisik Bah4
Karisik Bali5
Karisik Bali6
Karisik Bah7
Karisik Bah8
Karisik Bah9
Manuka Bali

Canakkale/2012
Canakkale/2012
Canakkale/2012
Canakkale/2012
Gelibolu /2012
Mugla /2012
Tekirdag/2013
Izmir/2013
Isparta /2012
Antalya/2012
Antalya /2012
Isparta/2012
Eceabat /2013
Canakkale /2012
Ayvacik /2012
Mersin/2012
Mersin/2013
Mersin /2013
Canakkale /2012
Tekirdag/2013
Tekirdag/2013
Erzurum/2012
Ardahan/2012
Borgka/2012
Kastamonu /2012
Hatay /2012
Kars-Digor/2013
Lapseki /2012

Genek, Glimiishane/2012

Erzincan/2012

Yeni Zelenda/Comvita/2010

Vitex agnus castus

Vitex agnus castus

Vitex agnus castus

Vitex agnus castus

Pinus L.

Pinus L.

Pinus L.

Pinus L.

Lavadula sp..

Lavadula sp..

Lavadula sp..

Lavadula sp..

Trifolium compestre

Heianthus annuus

Heianthus annuus

Phlomis pungens willd.

Phlomis pungens willd.

Phlomis pungens willd.
Heianthus annuus

Heianthus annuus

Heianthus annuus

Fagaceae, fabaceae, asteraceae
Fabaceae, lamiaceae , A. microcephalus
Fagaceae, ericaceae, fabaceae
Fabaceae, lamiaceae, asteraceae
Fagaceae, fabaceae, asteraceae
Fabaceae, lamiaceae , A. microcephalus
Fabaceae, trifolium, rubus
Lamiaceae, asteraceae, Phacelia
Fagaceae, fabaceae, asteraceae
Leptospermum scoparium

Siiper Manuka Bali Avustralya/Berringa/2010 Leptospermum polygalifolium

2.5. Ballarim Baz Fiziksel ve Kimyasal Analizleri

2.5.1. Ballarin Palinolojik Testi

Ballarin melissopalinolojik analizleri Prof. Dr. Sibel Silici tarafindan Erciyes
Universitesinde yapildi. Bal polenleri mikroskobik olarak tespit edildi. Sayim sonucuna

gore bala kaynak olusturan bitkilerin polen oranlart (> % 45) ve iizerinde olanlar
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monofloral bal olarak kabul edildi ve analiz sonuglari onlarin ortalamalarmna gore
degerlendirildi.

Bunun igin 10 gram bal 6rnegi tizerine 20 mL distile su ilave edilerek tamamen
homojen hale getirildi ve 3000- 4000 rpm’de 30- 40 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde
edilen pellet bir kurutma kagidi iizerine ters gevrilip tiipteki suyun iyice siiziilmesi
saglandi. Bir diseksiyon ignesi ile gliserin jelatinden bir par¢a alinarak tiipiin dibine ¢oken
kisma degdirilip, ¢okelti ile bulagik gliserin jelatin lam {izerine konularak ve tizerine lamel
kapatildi ve mikroskop altinda sayim yapildi. Ballarin mofloral orijinleri bu sayimlara gore

yapildi (Sahin, 2014).

2.5.2. Balda **C/*C Oranlari ve % C4 Seker Analizi

Arilarin nektar kaynaklarindan elde ettikleri nektarlart isleyerek irettikleri ballar ile
ticari sekerleri igleyerek iirettikleri ballar1 ayirmak ig¢in kullanilan bir analiz yontemidir.

B3C analizi seker beslemeli ballarin tespitinde kullanilan izotopik teknik olup;
bitkilerin biinyelerinde dogal olarak fotosentez sebebiyle bulundurdugu C3 ve C4
arasindaki izotop orani farkliliklarina dayanir. Genellikle C4 bitkileri, ornegin musir,
BCIC izotop orani % -8 den -20’ye degisiklik gdsterirken, nektar bulunduran C3
bitkilerinde bu oran % -22 ve -35°dir. Digsaridan C4 sekeri katilarak {iiretilen veya C4
sekeri ile beslenen arilardan elde edilen ballarda hileyi tespit etmeye yarayan bu analiz
yonteminde, ham bal ile bu baldan elde edilen protein ¢ozeltisi tam olarak yakildiktan
sonra ortaya c¢ikan CO; gazinin biinyesindeki C atomunun Bc/C oramimin kiitle
spektroskopisi ile tespit edilmesine dayanir ve bu degerden % C4 seker orani hesaplanir.

% C4 seker =(**C protein- **Coar)/ (**Cprotein —(-9,7))*100

% C4 seker = bal icersindeki C4 seker yiizdesi

13Cba| = bal numunelerinin diizeltilmis Beftec degerinin ortalamasi

13Cpmtein = Protein numunelerinin diizeltilmis Beftec degerinin ortalamast

(-9,7) = Misir surubunun ortalamasi “*C/*2C degerinin ortalamasi

Cicek balinda protein ve ham bal delta **C degerleri arasindaki fark -1 veya daha
pozitif C4 % en fazla 7 olmalidir.

C4 seker miktari:

BC/*C= C4 seker miktar tespit edilebilir.
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C4 bitkileri misirda “*C/*2C izotop orani -8 den % 20’yi gosterirken nektarda bulunan
13C bitkilerinde bu oran % -22- 35 dir.

2.5.3. Nem Tayini

Refraktometre (Atago, Germany) kullanilarak o6lgiilen kirilma indisleri sicakligina
gore diizeltilere % nem degerleri olarak ifade edildi (AOAC, 1990).

2.5.4. Elektriksel iletkenlik

Elektriksel iletkenlik Sl¢iimii 10 gram balin 100 mL saf suda coziilerek hazirlanan
¢ozelti EC metreler (Elektriksel iletkenlik oOlger) otomatik olarak 6lgiilen degerleri 25 'C
sicaklia gevirerek, baln elektriksel iletkenligi 25 “C’de mS/cm (milli Siemens/ cm?) ifade

edilir.

2.5.5. Renk Tayini

Bal numunelerinin rengi, Hunter (L, a, b) renk 6l¢iim sisteminde Minolta aygit1 ile
Ol¢iilmiistiir. Bal numunesi kiivete konulmadan 6nce, 50°C sicakliktaki su banyosunda 30 —
45 dakika sitilmistir (Anupama vd., 2003). Bu islemin amaci seker Kkristallerini
¢oziindiirmek ve balin viskozitesi diisiirmektir. Ug tekrarli okuma yapilarak sonuglarin

ortalamast alinip renk degerleri belirlendi.

2.5.6. Optik Cevirme Agcisi (a-rotation)

Bu metod tiim bal 6rneklerine uygulanabilmektedir. Bu yontemle birlikte salgi
ballariin optik ¢evirme acis1 saga yani pozitif deger verirken ¢icek ballarin ki ise sola yani
negatif deger vermektedir (Junk ve Pancoast; Battaglini ve G.Bosi, 1973). Ornekleri optik
cevirme agist bir polarimetre kullanilarak (Beta PPP7 Optical Activity, England) tayin
edildi. 12 g bal tartilip saf suda ¢oziildii. Uzerine 10 mL Karrez reaktifi (I ve 11) ilave edildi

ve 30 dakika karistirildi. Hacmi 100 mL tamamlandiktan sonra 24 saat siire sonunda
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stiziilerek elde edilen siiziintii polarimetre ile 6lgtim yapilarak ballarin optik ¢evirme agilari

belirlendi.

2.5.7. Mineral I¢cerigi

Balda mevcut birgok element bulunmaktadir. Bunlarin basinda Ca, K, Mg ve Na
elementleri bulunmaktadir (Yiicel, 2013). Ballarda mineral maddelerin tayini Trabzon il
Kontrol Laboratuvarinin standart ¢aligma yontemine gore yapildi. Balda mineral analizi
i¢in Indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES) kullanildi.

Aliminyum (Al) 396,152, arsenik (As) 193,696, kalsiyum (Ca)’da 396,847,
kadmiyum (Cd) 228,802, civa (Hg) 253,652, demir (Fe)’de 238,204, kursun (Pb)’da
283,305 dalga boylarinda en yiiksek piki vermektedir. S6z konusu durum belirtilen dalga
boylarinda Al, As, Ca, Cd, Hg, Fe, Pb i¢in spesifiktir.

Kalbirasyon ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 1000 mg/kg’lik Al, As, Ca, Cd, Hg, Fe, Pb
standart ¢ozeltilerinden 1 mL alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti
her agsamada 2 kat seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda 0,625 mg/kg, 1,25 mg/kg, 2,50
mg/kg, 5,00 mg/kg, 10,00 mg/kg Al, As, Ca, Cd, Hg, Fe, Pb olacak sekilde kalibrasyon
coOzeltileri hazirlandi. Hazirlanan ICP kalibrasyon ¢ozeltileri ICP-OES cihazina okutuldu.

Bal ornekleri homojenize edildi ve mikrodalga sisteminde yakildi. Yakma tiipiiniin
icine 0,2- 0,5 g kuru numune tartilmis, her bir ¢evrim i¢in bir kér numune koyuldu. Yakma
tiipiiniin i¢cine 5 mL nitrik asit ve 2 mL hidrojen peroksit eklendi. Vessel tiipii kapatilip
mikrodalga firin i¢ine yerlestirildi ve Tablo 11°e gore firin programi ayarlanarak program

baslatildi.

Tablo 11. Mikrodalga firin programi

Adim Gii¢, Watt Siire, dakika: saniye
1 250 3:00
2 630 5:00
3 500 22:00
4 0 15:00

Devaminda yakma tiipleri mikrodalga firindan alindi ve agizlarin1 agmadan once
sogumalar1 beklendi. Cozeltini hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Uygun dalga boyu segilerek
ICP-OES cihazinda okumalar yapildi.
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2.5.8. Prolin Tayini

Ballarda prolin tayini Trabzon Gida Kontrol laboratuarindan hizmet alimi seklinde
yapildi. Tayin spektrometrik yontem kullanilarak gerceklestirildi.

Prolin ninhidrin ile renkli kompleks olusturur. 2-propanol ilavesinden sonra 6rnek
cozelti etkisizlestirilir ve referans bir ¢6zeltinin maksimum dalga boyu tayin edilmektedir.
Prolin igerigi degerler arasindaki iliskiden tayin edilmektedir (Ough, 1960).

Kurutulmus prolinin 40 mg tartilir 50 mL’de ¢oziilir. Hazirlanmis stok prolin
¢ozeltisinden 0,25 mL- 0,5 mL- 1,0 mL ve 2,0 mL alinarak balon jojelerde 25 mL’ye
seyreltilerek standart prolin ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 0,5’er mL alinarak cam
tiiplere konuldu. Uzerlerine 1 mL formik asit ve 1 mL % 3’liikk ninhidrin ¢dzeltisi ilave
edilip tiipler dikkatlice ve kuvvetlice 15 dak. ¢alkalandi. Calkalama bitiminde kaynayan su
banyosunda 15 dak. bekletildi. Sonra 70°C’lik su banyosunda 10 dak. tutuldu. Siirenin
hemen bitiminde tiiplere 5 mL % 50’lik 2-propanol ¢ozeltisi ilave edildi. Tiipler alt {ist

edilerek spektrofotometrede 510 nm’de okundu.

2.5.9. Diastaz Aktivite Tayini

Diastaz aktivitesi, deney kosullarinda, 40°C’de, bir saat icinde % 1’lik nisastay1
belirlenen son noktaya (0,235 absorbansa ulagmak i¢in gereken siire) doniistiirecek
enzimin miktar1 olarak tanimlandi. Sonuglar bir gram bal basina Schade birimi veya Gothe
birimi seklinde ifade edildi (Bogdanov, 2002). Baldan 1 g tartilir 2 mL saf suda ¢6ziiliir 0,5
mL pH:5,3 asetat tamponu 0,5 M 0,3 mL NaCl ¢ozeltisi koyulduktan sonar son hacim 5
mL tamamlanir. 40 °C su banyosuna ayri ayr tiiplerde 2 mL bal+ 1 mL nisasta 15 dk.
bekletilir. Siire sonunda 1 mL bal tizerine 0,5 mL nisasta ilave edilir ve karisimdan Tablo

12°de ki gibi pipetleme islemi yapilir.

Tablo 12. Diastaz aktivite tayini i¢in pipetleme iglemi

Zaman Karisim Seyreltik iyot ¢ozeltisi Saf su
(dk) (nL) (mL) (mL)
0 50 0,5 2
3 50 0,5 2
5 50 0,5 2
10 50 0,5 2
15 50 0,5 2
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660 nm’de absorbans degerleri Olgiiliir. 0,235 absorbansa denk gelen siire tespit

edilir. 300/tx degeri balin diastaz sayisin1 verir.

2.5.10. HMF Tayini

HMF degeri ters faz RP-HPLC metodu kullanilarak tayin edildi. Sulu ortamda
standart HMF kullanilarak (5-hydroxymethlfurfural, Sigma-Aldrich, Milan) kalibrasyon
egrisi hazirland1 ve analizi i¢in ters faz Cig kolonu LiChroCART ® 250- 4 RP (10 um)
kullanilarak izokratik program uygulanarak 285 nm’de okumalar gergeklestirildi (Jeuring
vd., 1980). Mobil faz olarak % 10 metanol- % 90 su kullanilarak akig hiz1 1 mL/ dk ve
enjeksiyon hacmi 25 mL olarak optimizasyon saglandi.

2,5 g bal 6rnegi alinarak 25 mL saf suda ¢oziilerek iizerine 50 pL Karez I ve 50 pL
Karez II reaktifi eklenerek, hazirlanan ¢ozelti 0,45 um filtreden gecirilerek viallere alindi

ve sartlanmis olan HPLC sistemine enjekte edildi.

2.6. HPLC-RI Dedektorii ile Seker Tayin

Bu metot ile ballarda 10 farkli seker parametresi (fruktoz, glukoz, sakkaroz, maltoz,
arabinoz, riboz, trehaloz, galaktoz, melesitoz, melebioz) tayin edildi. Bu yontemin esasi,
filtre edilmis bal ¢ozeltisinin seker igerigi RI-dedektor ile HPLC’de tayinine
dayanmaktadir. Gelis zamanlarina gore pikler belirlenmektedir (Bogdanov ve Baumann,
1998).

Oncelikle cihazin kalibrasyonu icin bu sekerlerin standart ¢ozeltileri hazirlandi.
Standart ¢ozeltileri 0,45 um filtreden gegirilip viallere alindi. Bu standart ¢ozeltileri HPLC
cihazinda RI- detektoriinde okutarak gelis zamanlarina goére kalibrasyon grafikleri
olusturuldu. Ballardan 1 g tartilarak 10 mL ultra saf suda ¢oziilme isleminden sonra 0,45
um filtreden gegirelerek viallere alindi. Analiz igin Elite LaChrom, Hitacht HPLC cihazi
kullanildi. Analizler ters faz -NH, kolonu (200/ 4,6 Nucleosil 100-5 NH,) kolonu
kullanilarak ve % 79 asteonitril ve % 21 saf su izokratik program uygulanarak
gerceklestirildi. Numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi 25 pL’ye, mobil faz akis hizi
1,5 mL.dkya ve kolon sicakligi kolon firminda 80 °C’ye ayarlanarak calisma

optimizasyonu saglandi.
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2.7. Numunelerin Ekstraksiyon Sartlari

Bal numunleri analizi ig¢in 24 saat siireyle oda sicakliginda metanolik ekstraktlar
magnetik karigtiric1 kullanarak hazirlandi, mevcut olas1 kati1 partikiillerden, safsizliklardan
kurtulma ve ileri homojenlik saglama adina ¢dzeltiler mavi bant slizge¢ kagidi yardimiyla
stiziildii. Elde edilen ekstraktlarin son konsantrasyonunu belirledikten sonra 10 mL’lik
kisim antioksidan analizlerine ayrildi, 10 mL’lik kisim antimikrobiyal analiz i¢in ayrilidi.
Geri kalan ekstrak ¢oziiciisii 60°C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalintt pH’s1
2 olan 10 mL saf suda ¢oziildii. Daha sonra 3’er defa 5 mL’lik 6nce dietileter sonra
etilasetat ekstraksiyon iglemi gerceklestirildi. Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen
ekstraklar evoparator balonlar1 alindi ve ¢oziiciileri 60°C’deki doner buharlastiricida
uzaklastirildi. Balon igerigi 2 mL metanolle ¢oziilen ekstraklar HPLC-UV ile fenolik

bilesen analizleri yapildi.

2.8. HPLC-UV ile Fenolik Bilesenlerin Tayini
2.8.1. RP-HPLC-UYV Kosullari

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayn1 anda cevap alinabilen
UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde yapildi.
Analizler ters faz Cyg kolonu (150 mm x4.6 mm, Sum; Fortis) kullanarak ve asetonitril, su
ve asetik asitle gradient program uygulanarak gerceklestirildi (De Villers vd., 2004). A
rezervuarinda % 2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda % 70- 30 asetonitril-saf su
bulunan gradient program Tablo 13’de verilmistir. Ayrica numune ve standartlarin
enjeksiyon hacmi 25 pL’ye, mobil faz akig hiz1 1,2 mL.dk “ya ve kolon sicakhigi kolon
firminda 30 °C’ye ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu sagland1 (Oztiirk vd., 2007).

Tablo 13. RP-HPLC-UV gradient programi

Zaman (dk) . A. B .
% 2 asetik asit (saf suda) % 70-30 asetonitril-saf su
0,01 95,00 5,00
3,00 95,00 5,00
8,00 85,00 15,00

10,00 80,00 20,00
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Tablo 13’iin devami

12,00 75,00 25,00
20,00 60,00 40,00
30,00 20,00 80,00
35,00 95,00 5,00
50,00 95,00 5,00

2.8.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Benzoik asit tiirevlerinden; gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik
asit, siringik asit, flavanollardan; katesin, epikatesin ve hidroksinamik asit iiyesi olan o-
kumarik asit 280 nm’de, sinamik asit tiirevlerinden; klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik
asit, ferulik asit ve flavonollardan; rutin, myrisetin, fisetin, kuersetin, apigenin, kaempferol,
isorhametin, rhametin 315 nm’de analiz edildi. Ayrica 280 nm’de normal kalibrasyon
metodu Onciiliigiide propil paraben i¢ standart (Internal Standard-IS) olarak kullanildi.

20 standarttan on tanesi; gallik asit, protakatekuik asit, p-OH benzoik asit, klorojenik
asit, vanilik asit, kaffeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik sait ve o-kumarik asitin
% 50- 50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisinden 1- 2- 5- 10- 20- 30
ppm’lik, diger kalan on tanesi; katesin, epikatesin, rutin, myrisetin, fisetin, kuersetin,
isorhametin, rhametin apigenin % 100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden,
1- 2- 5- 10- 20- 30 ppm’lik ara stok ¢ozeltileri kalibrasyon egrilerileri i¢in kullanildi.

Propil parabenin stok c¢ozeltisinden her bir kalibrasyon ¢o6zeltisine son
konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde eklendi. Calisilan her bir standardin
konsantrasyonuna karsi, olusan pik alanlar1 i¢ standardin pik alinina boliiniip hesaplanan

oran lizerinden kalibrasyon egrileri elde edildi.

2.9. Antioksidan Analizler

2.9.1. Toplam Fenolik Madde Miktari

Analiz Slinkard vd. (1977)’ne gore yapilmstir. Toplam fenolik madde tayininin esast
fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin
oksitlenmis forma donistiigii bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu

ayract burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis
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ayracin olusturdugu mavi rengin fotometrik olarak Slgiilmesiyle, analizi yapilan 6rnekteki
fenolik bilesiklerin toplam miktarlarmin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir. Olusan
kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantili olup, 760
nm’de absorbans verir.

Calismada, standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
standardi1 kullanilmistir (Slinkard vd., 1977; Singleton ve Rossi, 1965). Gallik asitin farkli
konsantrasyonlar1 (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 ve 0,015625 mg/mL) hazirlanip,
absorbanslart okunmustur. Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik
cizilmistir. Cizilen grafi§e gore bal ekstraklarinin toplam fenolik madde miktar1 bulunmus,
seyreltme faktorleri de dikkate alinarak asil numunenin mg GAE (Gallik asit esdegeri)/ 100
g bal olarak fenolik madde miktar1 bulunmustur. Yapilan ¢alismada pipetleme islemi Tablo
14°deki gibidir.

Tablo 14. Toplam polifenolik tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor Standart Numune
Distile su 700 uL 680 uL 680uL
Standart (Degisik
konsantrasyonlarda) ) 20 pL i
Bal numunesi - - 20 uL
0,2 N Folin Reaktifi 400 pulL 400 pL 400 pL
Tiipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra
%10 Na,CO3 400 pL 400 pL 400 pL

760 nm'de kore karsi absorbans okunur.

2.9.2. Toplam Flavonoid Madde Miktari

Fenolik bilesiklerden flavonollerin tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore
yapildi. Metanollik olarak hazirlanan bal ekstraklari ¢alismada kullanildi. Ayn1 zamanda
standart olarak Kuarsetinin 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 mg/mL’lik farkli
konsantrasyonlari hazirlanip absorbans degerleri okunmustur. Konsantrasyona karsilik
bulunan absorbans degerleri ile grafik ¢izilmistir. Cizilen grafige gore bal ekstraklarinin
toplam flavonoid madde miktar1 bulunmus, seyreltme faktorleri de dikkate alinarak asil
numunenin mg QAE (Kuarsetin esdegeri)/ 100 g bal olarak flavonoid madde miktar

bulunmustur. Yapilan ¢alismada pipetleme islemi Tablo 15°deki gibidir.
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Tablo 15. Toplam flavonoid tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor R(.a.nlf Standart Numune
Korii

Numune Degisen konsantrasyonlarda - 0,5mL - 0,5mL
Standart Degisen Konsantrasyonlarda (0,5-
0,25-0,125-0,0625-0,03125-0,015625 - - 0,5mL -
mg/mL)
Mutlak Metanol 4,8 mL 4,5 4,3 4,3
%10 AI(NO3)s3 0,1 mL - 0,1 0,1
1 M NH,.CH;COO 0,1 mL - 0,1 0,1

40 dk. Oda Sicakliginda Inkiibe edilir ve 415 nm’de absorbans okunur.

2.9.3. Demir (/IIT) indirgeme Antioksidan Gii¢-Frap Tayini

FRAP metodu (Fe(lll)-TPTZ- 2,4,6-tris (2-pyridly)-S-triazin) kompleksinin
antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(l)-TPTZ olusmas: ve bu
kompleksin 593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie and
Strain, 1999). FRAP yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize
edilebilmektedir. Bal ekstraklardaki antioksidan kapasitenin olgiilmesinde FRAP (Fe (I11)
indirgeme giicii (Ferric reducing antioksidan power)) metodu gecerli bir yontem olarak
kabul edilmektedir (Benzie and Strain, 1996).

Kalibrasyon i¢in FeSO47H,0’un degisen konsantrasyonlar1 (31,25- 62,5- 125- 250-
500- 1000 uM) kullanilarak ¢aligma egrisi hazirlandi. Devaminda 3 mL FRAP reaktifi [300
mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCI3 (10: 1: 1)] ile 100 uL numune
karistirildi. 4 dakika 593 nm’de absorbanslar okundu. Caligma egrisi i¢in de numune yerine
FeSO47H,0’un degisen konsantrasyonlart kullanilarak absorbanslar okundu. Sonuglar ayni
sartlarda test edilmis standart FeSO,7H;0O’la karsilastirilmali olarak bulundu ve pM
FeSO47H,0 esdegeri antioksidan gii¢ olarak ifade edildi. Pipetleme islemi Tablo 16’daki
gibidir.
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Tablo 16. FRAP tayininde yapilan pipetleme islemi

.. Test Renk
Kormeon (Numune) Kériiveor FeSO47H20
FRAP Reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune - 100 uL 100 uL -
FeSO,47H,0 (Degisen kons.) - - - 100 uL
Saf Su - - - -
Metanol 100 uL - 3mL -
4. dakikada 593 nm’de absorbans okunur.
Renk Kortiest(met) : Metanolde ¢6ziinen numune i¢in renk korii

2.9.4. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPHe radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup denemelerde satin alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanildi. Bal
numunelerin  metanolik  ekstraktlar1 kendi ¢oziileri ile seyreltilerek  degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 pL) DPPHe c¢ozeltisi ve numune
cozeltiler1 karistirilip oda sicakliginda 50 dakika bekletildi. Siire sonunda DPPH<’in
maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Tanik olarak DPPHe
¢Ozeltisi ve numunenin ¢dziildiigl ¢oziicii kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen
konsantrasyonlar grafige gegirilerek SCso degerleri hesaplandi. Pipetleme islemi Tablo
17°deki gibidir.

Tablo 17. DPPH yo6ntemi i¢in deney kosullari

Numune Tanik  Reaktif Tamk Numune
Tiipit Tiipil Tiipi
Numune (Degisik konsantrasyon) 750 uL - 750 uL
Metanol 750 uL 750 uL -
DPPHe (100 uM) - 750 uL 750 uL

50 dk. Siire sonunda 517 nm’de absorbans okunur.
2.9.4.1. SCsy Degerlerinin Bulunmasi

SCso radikal miktarin1 yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCso degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle ¢alismalarda 6
farkli konsantrasyonda 6l¢tim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu

hazirlanip absorbans Ol¢iimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige



48

gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktart SCsy

degerini vermektedir ve mg/mL ya da g/mL cinsinden hesaplanmaktadir.

2.10. Antimikrobiyal Analiz
2.10.1. Besiyerleri

Bakterilerin c¢ogaltilmast i¢in Mueller Hinton Broth (Merck) ve mantarlarin
¢ogaltilmasi i¢in Sabouraud Dextrose Broth (Difco) kullanildi. Antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde kullanilan disk difiizyon ve agar diliisyon yonteminde; bakteriler icin
Mueller Hinton Agar (Oxoid), mantarlar i¢in Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid) besiyerleri
kulanildi.

2.10.2. Mikroorganizmalar

Calismamizda kullanilan bakteri ve mantar suslart ATCC (American Type Culture
Collection)’den elde edildi. Bal numunelerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde
kullamlan bakteriler; Pseudomonas aeruginosa ATCC"™10145, Bacillus subtilis
ATCC"™6633, Escherichia coli ATCC®25922, Proteus vulgaris ATCC®13315,
Staphylococcus aureus ATCC®25923, Micrococcus luteus ATCC®9341, Klebsiella
pneumoniae ATCC®13883, Yersinia enterocolitica ATCC®27729 olup gram ozellikleri
Tablo 17°deki gibidir. Antifungal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan maya ve kiifler;

Aspergillus niger ATCC®9642 ve Saccharomyces cereviasea ATCC®9763 diir.

2.10.3. Bal Ekstraklarimin Hazirlanmasi

Ballar analiz i¢in 24 saat siireyle oda sicakliginda metanolik ekstraktlar magnetik
karistiric1 kullanarak hazirland1 ve daha sonra siizme islemi gerceklestirildi. Homojenlik
saglama adma 0,45 pm’lik membran filtreden gecirildi. Elde edilen ektraktlarda nihai

konsantrasyon belirlendi ve analiz yapilana kadar +4°C’de muhafaza edildi.



49

Tablo 18. Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan mikroorganizmalarin gram

ozellikleri
Mikroorganizma Gram Ozelligi
Pseudomonas aeruginosa ATCC®10145 Gram (-)
Bacillus subtilis ATCC*6633 Gram (+)
Escherichia coli ATCC*25922 Gram (-)
Poteus vulgaris ATCC®13315 Gram (-)
Staphylococcus aureus ATCC®25923 Gram (+)
Klebsiella pneumoniae ATCC®13883 Gram (-)
Micrococcus luteus ATCC*9341 Gram (+)
Yersinia enterocolitica ATCC*27729 Gram (-)
Aspergillus niger ATCC*9642 Kiif
Saccharomyces cereviasea ATCC*9763 Maya

2.10.4. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Antimikrobiyal Aktivite

Ballarin antimikrobiyal aktivite testi Yrd. Dog. Dr. Omer Ertiirk tarafindan Ordu
Universitesinde yapildi. Calismada kullanilan besiyerleri calismaya baslamadan 6nce
otoklavda (Niive OT 4060) sterilize edildi (15 dk, 1.5 atm ve 121°C) ve sonrasinda 45-50
°C’ye kadar sogumasi beklendi. Daha sonra Mueller Hinton Agar besiyerleri 10 cm
capindaki steril petri kutularna steril pipetler ile 20 mL kadar dokiildi. Besiyerinin
homojen bir sekilde dagilmasi saglanarak donmasi beklendi.

Tiim bakteri suslari Mueller Hinton Broth (Merck) icerisinde 37°C’de bir gece
bityiitiildii. Igerisinde 10° hiicre/ mL bakteri olacak sekilde 200 pl bakteri siispansiyonu
agar lizerine birakilmis ve cam bagetle yayma ekimi yapildi. Daha sonra hazirlanan bal
ekstraktlarindan, petriye hafifce bastirilarak yerlestirilen steril diskler (6 mm ¢apinda)
lizerine, 15’er ul damlatildi. +4 °C’de 1 saat bekletilip 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra inhibisyon zonlar1 6l¢iildi.

Saccaromyces cereviasea ve Aspergillus niger, Sabouraud Dextrose Broth (Difco)
icerisinde 27°C’de 48 saat biiyiitiilmiis ve yogunlugu 10" hiicre/mL olacak sekilde
ayarlandi. Petri kaplarina 20 mL Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid) dokiilmiis ve
yukaridaki islemler aynen uygulandi. Inhibisyon zonlari mm cinsinden 27°C’de 48 saat

sonra Sl¢iildii.
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2.11. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
for Windows® istatistik paket programi ve Microsofte Excel (for windows XP) kullanildi.
Iki bagimsiz grup arasinda iliski olup olmadigi Pearson korelasyon testine gore ve

onemlilik testleri p<0.05 seviyesinde incelendi.



3. BULGULAR

3.1. Palinolojik Analiz Sonucu

Calismada Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde iiretilen 12 degisik tiire monofloral bal
numuneleri, Yeni Zelanda ve Avustrulya’dan UMF degerleri farkli iki tane manuka ballari
ve bu ballarin yani sira karsilastirmak yapmak i¢in karisik (heterofloral) ballar olmak {izere
toplamda 60 tane bal numunesi ¢alismada kullanildi. Monofloral bal olarak iireticilerden
toplanan ballarin otantik yapisinin belirlenmesi maksadiyla palinolojik analizler yapildi ve
bu analizlerde ballar polen sekillerine gore mikroskopik olarak degerlendirildi (Tablo 19).

Calismada kullanilan tiim ballar {ireticiden kendi beyanlar1 dogrultusunda monofloral
bal olarak toplandi. Yapilan polen analizleri sonucu ballarin bir kismi1 monofloral olarak
tespit edilirken bir kismi1 da c¢ok diisilk polen %’sine sahip olarak bulundu. Ballarin
monofloral polen %’deleri % 1- % 99 arasinda degisim gosterdigi tespit edildi. Caligilan
tiim ballara ait veriler Tablo 19°da yer almaktadir. Literatiirdeki bilgilere gore baskin olan
polen icerigi % 40 ve yukarisinda bulunan ballar monofloral ballar olarak kabul
edilmektedir. Fakat son zamanlarda monofloral polen orani daha diisiik olan ballarda
(6rnegin % 30) monofloral bal olarak da siniflandirilabilmektedir.

(Calismada polen %/’si en yliksek olan ballar sirasiyla, kestane, manuka, piiren, siiper
manuka, geven, lavanta, thlamur ve ¢alba ballarinin tamami monofloral ballar olarak tespit
edilirken diger ballarin polen igerikleri 6rnekten Srnege degisim gosterdigi tespit edildi.
Aycicegi, ticgiil, hayit ve akasya ballarinin monofloral polen oranlarmin diisiik oldugu
bulundu. Mese ve ¢am ballar1 birer salg1 bali olup hif igerikleri sayildi, ayrica bu ballarin
farkli monofloral polen oranlar1 da tespit edildi. Toplanan 9 adet degisik florali karisik
(heterofloral) balinin da polen oranlari tespit edildi.

Bal iireticilerinden monofloral olarak topladigimiz ballarin polen analiz sonuglarina
gore bir siniflandirma yapildiginda monofloral bal olarak kestane, piiren, geven, lavanta,
cam, mese, manuka bali, thlamur, geven, aycicegi, akasya, hayit, calba, {igglil bali
kimliklendirildi. Ayrica ¢alismada karsilastirma yapmak maksadiyla degisik florali karigik

(heterofloral) ballar1 kullanildi. Polen sayim sonuglar1 Tablo 19°da verilmistir.
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Tablo 19. Bal 6rneklerinin polen sonuglari

Numune/Sayisi %Polen, HIF, Total Polen
Kestane (n=8) 96,29+2,16

Piiren(n=5) 71,28425,08
Aycicek(n=3) 31,03+8,07
Lavanta(n=4) 46,10+5,78

Mese(n=3) 10,94+5,84

Ucggiil(n=3) 30,24+5,70

Calba(n=3) 39,21+13,31

Cam(n=4) 3433

Hay1it(n=4) 33,01+6,13

Geven(n=7) 49,23+7,77
Karisik(n=9) 23660-1197 Fabaceae-lamiaceae-asteracese,fagaceae
Akasya(n=3) 34,70+8,21

Ihlamur (n=3) 41,15+3,62

Manuka (n=1) 81,45+1,52

Super manuka(n=1) 63,71+£2,14

Hif: salg1 ballarinda agaclarin yapraklarinda bulunan seliilozik madde.

3.2. Ballarn Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuclar:
3.2.1. *C/C4 Analiz Sonucu

Caligilan monofloral ballarm *C bal ve '*C protein degerleri Tablo 20°de
Ozetlenmektedir. Bu sonuglara gére monofloral karaktere sahip ballarin B3C bal ve B°C
protein degerleri -23 ile -26 arasinda degisim gostermektedir. Bal ve protein arasindaki *C
fark degeri ise lavanta, ¢cam, licgiil ve ay¢icegi ballarinda sifirdan biiyiikk ve pozitif bir
degere sahip oldugu bulundu. Benzer sekilde degisik florali karisik (heterofloral) ballarinin
da *C degerleri benzer seklide -23 ile -26 arasinda bulundu.

White, (1992)’e gére uygun fiyatlar1 ve aromalarindan dolayi, misir surubu ve seker
kamigindan elde edilen sekerler balin tagsisinde siklikla kullanilmaktadir. Ballarda seker
beslemesi ile yapilan hilelerin tespitinde kullanilan bu teknik giiniimiiziin kabul goren
yontemlerinden olup teknigin esasi bitkilerin biinyelerinde dogal olarak fotosentez
sebebiyle bulundugu C3 ve C4 cevrimlerindeki izotop orani farkliliklarina dayanir.
Genellikle C4 bitkileri, rnegin balda hile amach seker kullanilan musirda, “*C/**C izotop
oran1 % -8’den - 2’ye degisiklik gosterirken, nektar bulunduran, C3 bitkilerinde mesela

cigek ballarinda bu oran % -22 ve -35°dir. Ballarin B3C analiz sonuglar1 Tablo 20’de yer
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almaktadir. Gida kodeksine gore C4 seker oran1 % 7’nin tizerinde bulunan ballar hileli
ballar olarak nitelendirilmektedir. Calismada ise lavanta ballarinda % 3,35 ¢am ballarinda
% 3,33 oraninda C4 bulundu. Tiim ballarda C4 oraninin 7’nin altinda bulunmasi nedeniyle

kodekse uygun ballar olarak nitelendirilebilir.

Tablo 20. Bal 6rneklerinin C13/C4 analiz sonucu

Numune /sayisi C13( Bal) C13 (Protein) %C4
Kestane(n=8) -25,94+0,70 -26,09+0,63 1,15+0,80
Piiren(n=5) -26,18+0,76 -25,70+0,58 0,06+0,13
Aycicek(n=3) -25,03+0,56 -25,28+0,29 2,62+2,67
Lavanta(n=4) -25,93+1,05 -25,93+0,51 3,35+2,74
Mese(n=3) -24,78+0,59 -25,1240,93 2,15+£2,07
Ucgiil(n=3) -26,17+0,53 -26,34+0,14 1,84+1,95
Calba(n=3) -26,41+0,21 -25,46+0,32 0

Cam (n=4) -25,04+0,71 -25,57+0,69 3,33+£2,26
Hayt(n=4) -24,94+0,10 -24,38+0,21 0
Geven(n=7) -26,53+0,26 -26,13+0,17 0
Karisik(n=9) -25,52+0,38 -25,43+0,42 0,47+0,89
Akasya(n=3) -26,41+0,37 -25,41+0,46 0
Ihlamur(n=3) -26,45+0,03 -26,45+0,05 0
Manukal(n=1) -24,16+0,36 -23,96+0,34 0
Stipermanuka(n=1) -25,23+0,37 -24,53+0,27 0

Elde edilen veriler degerlendirildiginde ise **C/C4 analizlerine gére ballarm hileleri
tam olarak tespit edilememektedir. Bunun pek ¢ok sebebi olabilir; hileli olarak {irettigimiz
ballarda kullanilan sekerlerin seker pancar1 sekeri olmasi durumunda 3¢cic4 oranlari
normal degerler iginde kalmaktadir (Simsek vd., 2012). Literatiirde de bildirildigi gibi B¢
ve C4 analiz sonuglart seker kamisindan iiretilen seker suruplari ile beslenen arilardan
tiretilen ballarda ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica arilar seker surubunu tiiketirken ayni zamanda
da disariddan nektar tasimaya devam ettikleri icin baldaki protein oranlar1 yiiksek

bulunmakta ve dolayli olarak da C4 oranlar1 normal degerleri gostermektedir.

3.2.2. Nem Analiz Sonucu

Ballarin nem igerigi, standart referans metot (TS 3036, 2002) ile refraktometre
(Atago, Germany) kullanilarak balin kirilma indisine karsin % nem igerigi olarak

belirlendi. Elde edilen degerler Tablo 21°de 6zetlenmistir. Nem ballarin raf dmiirlerinin
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belirlenmesinde olduk¢a 6nemli olup yiiksek nem balin olgunlasmadigini ayn1 zamanda
fermantasyon olmasina ve dolayisiyla erken bozunmasina neden olmaktadir. Ayrica nem
balin toplandig1 bolgenin cografik Ozelliklerine, hasat zamanina ve bi¢imine gore de
degisim gosterir (Persano Oddo ve Piro 2004; Bogdanov vd., 2004).

Tirk gida kodeksinde (TSE) ve diger kodekslere (CEU, IHC vb.) gore balda nem
igerigi cicek ve salgi balinda en fazla % 20 olmalidir. Standartlar bu ballara ait istisnalar1
belirtirken c¢icek ballarindan piliren balinda ve bu degerin en fazla % 23’e kadar

cikabilecegini ifade etmistir.

Tablo 21. Bal 6rneklerin optik ¢evirme, nem, iletkenlik ve renk sonuglari

Optik

l\(l:ar;::;e Cevirme %Nem Il;gj?;lzk RENK AE
[®[a] D] (mS/em’) L a b
Kestane(8) -2,73£1,55 19,70+1,33  1,50+0,31 47,59+0,79 37,58+0,88 81,52+0,17 101,60
Piiren(5) -2,63+£1,35 20,86+2,13  0,80+0,25 46,05+7,63 26,56+1,16 68,00+1,12 86,31
Aygigek(3) -2,70£0,52  17,95+1,49 0,48+0,17 65,31+2,58 14,23+0,82 72,01+2,68 98,25
Lavanta (4) -2,44+1,10 17,15+0,88  0,32+0,12 62,554+2,73 15,20+0,25 10,08+2,78 65,15
Mese(3) -0,7440,25 17,07£1,27 1,09+0,06 42,85+0,19 34,59+0,06 71,65+0,1 90,37
Uggiil(3) 22,5740,45  19,47+42,44  0,32+0,03 70,35+1,82 20,14+1,55 5,89+4,80 73,41
Calba(3) -3,06+0,84 18,13+0,42 0,55+0,57 73,66+0,64 21,20£2.30 6,92+4,60 76,96
Cam (4) 1,38+1,40 17,22+0,96  0,99+0,32 54,38+4,39 26,80+2,63 89,45+4,93 108,06
Hay1t(4) -2,26+£0,29 17,20+0,40 0,26+0,03 46,79+0,28 27,28+0,20 69,00+0,34 87,72
Geven(7) -1,99+0,63 17,00+0,76  0,48+0,59 74,80+1,95 9,58+0,62 5,11+198 75,58
Karigik(9) -2,12+0.33  16,54+1,58 0,78+0,62 54,85+1,99 2,23+0,85  46,23+1,20 71,77
Akasya(3) -3,46+0,64 20,80+2,55 0,20+0,05 88,50+1,92 -1,55+0,1 32,10+£0,24 94,15
Ihlamur(3) -1,58+0,01 19,80+0,01 0,42+0,01 78,50+0,03 3,10+0,02 62,20+0,05 100,20
Manuka(1) -2,45+0,01 18,68+0,02  0,53+£0,01 44,65+0,05 22,86+0,01 69,00+0,02 85,31
Stpermanuka (1)  -5,73+0,01 19,08+0,01  0,68+0,01 40,36+0,02 31,25+0,01 67,56+0,01 84,67

3.2.3. Renk Analiz Sonucu

Bal numunelerinin rengi, Hunter (L, a, b) renk 6l¢iim sisteminde MINOLTA aygit:

ile 6l¢iildii. Bal niimunesi kiivete konulmadan 6nce, 50°C sicakliktaki su banyosunda 30 -
45 dakika 1sitildi (Anupama vd., 2003). Bu islemin amaci seker kristallerini ¢ézlindiirmek
ve balin viskozitesi diisirmektir. U¢ okuma degerinin ortalamasi aliarak renk degerleri
belirlendi. Elde edilen degerler Tablo 20’de verilmektedir.

Balin rengi 6nemli bir fiziksel parametre olup bitki florasindan, mineral madde

miktarindan, icerdigi vitamin, pigment ve fenolik madde miktarinda ve 1sil islem
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etkisinden, balin uzun siire bekletilmesinden, igerdigi HMF miktarindan etkilenmektedir.
Klorofil, karoten, ksantofil tiirii bilesenler sari-yesil renk verirler (Kolayl1 vd., 2013).

Balin rengi iki farkli katogoride degerlendirilebilmektedir, PFUND skalasina gore Ki
bu yontem spektrofotometrik bir yontemdir. Diger yontem CIE L"a’b” tristumulus methodu
(Aubert ve Gonnet 1983; Ortiz vd., 1990; Bogdanov vd., 2004; Gonzalez-Miret vd., 2005;
Tezcan vd., 2011) olup yine basit gelistirilmis bir renk okuyucudan ibaret olup gidalarin
renginin tayinden siklikla kullanilmaktadir. Hunter L, a ve b renk degerleri olarak da
tanimlanmaktadir. Bu yonteme gore renk degerleri L, koyuluk/aciklik (0: siyah;
100:beyaz); a (-a, yesillik; +a, kirmizilik); ve b (-b, mavilik; +b, sarilik) olarak ifade
edilmektedir (Yildiz ve Alpaslan 2011).

Tiim bunlara gore tabloda verilen L degerlerine bakildiginda diisiik L degeri balin
siyaha yakinliginin 6l¢iisiinii gostermektedir. Calisilan ballar i¢inde en diisiik L degerine
sahip ballar en koyu renkli ballar olup kestane, piiren, mese ve manuka ballar1 koyu renkli
ballar olarak tespit edildi. Geven, lavanta, aksaya, thlamur, karisik ballar1 ise agik renkli
ballar olarak tespit edildi. b degeri balin sarilik karakterini ortaya koyarken koyu renkli
ballarinin b degeri yiiksek (sarilik karakteri fazla) bulundu. a degeri balin kirmizilik
karakterini ortaya koyarken koyu renkli olan kestane ve mese balinda en yiiksek olarak
bulundu.

Kestane, piiren, mese ve ¢am ballar1 insan goziinilin de ayirt edebilecegi bir koyuluga
sahip oldugundan bu ballarin renklerinin koyuluklar arttik¢a ballarin monofloral karakteri
de artmaktadir. Renklerin acilmasi monofloral karakterden uzaklastiginin bir ol¢iisii
olabilmektedir. Balin renginin belirlenmesinde HMF nin rolii bulunurken piiren ballarinda
HMF orani arttik¢a balin rengi de artmaktadir. Piiren bali diger ballardan farkli olarak taze
pliren bali nispeten acik renkli ve durdukc¢a rengi koyulagsmaktadir. Bunun pek ¢ok sebebi
bulunabilir fakat Ozellikle piliren balinda bulunabilen bazi fenolik bilesenleri havanin
oksijeni ve enzimatik (glukoz oksidaz) ve enzimatik olmayan kararma iiriinleri meydana

gelebilmektedir.

3.2.4. Elektriksel Iletkenlik Analiz Sonucu

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi yani elektronlarin akigini tagima
yetenegidir. Ballarda elektriksel iletkenligi esas olarak balin mineral madde igerigine

dayanmaktadir (Andrade vd., 1997). Bal standartlara gore ballarda elektriksel iletkenlik
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degeri cicek bali ve firincilik balinda 0,8 milli Siemens /em? den fazla olmamalidir. Salgi
bali ve kestane balinda ise bu degerin en az 0,8 milli Siemens /em?® olmasi gerektigi

vurgulanmigtir. Ballarin elektriksel iletkenlik degerleri Tablo 21°de verildi.

3.2.5. Optik Cevirme Acis1 (o-rotasyon) Sonucu

Orneklerin optik gevirme agisi bir polarimetre kullanilarak (Beta PPP7 Optical
Activity, England) tayin edildi (Junk ve Pancoast, 1973). Polarize 15181 ¢evirme agist olan
a-rotasyon degeri salgi ballan ile ¢igek ballarinin ayirt edilmesinde kullanilan bir ayirt
etme yontemidir. Salgi ballar1 pozitif ve ¢igek ballar1 negatif degere sahiptir (Beretta vd.,
2005; White, 1989). Bulunan degerlerin ortalamalar1 Tablo 21°deki gibidir.

Bir salgi bali oldugu bilinen ¢am balinda optik ¢evirme agis1 1,38 olarak tespit edildi.
Cam balinin optik ¢evirme acis1 ¢am hifi ile dogru orantili oldugu goriilmektedir. Mese
bali bir salgi bali olmasima ragmen negatif optik cevirme acgisina sahip oldugu
goriilmektedir. Bunun temel sebebi mese balinin saf mese balindan ibaret olmadig1 i¢inde
farkli ¢icek nektarlarinin da bulundugunu gostermektedir. Geri kalan ballar ise ¢igek balli

oldugu ve optik ¢evirme agilarinin negatif oldugu tespit edildi.

3.2.6. Mineral Madde Sonucu

Ballarin mineral madde igerikleri mikrodalga firinda ve HNOg3 ile yakilmalar1 sonucu
elde edilen asidik ¢6zeltinin seyreltilerek ICP’de tayin edilmesi esasina gore tayin edildi.
Ballarin mineral madde miktarlar1 yaninda eser elementler ve bazi agir metal iyonlar1 da
tayin edildi. Elde edilen veriler Tablo 22°deki gibidir.

As, Cd, Co, Cr, Hg, Mo, Ni, Pb gibi agir metal iyonlarinin miktarlar1 ¢alisilan
ballarda tayin degerlerinin altinda oldugu icin tespit edilemedi. Potasyum tiim ballarda
major alkali metal tuzu olup onu fosfor, kalsiyum, magnezyum izlemektedir. Potasyum
kestane bali basta olmak tizere koyu renkli ballarda yiiksek miktarda bulundu. Demir orani
en yiiksek bal olarak piiren bali tespit edilirken bakir miktar1 mese ve ¢cam balinda yiiksek
bulundu. Ayrica mangan oram yiliksek bal olarak kestane, mese ve cam bali oldugu
goriilmektedir. Fosfor orani yiiksek ballardan akasya, calba, cam ve ithlamur bali oldugu

Tablo 22’de goriilmektedir. Fosfor bala topraktan ve zirai ilaglar olan organo-fosfatli
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pestisit ve giibrelerden de nufiiz etmektedir. Cinko akasya, ¢cam ve aygigegi balinda yiiksek
miktarda bulundu, ancak yiiksek miktardaki Zn, Cu ve Fe miktarlar1 balda st limit
degerlerinin altinda bulundugu i¢in toksik seviyelerde degildir.

Calisma sonuglar1 ballarmn floral kaynagina bagh olarak farkli mineral igerigine sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Yapilan ¢alismada koyu renkli ballarin (kestane, piiren, mese,
manuka) mineral madde igeriklerinin acik renkli ballardan daha yiiksek oldugu bulundu.
Benzer sekilde literatirde koyu renkli ballarin mineral igeriginin yiiksek oldugu

belirtilmektedir (Nombre vd., 2010; Kolayl vd., 2008).



Tablo 22. Bal 6rneklerinin mineral analiz sonuglart mg.kg™

Numune/sayisi Al B Ba Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Sr Zn
Kestane(8) 77,30 TE. 2,54 749,21 2,74 12,55 1947 32,96 3,50 89,14 18,09 1,57 1,41
+11,23 +1,24 +35,69 +1,03 +7,63 +32,60 +9,58 +2.47 +24,54 +5,28 +0,21 +0,03

Piiren(5) 69,47 7,08 0,33 264,50 0,56 27,42 1521 30,75 3,56 98,65 16,68 0,94 1,54
+12,70 +0,60 +0,11 +20,40 +0,04 +8,96 +21,00 +5,22 +0,41 +5,63 +5,49 +0,24 +0,36

Aycicek(3) 7,03 TE:® 0,12 62,80 1,90 11,40 690,27 30,40 1,40 176,80 29,45 TE 4,20
yee +1,21 " +0,03 +0,17 +0,50 +1,06 +10,32 +8,95 +0,24 +21,30 +12,70 " +1,13
Lavanta(4) 8,62 TE TE 35,44 2,68 11,43 171,10 95,30 2,15 51,09 16,78 0,36 1,79
+2.80 +4,58 +1,11 +2.68 +6,16 +30,45 +0,27 +3,89 +2.09 +0,04 +0,81

Mese(3) 25,56 TE 3,37 106,45 6,83 18,82 942,44 80,56 1,20 81,69 29,65 2,78 2,26
+5,13 +2,21 +28,67 +1,52 19,13 +43,78 +14,58 +0,08 +8,63 +8,75 +0,25 +0,90

Uogiil(3) 4,99 2,79 TE 68,89 2,74 12,01 214,00 80,80 1,03 49,11 29,50 1,29 1,46
8 £2.10 £2.14 = £221 £2,00 +4.52 42968 420,65 +0,07 +8.60 +2.28 +0,03 +0,53
Calba(3) 8,18 28,40 0,53 117,40 3,08 9,40 114,00 82,85 1,11 54,67 38,31 1,49 1,86
+0,42 +14,21 +0,04 +36,24 +0,47 +7,85 +56,32 +14,23 +0,47 +4,25 +7,85 +0,05 +0,06

Cam(4) 9,03 29,10 0,28 51,48 4,57 23,36 115,97 27,81 3,06 44,46 31,94 1,68 5,60
+4,99 +7,09 +0,24 +27,76 +0,02 +5,91 +28,19 +7,09 +0,77 +20,71 +10,69 +1,13 +1,75

Hayit(4) 30,11 TE 0,24 60,75 1,90 0,89 160,00 61,80 0,45 32,53 19,82 1,20 1,64
+7,56 +0,004 +32,12 +0,07 +0,09 +42,58 +8,59 +0,08 +14,52 +0,08 +0,04 +0,06

Geven(7) 7,44 TE 0,32 63,65 2,44 8,16 132,08 11,40 1,62 42,49 22,00 1,48 1,50
+0,32 o +0,10 +30,41 +1,95 +1,21 +71,13 +3,33 +0,06 +22,62 +3,25 +0,06 +0,07

Karisik(9) 13,99 TE 0,57 42,20 2,73 1,07 336,00 11,28 0,62 37,44 23,21 1,05 1,46
+0,09 o +0,22 +16,12 +1,15 +0,04 +46,95 +1,19 +0,03 +11,03 +6,81 +0,46 +0,04

Akasya(3) 15,89 2,26 0,60 53,54 0,26 1,13 268,81 120,85 0,09 15,98 42,77 0,29 8,70
+1,62 +0,30 +0,03 +11,44 +0,12 +0,03 +25,83 +72,62 +0,06 +1,66 +5,00 +0,04 +0,98

Ihlamur(3) 4,86 TE 0,37 105,69 21,6 0,84 298,48 125,90 0,25 37,90 30,73 0,71 7,81
+0,85 T +0,05 +24,85 +0,15 +0,06 +35,68 +0,35 +0,14 +14,25 +6,36 +0,08 +0,03

Manuka(1) 10,20 TE TE 97,20 0,22 1,34 389,12 164,20 0,12 26,30 27,19 1,20 2,10
+0,25 o o +0,84 +0,08 +0,07 +11,20 +11,20 +0,04 +0,45 +8,25 +0,02 +0,09

Siipermanuka (1) 21,30 TE TE 99,20 0,55 2,52 485,10 200,40 0,29 21,50 29,83 1,30 2,91
+0,35 T " +0,56 +0,07 +0,09 452,46 +20,10 +0,06 +0,74 +6,23 +0,03 +0,06

89
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3.2.7. Diastaz Aktivite Sonucu

Ballarin tazeligi ve 1sil islemlerden gecip ge¢medigi test etmede kullanilan ve
karbohidratlarin sindiriminden sorumlu enzim diastazdir (Bogdanov 2002). Diastaz enzimi
armin midesinden bala niifuz etmektedir ve enzim yiiksek sicaklikta denatiire olmaktadir.
Diastaz enzimi bitkinin kaynagina bagl olarak ballarda farkli diizeylerde bulunmakla
birlikte, diastaz aktivitesinin beklenen diizeyin altinda ¢ikmasinin iki temel nedeni
bulunmaktadir; bal 1s1] islem gérmiistiir veya zaman1 ge¢mis bir baldir. Genel olarak sicak
iklim kusaklarindaki ballarin diastaz aktiviteleri diisiik olmaktadir. Narenciye ballari diisiik
miktarlarda diastaz aktivitesi gostermektedir (La Grange ve Sanders 1988). Avrupa Birligi
direktifleri ve Tirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (Anonymous 2002)’ne gore balin Diastaz
aktivitesi, 8 birim diizeyinden daha az olmamalidir. Narenciye ballarinda ise bu deger 3
birim diizeyinden daha az olmamalidir.

Ballarin diastaz aktiviteleri Tablo 23°de verilmektedir. Yapilan ¢alismada kestane,
hayit, cam, lavanta ve manuka ballarinin diastaz aktivitelerin yiiksek ve piiren, aycicegi,

akasya, siiper manuka ve ¢alba ballarinin diisiik diastaz aktivitesine sahip oldugu bulundu.

Tablo 23. Bal 6rneklerin Diastaz, HMF ve Prolin degeri Sonuglar1

Numune /sayisi Diastaz Aktivitesi (DU) HMF (mg/Kg) Prolin (mg/kg)

Kestane(n=8) 9,1+£2.99 9,28+7,13 799,84+178,94
Piiren(n=5) 4,3+4,13 80,24+59.27 845,44+42.16
Aycicek(n=3) 7,8+3,64 3,904+2,36 455,53+1,48

Lavanta (n=4) 5,4+2.85 24,42420,99  615,06+206,52
Mese(n=3) 5,8+0,22 0,61%1,55 473,92+115,96
Ucgiil(n=3) 7,9+1,30 10,92+7,95 509,85+63,57
Calba(n=3) 4,1+0,90 8,48+13,25 532,25+138,49
Cam (n=4) 10,6+1,31 4,87+2,06 436,81+£190,47
Hayit(n=4) 13,2+1,38 12,17+2,91 797,02+129,99
Geven(n=7) 8,0+£1,37 4,60+3,93 754,60+130,34
Karisik(n=9) 7,0+£2,03 14,71£23,45  482,32+160,78
Akasya(n=3) 3,6+0,07 12,56£5,21 281,61+112,59
Ihlamur(n=3) 6,2+0,03 2,51+0,24 513,50+0,03

Manuka(n=1) 7,3+0,55 13,78+0,21 433,714+24,58
Stipermanuka (n=1) 2,0+0,64 23,304+3,51 228.42+11,45
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3.2.8. HMF Analiz Sonucu

5-hidroksimetilfufural (HMF) enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarinin bir
iriinii olup gidalarda seker ve proteinlerin kondensasyon reaksiyonu sonucu olusmaktadir.
HMF sekerler ile aminoasitler gibi yapisinda amin grubu iceren biyomolekiiller arasinda
gerceklesen Maillard reaksiyonlar1 iiriinlerinden biridir Balda HMF miktarinin tayini
diastaz aktivitesinde oldugu gibi balin tazeligi ve 1s1l isleme maruz kalip kalmadiginin bir
indikatorii olarak kullanilmaktadir. Balda diisiik ¢ikmasi balin tazeliginin bir gostergesidir.
HMF kristalize olmus balin 1s1l islem sonucu ¢oziindiiriilmesiyle artis gostermektedir.
Ballardaki HMF miktar1 zaman ve sicakliga bagli oldugu gibi pH, nem, indirgen seker
orani, botanik ozellik gibi gesitli faktorlerden de etkilenmektedir (Spana ve ark. 2006;
Yildiz ve ark. 2010). Calismada ballarin HMF degeri RP-HPLC metodu kullanilarak tayin
edildi. Sulu ortamda standart HMF kullanilarak kalibrasyon egrisi hazirlandi ve 285’nm de
dedeksiyon yapildi (Jeuring, vd., 1980). Tablo 23’de ¢alisilan ballarin HMF sonuglari
gostermektedir. En yiiksek HMF degeri piliren balinda tespit edildi. HMF degeri piiren
balinda 40 mg/kg daha yiiksek ¢ikma sebebi balin 1 yillik bekletilmis ballar oldugundan
HMF degeri yiiksek bulundu.

3.2.9. Prolin Analiz Sonucu

Ballarda prolin tayini Trabzon Gida Kalite kontrol laboratuarindan hizmet alim
seklinde yapildi. Tayin spektofotometrik yontem kullanilarak gergeklestirildi. Prolin
ninhidrin ile renkli kompleks olusturur. 2-propanol ilavesinden sonra oOrnek ¢ozelti
etkisizlestirilir ve referans bir ¢ozeltinin maksimum dalga boyu tayin edilmektedir. Prolin
icerigi degerler arasindaki iligkiden tayin edilmektedir (Ough, 1960). Ballarin prolin
degerleri Tablo 23’de goriildiigi gibi verilmektedir. Ballarin prolin degerleri 228 mg/kg ile
845,44 mg/kg arasinda degisim gostermektedir. Prolin degeri sonucuna gore en yliksek
prolin degeri piiren balinda gozlemlenirken en diisiik prolin degeri ise sliper manuka

balindan gozlemlendi.
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3.2.10. Seker Analiz Sonuglar:

Yapilan c¢aligmada HPLC’de RI-dedektdr kullanilarak 10 farkli seker (fruktoz,
glukoz, sakkaroz, maltoz, arabinoz, riboz, trehaloz, galaktoz, melesitoz, melebioz) ballarda
tayin edildi. Bu yontemin esasi, filtre edilmis seyreltik bal ¢ozeltisinin seker igerigi RI-
dedektér ile HPLC’de tayinine dayanmaktadir. Gelis zamanlarina gore pikler
belirlenmektedir (Bogdanov ve Baumann, 1998).

Oncelikle cihazin kalibrasyonu igin bu sekerlerin standart c¢ozeltileri hazirlandi.
Standart ¢ozeltileri 0,45 um filtreden gegirilip viallere alindi. Bu standart ¢6zeltileri HPLC
cihazinda RI- dedektoriinde okutarak gelis zamanlarina gore kalibrasyon grafikleri
olusturuldu. Lineer dl¢lim araliginda olusturulan kalibrasyon grafigin denklem verisinden
ve asagidaki formiilden yararlanarak LOD ve LOQ hesaplandi. Hesaplanan bu verilere
Tablo 24°de verildi. Tablo 242’de goriildiigii gibi alikonma zamanlarinin yiizde bagil
standart sapmasi en yiiksek galaktoz (0,433) ve riboz (0,348) sekerlerinde elde edilmistir.
Diger seker bilesenlerin % RSD degerleri daha diisiik yani tekrarlanabilirlikleri daha
yiiksek bulunmustur. Pik alanlarinin % RSD degerleri riboz ve glukozun 5’ in {istiinde iken
diger sekerlerinki 5’den kiigiik bulunmustur. Tekrarlanabilirler seker bilesenleri bal

ekstraktlarinda analizleri i¢in genel olarak uygun araliktadir.

Tayin Limiti (LOD) = 3,3x(2)
m

Olgiim Limiti (LOQ) = 10x (E)
m

SD = Kalibrasyon egrisinin en diisiik seviyesindeki standart sapma

m= Kalibrasyon egrisinin egimi

Tablo 24. Seker standartlarinin validasyonu (LOD ve LOQ) degerleri

No RTox Bilesen R>  %RSD (Alikkonma Zamani) %RSD (Alan) LOD? LOQ®

1 2,88 Riboz 0,999 0,348 5,168 0,355 1,075
2 3,42 Arabinoz 0,996 0,131 3,133 0,145 0,440
3 3,63 Fruktoz 1,000 0,113 1,056 1,254 3,800
4 4,03 Glukoz 0,999 0,128 5,918 0,390 1,182
5 4,17 Galaktoz 0,999 0,433 1,930 0,678 2,054
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Tablo 24’iin devami

6 5,39 Sukroz 0,999 0,076 1,534 1,680 5,090
7 6,18 Maltoz 0,999 0,066 3,840 1,460 4,425
8 6,79 Teraloz 1,000 0,060 2,458 0,189 0,574
9 7,82 Melibioz 1,000 0,052 2,460 2,317 7,022
10 8,85  Melezitoz 0,994 0,058 3,649 2,019 6,119

dDegerler mg/mL cinsinden verilmistir.

HPLC’de validasyonu yapilan 10 farkli seker standardinin validasyonu % 99

oraninda gerceklesmistir. Sekil 13°de 10 tane seker standardin kromatogrami verilmistir.

mAU |

t(dakika).

Sekil 11. RID ile seker standartlarinin kromatogrami. (1) Riboz, (2) Arabinoz, (3) Fruktoz,
(4) Glukoz, (5) Galaktoz, (6) Sukroz, (7) Maltoz, (8) Teraloz, (9) Melebioz, (10)
Melezitoz

Calisan ballarda 10 tane standart sekerle ¢alisilmis olup major monosakkarit olarak
fruktoz ve glukoz sekerleri tespit edilirken diger sekerlerde az miktarda degisik oranlarda
ballarda bulundu. Sonuglarda F/G oranmi en yiiksek ¢ikan ballar galba, {iggiil, kestane ve
mese oldugu tespit edildi. Kestane ballarinin sadece bir tanesinde riboz sekeri tespit edildi

(Tablo 25).



Tablo 25. RID ile bal 6rneklerinin seker sonuglari (mg/g)

Numune/sayisi Riboz Arabinoz Fruktoz Glukoz Galaktoz Sukroz Maltoz Teraloz Melibioz  Melezitoz F/G

Kestane(n=8) 0,14+0,01* T.E. 38,44+2,72 19,35+£3,00 T.E. 1,32+1,41  0,53+£0,12 0,09+0,01  0,40+0,40 0,56+0,22  2,25+1,26
Piiren(n=5) T.E. T.E. 45,11+0,24 25,0+0,32 T.E. T.E. 0,31+0,03  0,04+0,001 0,39+0,14 0,55+£0,01  1,97+0,69
Aycigek(n=3) T.E. T.E. 41,85+5,66 21,83+£0,70 T.E. T.E. 0,38+0,01 T.E. T.E. 0,50+0,003  1,96+0,56
Lavanta(n=8) T.E. T.E. 32,65+1,28 22,19+6,79  T.E. T.E. 0,36+0,03 T.E. 0,36+0,03 0,52+0,01  1,494+0,33
Mese(n=3) T.E. T.E. 43.28+2,18 21,73£2,40 T.E. T.E. 0,19+0,44 T.E. T.E. 0,94+0,07  2,04+0,38
Uggiil(n=3) T.E. T.E. 44,47+2,00 15,40+£3,26  T.E. T.E. T.E. T.E. 0,37+£0,01 0,55+£0,01  2,93+0,68
Calba(n=3) T.E. T.E. 40,16+2,79 12,40£1,11  T.E. T.E. 0,18+0,56 0,10£0,05 0,36x0,01 0,56+0,09  3,23+0,06,
Cam(n=4) T.E. T.E. 39,80+2,84 23,67£2,21 T.E. T.E. 0,54+0,64 T.E. 0,35+0,01 0,62+£0,34  1,86+0,78
Hayit(n=4) T.E. T.E. 40,92+0,10 35,26+£0,01 T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 1,16+0,01
Geven(n=7) T.E. T.E. 32,62+10,176  25,34+7,624 T.E. 1,61+0,083 0,16+£0,70 T.E. 0,36+0,07 0,65+0,47  1,48+0,43
Karigik(n=9) T.E. T.E. 30,35+5,65 22,07+6,59 T.E. 0,91+0,16  1,05+0,87 T.E. 0,36+0,01 0,52+0,04  1,44+0,38
Akasya(n=3) T.E. T.E. 46,28+1,39 28,28+6,66  T.E. 1,39+0,05  0,75+0,04 T.E T.E. T.E. 1,69+0,54
Ihlamur(n=3) T.E. T.E. 45,92 +0,07 23,64 +0,07 T.E. T.E. 0,13+0,04 T.E. T.E. 0,43£0,02  1,94+0,01
Manuka(n=1) T.E. T.E. 36,23£0,47 27,93+£3,33 T.E. T.E. T.E. T.E. 0,36+0,02 0,50+0,01 1,30+0,01
Stipermanuka(n=1) T.E. T.E. 42,69+1,83 22,00+£0,85 T.E. T.E. 0,17+0,02 T.E. T.E. 0,51+0,02  1,94+0,02

T.E: Tespit edilemedi.

€9
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3.3. RP-HPLC-UV ile Fenolik Bilesenlerin Metot Optimizasyonu ve
Kromatogramlari

Optimize edilen HPLC-UV metodu kullanilarak 18 standart fenolik bilesiginin
analizi iki farkli dalga boyu ile yapilan standart pik ayrimlart Sekil 12 ve 13’deki

kromatogramlarda verildi.

—Surveyor UV/VIS-280nm

200 10
18Q
164 1

14Q

1
mAU
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Sekil 12. HPLC-UV tarafindan 280 nm’deki kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)
Protokatekuik asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) Katesin, (6) Vanilik asit, (7)
Kaffeik asit, (8) Siringik asit, (9) Epikatesin, (10) p-Kumarik asit, (11)
Ferulik asit, (12) Rutin, (13) Myrisetin, (14) Fisetin, (15) Kuersetin, (16)
Apigenin, (17) Kaemferol, (18) izoramnetin
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Sekil 13. HPLC-UV tarafindan 315 nm’deki kromatogrami. (5) Klorojenik asit, (7)
Kaffeik asit, (10) p-Kumarik asit, (11) Ferulik asit, (12) Rutin, (13)
Myrisetin, (14) Fisetin, (15) Kuersetin, (16) Apigenin, (17) Kaemferol,
(18) Izoramnetin
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Tablo 26’da goriildiigii gibi alikonma zamanlarinin yiizde bagil standart sapmasi en
yiksek p-OH benzoik asit (0,65), katesin (0,58) ve rutin (0,53) bilesiklerinde elde
edilmistir. Diger bilesenlerin % RSD (alikonma zamani) degerleri daha diisiik yani
tekrarlanabilirlikleri daha yiiksek bulunmustur. Pik alanlarinin % RSD degerleri myrisetin
ve isoramnetinde 5’e¢ yakin iken diger bilesenlerde 5’den kiigiik bulunmustur.
Tekrarlanabilirler fenolik bilesiklerin bal ekstraktlarinda analizleri igin genel olarak uygun
araliktadir. Kalibrasyon egrilerinin dogrusalligi olan R?=0,99’dan biiyiikk bulunmustur.
Metodun kalitatif tespit sinir1 LOD (<0,13) ve kantitatif tespit sinir1t LOQ (<0,45) degerleri

oldukga kiigiik olup bal ekstraktlarinin fenolik bilesen analizi i¢in uygun araliktadir.

Tablo 26. Optimize edilen HPLC-UV metodunun parametreleri

No RTon Bilesik (allko::/:nisz[;mam) cgﬁi? R LOD" LOQ"
1 2,78 Gallik asit 0,30 2,05 0,998 0,03 0,11
2 5,18 Protokatekuik asit 0,24 2,78 0,999 0,04 0,14
3 8,61 p-OH benzoik asit 0,65 1,19 0,999 0,02 0,06
4 9,66 Katesin 0,58 2,10 0,999 0,12 0,39
5 10,28 Klorojenik asit 0,29 1,50 0,998 0,04 0,15
6 10,73 Vanilik asit 0,35 0,87 0,999 0,01 0,05
7 11,15 Kaffeik asit 0,24 0,83 0,999 0,03 0,09
8 11,87 Siringik asit 0,36 1,49 0,999 0,02 0,07
9 12,46 Epikatesin 0,38 1,33 0,999 0,08 0,26
10 14,17 p-Kumarik asit 0,11 0,56 0,999 0,02 0,06
11 1541 Ferulik asit 0,23 0,63 0,999 0,02 0,07
12 15,82 Rutin 0,53 1,15 0,999 0,03 0,11
13 18,88 Myrisetin 0,26 4,09 0,999 0,08 0,27
14 19,28 Fisetin 0,25 2,56 0,999 0,05 0,18
15 22,55 Kuersetin 0,21 1,78 0,999 0,04 0,13
16 25,54 Apigenin 0,15 1,49 0,999 0,05 0,17
17 26,08 Kamferol 0,14 2,68 0,999 0,07 0,22
18 26,66 Isoramnetin 0,14 6,34 0,998 0,13 0,45
19 26,92 Propilparaben (1S) 0,07 411 0,18 0,59

3
Q
p
N



66

3.4. Ballarin Fenolik Bilesen Sonuclari

18 fenolik bilesenle gergeklestirilen 6rneklerinin analizinde ballarda en ¢ok bulunan
bilesen p-OH benzoik asit, kafeik asit ve p-kumarik asittir. Myrisetin ve fisetin flavonoidi
ise hicbir bal 6rneginde tespit edilemedi. Ballarin fenolik bilesen sonuglar1 Tablo 27-
28’deki gibidir. Mese bali fenolik bilesimi zengin bir bal olup gallik asit, protokatekuik
asit, p-hidroksibenzoik asit, kafeik asit ve p-kumarik asit bakimindan zengin bir bal olarak
tespit edildi. Siiper manuka balinda siringik asit major fenolik bilesen olarak tespit edildi.

Isoramnetin akasya balinda gozlemlenirken diger ballarda bu bilesik tespit edilmedi.



Tablo 27. RP-HPLC-UYV ile bal 6rneklerinin fenolik bilesen sonuglari

Nunume pg (fenolik bilesen)/g numune

Standartlar

Kestane Piiren Aycicek Lavanta Mese Ucgiil Calba Cam
Gallik Asit 0,98+0,32 0,61+0,04 T.E. T.E. 82,49+4,38 T.E. T.E. T.E.
Protokatekuik Asit 9,18+1,67 19,43+2.15 3,58+2,76 4,80+£0,07  744,6£5.41  2,75+0,03 T.E. 81,19+7,13
p-OH benzoik Asit  17,42+1,50  25,42+20,79 10,74+8,06 24,06+8,50 50,19+36,2 15,80+6,88 17,84+3,81 29,15+18,7
Katesin T.E. 23,07+0,05 T.E. 12,59+8,26 T.E. T.E. T.E. 21,75+15.4
Klorojenik Asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Vanilik Asit 1,90+0,79 T.E. T.E. TE. T.E. T.E. 9,47+7.44  20,00+0,21
Kafeik Asit 4,76+0,82 2,76+1,50 3,31£2,02 4,27+2,58  11,7849,14  1,51+0,39  6,60+5,10  3,90+3,39
Siringik Asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 4,60+0,11
Epikatesin T.E. T.E. T.E. 15,63+12,6  10,32+0,50 T.E. T.E. T.E.
p-Kumarik Asit 5,52+3,26 2,98+1,60 1,91+1,34 2,43+1,60 5,95+2,22 T.E. 3,91+0,79 4,41+3,46
Ferulik Asit 1,19+£0,92 T.E. 0,33£0,05 T.E. 4,1943,00 T.E. 0,88+0,24 2,15+1,30
Rutin T.E. T.E. T.E. 20,60+17,9 T.E. T.E. T.E. 11,64+6,92
Myrisetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Fisetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Kuersetin 3,50+0,07 21,05+0,05 24,26+0,41 T.E. T.E. T.E. 4,90+1,08 11,76+2,32
Apigenin 0,63+0,35 T.E. 7,95+0,23 T.E. T.E. T.E. 3,03+0,24 T.E.
Kaempferol TE. T.E. 36,77+0,11 T.E. TE. T.E. TE. 7,50+0,10
Isoramnetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

L9

T.E: Tespit edilemedi.



Tablo 28. RP-HPLC-UYV ile bal 6rneklerinin fenolik bilesen sonuglari

Standartlar

Nunume pg (fenolik bilesen)/ g numune

Geven Karigik Akasya Hayit Ihlamur Manuka  Siipermanuka
Gallik Asit 0,29+0,20 T.E. T.E. T.E. T.E. 9,22+1,30 T.E.
Protokatekuik Asit 17,60+9,58 7,17+0,02 T.E. T.E. 9,24+0,23 18,90+3,20 T.E.
p-OH benzoik Asit 29,86+14,18  14,98+10,04  11,59+0,35 24,68+1,1 55,26+9,98  32,38+4,40 T.E.
Katesin 13,34+2,69 T.E. T.E. 1,87+0,03 T.E. T.E. T.E.
Klorojenik Asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 35,50+3,03
Vanilik Asit 1,67+0,10 T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 9,98+4,05
Kafeik Asit 5,56+4,61 5,23+0,65 1,35+0,07 3,67+1,40 8,80+1,01 17,30+11,20 T.E.
Siringik Asit T.E. T.E. 17,14+2,25 T.E. T.E. T.E. 61,61+10,32
Epikatesin T.E. 6,47+0,05 T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
p-Kumarik Asit 4,87+0,56 5,83+3,39 1,99+1,01 2,21+0,46 4,66+0,11 8,15+0,04 T.E.
Ferulik Asit 0,80+0,55 T.E. 0,97+0,37 0,36+0,23 T.E. T.E. T.E.
Rutin 4,61£0,75 12,75£11,78 T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Myrisetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Fisetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Kuersetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Apigenin 1,82+0,21 T.E. 3,59+0,01 1,84+0,49 34,83+9,80 T.E. T.E.
Kaempferol T.E. T.E. 0,44+0,13 T.E. T.E. T.E. T.E.
Isoramnetin T.E. T.E. 3,25+0,43 T.E. T.E. T.E. T.E.

T.E: Tespit edilemedi.
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3.5. Ballarmm Antioksidan Sonuglar:

3.5.1. Toplam Polifenol Testi Sonucu

Analizler icin bal Ornekleri metanolik ekstraklar1 hazirlanarak gerekli seyreltme
islemleri yapildiktan sonra toplam fenolik madde miktar1 gallik standardina gore tayin
edildi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan (0,05- 0,0078 mg/mL’lik) standart gallik
asit ¢ozeltileri ile Boliim 2.9.1.’de anlatilan metoda gore toplam fenolik madde miktarlari
tayin edildi. Elde edilen 765 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon
degerleri x-ekseninde olacak sekilde bir standart ¢alisma grafigi hazirlandi. Elde edilen
standart calisma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen
dogru denklemi y=1,6543x+0,025 olarak tespit edildi (Sekil 14). Hazirlanan standart
calisma grafigi kullanilarak 1 g balin icerdigi mg cinsinden toplam fenolik madde miktari
belirlendi. Ballarin toplam fenolik madde miktarlar1 Tablo 29°daki gibidir. Toplam fenolik
madde miktar1 10,71-145,65 mg/100 g numune arasinda degisim gostermektedir. En
ylksek deger siiper manuka balinda tespit edilirken en diisiik deger akasya balinda tespit
edildi.

0,9 -
0,8 y =1,6543x + 0,025
R? =0,999

0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 1
0,3 1

Absorbans (765 nm)

0,2 1
0,1 1

0,0 T T T T T ]
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 14. Toplam polifenolik madde tayini igin gallik asit standardi
kullanilarak hazirlanan standart ¢aligma grafigi
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3.5.2. Toplam Flavonoid Testi Sonucu

Metanolik olarak hazirlanmis olan bal ornekleri gerekli seyreltme islemi
tamamlandikdan sonra toplam flavonoid madde miktarlar1 kuersetin standardina gore tayin
edildi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan (0,25- 0,0078 mg/mL’lik) standart kuersetin
cozeltileri ile Bolim 2.9.2°de anlatilan metoda gore toplam flavonoid madde miktarlar
tayin edildi. Elde edilen 415 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon
degerleri x-ekseninde olacak sekilde bir standart calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen
dogru denklemi y=3,3875x-0,0106 olarak tespit edilip (Sekil 15), bu denklemden
faydalanilarak 1 g balin mg cinsinden toplam flavanoid madde miktar: tespit edildi.
Toplam flavonoid madde miktar1 ballarda 0,52- 26,83 mg/100 g numune arasinda degisim
gostermektedir. En yiiksek deger siiper manuka balinda en diisiik deger ise tli¢giil balinda

tespit edildi. Sonuglar Tablo 29’daki gibidir.

y = 3,3875x- 0,0106
R? =0,9999

Absorbans (415 nm)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

kuersetin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 15. Toplam flavonoid madde tayini i¢in kuersetin standard1 kullanilarak
hazirlanan standart ¢aligma grafigi

3.5.3. FRAP Testi Sonucu

Bu yo6ntemin ilkesi; antioksidan i¢eren bir 6rnegin eklenmesi sonucu, oksidan olarak
kullamlan ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin, renkli formdaki ferro (Fe?") formuna
indirgenmesine dayanmaktadir. Bu yontem ile 1 mmol L™ demir siilfata (FeSO4) esdeger,

ferrik indirgeme yetenegine sahip antioksidanlarin konsantrasyonu belirlenir. Kalibrasyon
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icin FeSO47H,0O degisik konsantrasyonlar1 (62,5- 1000 uM ) kullanilarak hazirlanan
standart ¢alisma grafigi asagida verilmektedir (Sekil 16). Ballarin FRAP sonuglar1 Tablo
29°daki gibidir. Frap degeri 0,59- 4,62 upmolFeSO,.7H,0/g numune arasinda degisim

gostermektedir. En yiiksek deger siiper manuka balinda en diisiik deger ise ii¢cgiil balinda tespit
edildi.

08 -
y = 0,0006x - 0,0192
2 _

06 1 R =0,9997
€
c
D 04 -
©
2
8 02 A
S
(o]
8
< 0,0 . . ; ; : .

0 200 400 600 800 1000 1200
FeSO,.7H,0 (uM) konsantrasyonu

Sekil 16. FeSO47H;0 kullanilarak elde edilen standart ¢aligma grafigi

3.5.4. DPPHe- Testi Sonucu

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup, radikal temizleme aktivitesinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu radikal 100
uM’lik metanolik ¢o6zeltisi hazirlandi. Metanolik bal ekstraklarindan 750 pL 5 farkh
konsantrayonlarda alinarak tizerlerine yine aym hacimde 750 pl. DPPH' ¢ozeltisi
koylularak 50 dakika inkiibasyona birakildi ve siire sonunda 517 nm’de absorbans
degerleri okundu. Artan numune konsantrayonuna karsi absorbans degerleri grafige
gecirildi ve bu grafikden faydalanilarak maksimum absorbansin yariya diisiiren numune
konsantrasyonu SCsg degeri olarak ifade edildi. Buradan antioksidan aktivite, numunelerin
SCsp mg/mL cinsinden degerlerleri belirlenerek karsilastirilmistir. DPPH™  radikali
temizleme tayininde kiicik SCsp degeri yiiksek radikal temizleme kapasitesini
gostermektedir. Tablo 29°da numunelerin SCso degerleri verilmistir. Ballarin SCso degerleri
13,75- 180,12 mg/mL arasinda degisim gostermektedir. Sonuglara gore en yiiksek radikal
temizleme aktivitesine sahip bal olarak sliper manuka bali oldugu bulundu. En diisiik

temizleme aktivitesine sahip bal ise akasya balinin oldugu bulundu.
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Tablo 29. Toplam polifenol, toplam flavonoid, FRAP ve DPPH testleri sonucu

TP

TF

numune) numune)
Kestane (n=8) 78,53+19,77 7,14£2.48 4,30+0,13 22,14+6,63
Piiren (n=5) 90,64+38,62 4,72+1,56 1,35+0,15 39,23+14,61
Aygicek(n=3) 43,57+16,01 2,12+1,13 1,16%0,75 71,38+2,04
Lavanta (n=4) 53,39+23,34 2,03+1,54 0,67+0,25 74,97+34,52
Mese(n=3) 93,20+26,00 2,85+0,14 3,07+1,24 13,75+1,39
U(;giil(n=3) 25,53+5,90 0,52+0,39 0,59+0,21 98,19+58,03
Calba(n=3) 40,17+14,10 2,37£1,99 0,65+0,46 60,96+5,20
Cam (n=4) 60,42+22.,47 1,50+1,18 1,48+0,83 54,46+30,05
Hayit(n=4) 35,60+4,04 0,91+0,12 0,67+0,11 133,72+23,02
Geven(n=7) 43,63+20,66 0,86+0,49 0,66+0,25 139,88+28,88
Karisik(n=9) 29,54+12,71 1,57+1,89 0,77+0,62 54,76+22,06
Akasya(n=3) 16.02+1,70 1,37+0,16 0,64+0,04 180,12+87,32
Ihlamur(n=3) 41,20+0,01 0,91+0,12 0,87+0,02 78,61+1,91
Manuka(n=1) 66,35+0,05 8,4+0,18 1,99+0,02 54,15+0,01
Siipermanuka (n=1)  145,65+0,02 16,83+1,34 4,62+0,11 21,02+0,64

Std. Troloks* 0,004+0,01

*mg/mL

3.6. Antimikrobiyal Aktivite Sonucu

Baldaki antimikrobiyal aktivitesi onun asitligine, pH’sina, osmotik basincina, glukoz

oksidaz araciligiyla enzimatik olarak hidrojen peroksit iiretimine baglidir. Buna ek olarak
aromatik asitler veya fenolik bilesenler, antimikrobiyal aktiviteye biitiin olarak katkida
bulunabilir. Metanolik ekstraklarla hazirlanmis olan bal Orneklerinin antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemek amaciyla gram negatif ve gram pozitif bakteri kullanilmis ve
onlarin hangi bakteri kiiltiirline kars1 antimikrobiyal etki olusturdugu tespit edilmistir.
Sonuglar Tablo 30°daki gibidir. Akasya balinin hem gram (-) hem de gram (+) kars1 diger

ballara gore daha etkin oldugu tespit edildi.

Tablo 30. Bal 6rneklerinin antimikrobiyal aktivite sonucu

Mikroorganizmalar ve Inhibisyon Caplari (mm)

Gram (-) Gram (+) Kif  Maya
Numune E.c. P.v. P.a. Y.e. K.p. B.s. M.1. S.a. An. S.c.
Kestane 1225 12,00 10,05 1225 1150 13,00 11,75 12,05 9,80 13,20
Piiren 12,93 10,33 12,20 1357 13,73 11,6 12,00 12,80 12,15 13,55
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Tablo 30’un devami

Aygcicek 10,70 11,85 11,25 12,80 12,75 11,20 17,60 13,60 11,60 13,40
Lavanta 13,70 840 9,20 1340 925 7,00 1290 8,00 13,30 9,70
Mese 13,05 9,7 TE. TE 1160 143 1355 10,30 10,10 15,10
Uggiil 11,80 11,80 10,50 11,85 1095 T.E. 1330 1190 14,40 12,10
Calba 12,05 18,60 10,30 10,10 990 13,40 1555 8,00 T.E 10,80
Cam 13,10 12,70 10,70 13,60 13,30 13,50 11,90 8,30 1440 11,20
Hayt 12,85 11,00 11,05 11,95 10,00 T.E. 10,80 T.E. 14,02 12,80
Geven 12,10 11,50 1150 990 1065 T.E. 825 12,75 9,85 10,20
Karisik 11,75 11,90 940 11,55 11,10 1105 920 10,50 9,30 13,90
Akasya 1430 1250 9,10 12,00 12,65 17,50 1470 9,30 12,50 14,15
Manuka 6,30 TE. TE 10,3 11,2 8,6 11,2 6,01 9,01 12,4

Stipermanuka 9,05 114 TE 130 T.E. 8,4 15,8 8,9 11,6 13,8

E.c. Escherichia coli B.s. Bacillus subtilis P. v. Proteus vulgaris M. I. Micrococcus luteus S.a.
Staphylococcus aureus P.a. Pseudomonas aeruginosa Y.e. Yersinia enterocolitica K.p. Klebsiella
pneumoniae A.n. Aspergillus niger S.c. Saccharomyces cereviasea

T.E: Tespit edilemedi



4. TARTISMA

Bal, arilar1 (Apis mellifera) tarafindan ¢igek va salgilarindan toplanan bal, insanoglu
tarafindan hem sifa kaynagi hemde besin maddesi olarak ge¢misden giiniimiize kadar
kullanilmaktadir (Aparna vd., 1999; Kaskoenien vd., 2009). Balin bilesiminin biiyiik bir
kismin1 karbohidratlar olusturmakla birlikte yapisinda yaklasik % 1 -2 oraninda yer alan
cesitli biyo-aktif bilesikler (proteinler, enzimler, aminoasitler, vitaminler, organik asitler,
flavonoidler, fenolik asitler, mineraller) onun biyolojik aktivitesinden sorumlu ajanlardir
(White, 1999). Balin bilesiminin degiskenligi bir¢ok faktdre baglidir. Bunlar nektari
saglayan floraya, iklim kosullarina, cografik 6zelliklere, iiretim bigimine ve bal aris1 tiiriine
gore degisim gostermektedir (Kaskoniene, 2010). Bu zengin ve kompleks bilesimi
sayesinde bal, alternatif tip uygulamalarinin basinda yer alir (Alvarez- Suarez vd., 2010).

Tiirkiye bal iiretimi ve c¢esitliligi bakimdan diinyanin 6nde gelen sansli cografik
bolgelerinden biri olup bal gesitleri, ballarin biyo-aktif 6zellikleri ve biyo-yararlikliklar
konusundaki arastirmalar yeterli seviyede degildir. Ayrica Tiirkiye ballarinin biyo-aktif
potansiyellerinin diinyadaki tibbi ballara goére durumu bilinmemektedir.

Tiim bu sorulara cevap verebilmek i¢in Tiirkiye florasina ait 12 degisik monofloral
bal ve bu ballarin yan sira karsik (heterofloral) bal ile iki farkli Manuka balinin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik aktif potansiyelleri arastirild1 ve karsilastirmalar yapildi.

Insanoglu igin 6nemli bir besin kaynagi olan bal, cografik konuma ve floranin
kimyasal igeriginin farklilasmasiyla degismektedir (lzhar-ul-Haq vd., 2010). Bitki
nektariin olgunlagsmasi esnasinda cografik konum &nemli bir yer tutmaktadir. Alves vd.
(2013) yapmis oldugu ¢alismada farkli bolgelere ait ayni tiir monofloral ballarinin cografik
konumun degisimiyle birlikte mineral iceriginin degisim gdsterdigini tespit etmistir. Yine
baska bir ¢aligmada bal mevcut olan mineral kompozisyonun botanik orjinine ve toprak
tiiriine gore degisim gosterdigi bulunmustur (Pohl, 2009).

Bal {reticilerinden monofloral bal olarak temin edilen ballarin monofloral olup
olmadig1 tespiti i¢in palinolojik analizi yapilmis olup, bu polen oraninin % 40 ve iizerinde
¢ikan ballar1 monofloral olarak nitelendirmek miimkiindiir. Fakat son zamanlarda
monofloral polen orani daha diisiik olan ballarda (6rnegin % 30) monofloral bal olarak da
siiflandirilmaktadir (Escriche vd., 2014).
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Bu orana gore kestane> manuka> piiren> siiper manuka> geven> lavanta> thlamur
ballarinin polen yiizdesinin % 40’1n iizerinde oldugu tespit edilmistir. Mese ve cam ballari
salg1 bal1 olduklar1 i¢in polen sayimina ilave olarak hif yogunluguda saptanmaktadir. Diger
ballar ise Calba balinin polen igerigi % 39 olarak, aygicegi, iicgiil, hayit ve akasya
ballarinin polen yiizdesi % 30 ve iizerinde olduklart tespit edildi. Ayrica calismada
karsilastirma yapma maksadiyla karisik (heterofloral) balda galisildi ve polen sayimi
yapilarak yogun olan tiirleri tespit edildi.

Vanhanen vd. (2011) Yeni Zelanda monofloral ballarin mineral analiz ¢aligmasinda
manuka (Leptospermum scoparium) balinin palinolojik analizi yapmis polen yiizdesini %
45’in iizerinde % 91 olarak tespit etmistir. Mevcut olan tez caligmasinda da ayni tiir
manuka balinin polen yiizdesini % 81,45 olarak tespit edildi. Tuberoso vd. (2014) yapmis
oldugu ¢alismasinda yer alan kestane bali thlamur balinin polen igergini kestane balinin %
87- 98, thlamur balinin % 11- 47 olarak belirlemistir. Yaymlanmis oldugu bu bilimsel veri,
mevcut c¢alisamda kullanilan bal 6rneklerin sonuglar1 arasinda oldukg¢a yakin oldugu
goriilmiistiir.

Son zamanlarda balin 6nemi gittikge artmakta olup tiiketicilerin bal talebini
tireticeler karsilayamamaktadir. Bu bakimdan bazi iireticiler dogal yolla olmayan sahte ya
da tagisisli bal iiretimi yapmaktadir. Bal tagsisini anlayabilmek icin giinlimiizde c¢ok
popiiler olan bir ydontem olan karbon izotop oram tespit edilmektedir. Sahte bal tespitinde
kullanilan izotopik teknik; bitkilerin biinyelerinde dogal olarak fotosentez sebebiyle
bulundurdugu C3 ve C4 arasindaki izotop farkliligi dayanir. Padovan vd. (2007)’de yapmis
odugu c¢alismada ¢am balin C3 dongiisiinde C13/C12 oranm1 % -22 ile % -33, C14
dongiisiinde ise % -10 ile % -20 arasinda degisim gostermektedir. Caligmada ise,
monofloral karaktere sahip ballarin C13 bal ve C13 protein degerleri % -23 ile -26 arasinda
degisim gostermektedir. Simsek vd. (2012) yapmis oldugu caligmada Trabzon yoresine ait
kestane balinin C13 bal degerinin % -23,98 olarak, C13 protein degerini ise % -24,35
olarak tespit etmistir. Mevcut olan ¢alismada ise aricilar tarafindan temin edilen kestane
ballarinda C13 degeri -25,94 olarak, C13 protein degeri ise -26,09 olarak tespit edilmistir.
Cinar vd. (2014) Tiirkiye’nin Mugla ilinin 9 farkli bdlgesinden toplanan ¢cam ballarinin
C13 protein degerini % -23,7- 26,6 arasinda C13 bal degerini % -22,7- 27 arasinda
bulmustur. Bilimsel calismanin sonucuyla mevcut g¢aligmada kullanilan ¢am balinin
sonugclar1 arasinda uyum oldugu goriildii. Sonuglara gore, C13/C4 analizlerine gore ballarin

hileleri tam olarak tespit edilememektedir. Bunun en 6nemli sebebi olarak Tiirkiye’de
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seker kamis1 tiretimi sinirh sayida oldugundan seker iiretiminde kullanilmamaktadir. Buda
Tirkiye’de iiretilmekte olan ballarin tagsisi tespitinde C13/C4 analizi ¢ok uygun bir
yontem olmadig1 sonucuna varildu.

Ballarin nem igerigi, standart referans metot (TS 3036, 2002) ile refraktometre
(Atago, Germany) kullanilarak balin kirilma indisine karsin % nem igerigi olarak
belirlendi, ballarin nem igerigi sonucu Tablo 21’deki gibidir. Balin nem igerigi
graniilasyonu agisindan ¢ok onemlidir ve yiiksek nem igeriginin mikrobiyal bozunmaya
hem de kristalizasyona neden oldugu bilinmektedir (Tosi vd., 2002). Nem miktar1 balin
toplandig1 bolgenin cografik 6zelliklerine, ve hasat zamani ve bi¢imine gorede degisim
gosterir (Persano Oddo ve Piro; Bogdanov vd., 2004).

Tiirk gida kodeksinde (TSE) ve diger kodekslere (CEU, IHC vb.) gore balda nem
icerigi c¢icek ve salgi balinda en fazla % 20 olmalidir. Standartlar bu ballara ait istisnalari
belirtirken ¢icek ballarindan piiren balinda ve bu degerin en fazla % 23’e¢ kadar
cikabilecegini ifade etmistir. Marinova, (2008) Bulgaristan’a ait salgi ballarinin nem
icerigini % 15,24- 17,88 olarak tespit etmistir. Mevcut ¢aligmda da salgi bali olan ¢am ve
mese ballarinin nem igerigi bilimsel ¢calismada ki sonugla uyum igersinde oldugu goriildii.

Mevcut caligmada ballarin nem igerikleri % 17,00- 20,86 arasinda degisim
gostermekte olup, en yiiksek nem igerigine sahip balin piiren bali oldugu tespit edildi.
Piiren bali nem orani en yiiksek ballardan biri olup thlamur, ¢cam ve mese ballariin nem
oranlar1 nispeten diisiik bulundu. Literatiire gore de piiren bali nem orani yiiksek ballardan
biri olup ¢ok akici ve fermantasyona kars1 dayaniksiz olarak nitelendirilmektedir (Castro-
Vazquez vd., 2009). Benzer diger bir ¢alismada Escuredo vd. (2013) yapmis oldugu
calismada kestane balinin nem icerigi % 18,00 olarak bulmus, mevcut calismada ise
kestane balinin nem igerigi % 19,70 olarak tespit edilmistir. Alves vd. (2013) Portekiz
tilkesine ait monofloral ballarin fiziksel 6zellikleri calismasinda mevcut calismada da
bulunan piiren balinin nem igerigini % 17,8- 20,6 arasinda iletkenligini 0,41- 0,80 mS/cm
olarak bulmus, mevcut c¢aligmada da piiren balinin nem igerigini % 20,86 olarak
iletkenligini 0,80 mS/cm olarak tespit edildi. Sonuglarda uyumluluk oldugu gézlemlendi.

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi yani elektronlarin akisini tagima
yetenegidir. Ballarda elektriksel iletkenligi esas olarak balin mineral madde igerigine
dayanmaktadir (Andrade vd., 1997; Ruoff 2006). Bal standartlara gore ballarda elektriksel
iletkenlik degeri cicek bali ve firincihik balinda 0,8 milli Siemens /cm? den fazla

olmamalidir. Salgi bali ve kestane balinda ise bu degerin en az 0,8 milli Siemens /cm?
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olmas1 gerektigi vurgulanmistir. Ballarin elektriksel iletkenlik degerleri Tablo 21’deki
gibidir.

Piiren, kestane, mese ve ¢am ballarinda elektriksel iletkenlik degerleri diger ballara
gére 0,8 milli Siemens /cm?nin iizerinde bulundu. Koyu renkli ballardan olan bu ballarm
yiiksek elektriksel iletkenlik degerleri yapilarinda yer alan yiiksek mineral madde ve
fenolik madde miktarindan kaynaklanmaktadir. Habib vd. (2014) yapmis oldugu ¢alismada
manuka ve akasya balinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri tespiti ¢aligmasinda manuka
(Leptospermum scoparium) balmin nem igeriginin % 17,50 iletkenligini 0,27 mS/cm
olarak, akasya balinin nem igerigi % 20,60 iletkenligi 0,34 mS/cm olarak bulunmustur.
Mevcut calismada ise sliper manuka balinin nem igerigi % 19,08 iletkenligi ise 0,68
mS/cm olarak akasya balinin ise nem igerigi % 20,80, iletkenligi 0,20 mS/cm olarak tespit
edildi. Siiper manuka balinin nem igeriginin yiiksek ¢ikmasi mineral madde ve fenolik
madde iceriginin miktarinin fazlaligindan kaynaklanmaktadir.

Lazarevic vd. (2012) Sirbistan’a ait 3 tane monofloral bal olan akasya, thlamur ve
aycicegi ballarimin fizikokimyasal ozelliklerini incelemis. Ballariin nem ve iletkenlik
sonuglar1 sirastyla akasya % 16,12 ve 0,14 mS/cm, thlamur % 17,35 ve 0,67 mS/cm,
aycicegi % 17,95 ve 0,48 mS/cm olarak bulunmustur. Bu bilimsel c¢alisma ile mevcut
calismada yer alan ayni tiir ballarinin nem ve iletkenlik sonuglari ile kiyaslandiginda var
olan kii¢lik farkliligin, ballarin temin edildigi bolgelerin orjin farkliligindan kaynaklandigi
sonucuna varildi. Benzer bagka bir c¢alismada da Karabagias vd. (2014) Yunanistan
iilkesindeki ¢am balinin iletkenligini 1,103 mS/cm olarak bulmustur. Bilimsel ¢alisma ile
mevcut caligmanin ayni tiire ait olan baldaki sonuclara bakildiginda uyum igersinde oldugu
goriildii.

Bal, mono ve oligosakkaritler asimetrik karbon atomu igerdikleri igin optikce
aktiftir. Bagka bir ifadeyle polarize 15181 saga (+) veya sola (-) dogru ¢evirebilmektedir.
Balin polarize 15181 cevirme acist olan o-rotasyon degeri bal tipine gore degisim
gostermektedir. Salgi ballar1 pozitif rotasyona sahipken cicek ballar1 negatif rotasyona
sahiptir (Berretta vd., 2005; White, 1989). Ballarin optik ¢evirme acist sonucu Tablo
21°deki gibidir. Bir salgi bali olan ¢am bal1 pozitif bir degere sahipken yine bir salgi bali
olan mese balinda optik ¢evirme acist negatif degere sahip oldugu tespit edildi. Bunun
nedeni palinolojik analizi sonucu mese balinda ¢igek polenlerinin varlig1 bize mese balina

cicek nektarlarinin da karistginin ve bunun saf mese olmadiginin ancak agirlikca mese bali
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oldugunu gostermektedir. Geri kalan tiim ballar ise optik rotasyonlarinin negatif deger
cikmast onlarin ¢igek bali oldugunu gostermektedir.

Balin diger bir 6zelligide rengidir. Bala renk veren maddeler klorofil, karoten,
ksantofil ve bilesimi bilinmeyen sar1 ve yesil rengi meydana getiren bitki pigmentidir.
Ballarin renk sonuclar1 Tablo 21°deki gibidir. Ballarin renk degerlerindeki farklilik aroma
ve tat gibi Ozellikleri, iklim, liretim kosullar1 ve floral kaynagina bagli olarak degisim
gosterir ( Anupama vd., 2003). Koyu renkli olan ballarda L degeri agik renkli olanlara gore
daha diisiik oldugu tespit edildi.

Balda bulunan prolin, nektarin bala doniismesi sirasinda temel olarak ar1 tarafindan
bala katilan aminoasit olup toplam aminoasitlerinin %50- 85’ini olusturmaktadir
(Hermosin vd., 2003). Calismada ballarin prolin degeri 228,42- 845,44 mg/kg arasinda
degisim gostermektedir. Sonu¢ Tablo 23°deki gibidir. Calismada ise prolin degeri
acisindan en yiiksek deger piiren balinda ve bu deger 845,44+ 42,16 mg/kg olarak bulundu.
Manzanares vd. (2014) monofloral ballarmin fizikokimyasal 6zellikleriyle ilgili ¢alismada
piiren balinin prolin degeri 741+1,71 mg/kg olarak tespit edilmistir. Truzzi vd. (2014)
yapmis oldugu degisik tlirdeki monofloral ballarda prolin miktar1 tespit edilmis olup, bu
ballarin prolin degerleri sirasiyla akasya balinin 229 mg/kg, kestane balinin 619 mg/kg,
thlamur balinin 388 mg/kg ve aycicegi balinin 665 mg/kg olarak tespit edilmistir. Mevcut
calismada ise aycicegi balinin prolin miktar1 455,53 mg/kg olarak, thlamur balinin ise
prolin miktar1 513,5 mg/kg olarak bulundu. Bagka bir bilimsel ¢alisma Hermosin vd.
(2003) farkli ballarin serbest aminoasit bilesimini belirlemesi ile ilgili calismada mevcut
calismada da yer alan lavanta balinin prolin miktarini 55,6 mg/100g olarak belirlemis,
calismada da lavanta balinin prolin miktarint bilimsel ¢alisma ile uyum iginde oldugu
goriildi.

Hidroksimetil furfural nektarin olgunlagsmasi sirasinda sekerler ve aminoasitler
arasinda meydana gelen reaksiyon sonucu olusur. Ozellikle baldaki kristallenmeyi 6nlemek
icin ya da bal1 peteklerden siizme islemi sirasinda ytiksek sicaklik uygulamasi sonucunda
HMF miktar1 yiikselmekte bunu akabinde ise diastaz aktivitesi diismektedir. Balda bulunan
diastaz dogal bir enzim olup, balin cografyasina bitki orjinine gore degismektedir (Gomes
vd., 2010). Balin orjinin farkliligina gore diastaz aktivitesi ve iletkenligi degisim
gostermektedir ( Escriche vd., 2011). Ayrica depolama sicaklig1 ve siiresine bagli olarak da
balin diastaz aktivitesi azalirken HMF miktar1 artmaktadir (Tosi, 2002). Calismada ballarin
HMF degerleri 0,61- 80,24 mg/kg arasinda degisim gostermektedir (Tablo 23). Tirk Gida
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Kodeksi Bal Tebligine gore ballarin HMF degeri 40 mg/kg iistiinde olmamasi gerekir.
Yapilan ¢alismada sadece piiren balinda HMF degerinin standartlarin istiinde tespit edildi.
Bunun sebebi piiren ballarinin 1 yildan daha fazla bekletilmis ballar oldugundan HMF
degeri standartlarin iistiinde tespit edildi. Diastaz aktivitesi ise beklenenin altinda bundu.
Bunun sebebi piiren ballarinin ya 1s1l isleme maruz kaldigi veya uzun siire bekletildigi igin
diastaz azalmis ve HMF miktar1 yiiksek olarak bulundu. Avrupa Birligi direktifleri ve Tiirk
Gida Kodeksi Bal Tebligine gore balin diastaz aktivitesi, 8 birim diizeyinden daha az
olmamalidir. Balda diastaz aktivitesinin azalmasi gibi, ¢ok yliksek diizeyde bulunmasi da
istenmeyen bir durumdur. Balda yiiksek diizeyde diastaz bulunmasi yiiksek asit olusumuna
dolayisiyla fermantasyona yol agabilmektedir (Crane, 1975). Haroun, (2006) c¢am
ballarinin diastaz aktivitesini 8,5- 13,85 arasinda tespit etmis, mevcut ¢alismada da ¢cam
balinin diastaz aktivite sonucu bu calisma ile uyum i¢inde oldugu goriildii. Yapilan
calismada siiper manuka balinin diastaz aktivitesi 2,0 bulundu. Balin tazeligi, depolama
kosullar1 veya isletme sicakligi balin diastaz aktivitesinde degisim gostermektedir. Diastaz

aktivite ve HMF degeri arasinda negatif bir korelasyon gozlemlendi (Tablo 31).

Tablo 31. Bal 6rneklerin DU ve HMF degeri arasindaki korelasyon

HMF DU
Pearson Korelasyon 1 -0,348
HMF Anlamlilik (2y6n) 0,204
N 15 15
Pearson Korelasyon -0,348 1
DU  Anlamhilik (2y6n) 0,204
N 15 15

** 0,01 diizeyinde korelasyon 6nemlidir (2-yon)

Besin degerinin belirlenmesi agisindan mineral bilesiminin belirlenmesi 6nemli bir
yer teskil etmektedir (Alves, 2013). Balda mineral madde miktar1 % 0,02- % 1,0 arasinda
degisim gostermektedir. Bal icersinde en fazla potasyum, kalsiyum, fosfor de daha az
miktarlarda da sodyum, klor, kiikiirt, magnezyum, silis, mangan, bakir, iyot, demir ve
cinko bulunmaktadir. Yapilan ¢alismada koyu renkli olan ballarin agik renkli olanlara gore
mineral madde miktar1 daha fazla oldugu bulundu. Kestane, piiren, mese, siiper manuka ve
manuka ballarinin potasyum miktart agik renkli olan karigik, akasya, lavanta, ¢alba ve

geven ballarindan daha yiiksek oldugu tespit edildi. Ballarin mineral madde miktar1 ile
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ballarin F/G orani arasinda korelasyon oldugu tespit edildi. Kalsiyum miktari ile F/G orani

arasindaki korelasyon diger minerallerden daha yiiksek bulundu (Tablo 32).

Tablo 32. Bal 6rneklerin F/G orani ile K, Ca, Mg ve Na degerleri arasindaki korelasyon

FIG K Ca Mg Na
Pearson
F/G  Korelasyon 1 0,243 0,332 0,104 0,256
Anlamlilik
(2-yon) 0,383 0,227 0,713 0,358
N 15 15 15 15 15
K Fearson 0,243 1 0,856(**) | -0,229 0,529(%)
Korelasyon
Anlamlilik(2-y6n) 0,383 0,000 0,411 0,042
N 15 15 15 15 15
Ca hearson 0332 | ,856(**) 1 -0,201 0,282
Korelasyon
Anlamlilik (2-y6n) 0,227 0,000 0,473 0,308
N 15 15 15 15 15
Mg Hearson 0,04 | -0229 | -0,201 1 -0,479
Korelasyon
Anlamlilik(2-y6n) 0,713 0,411 0,473 0,071
N 15 15 15 15 15
Na  ooon 0256 | 0520(*) | 0282 | -0,479 1
orelasyon
Anlamlilik(2-y6n) 0,358 0,042 0,308 0,071
N 15 15 15 15 15

** 0,01 diizeyinde korelasyon 6nemlidir (2-yon)
* 0,05 diizeyinde korelasyon énemlidir (2-y6n)

Vanhanen vd. (2011) monofloral Yeni Zelenda manuka balinin mineral analizi
¢alismasinda manuka balinin total mineral igerigi 1470+79,7 mg/kg olarak bulunmus, total
mineral igerigin % 73’linli potasyum minerali i¢erdigi tespit etmistir. Mevcut ¢calismada ise
siiper manuka balinin K igerigi 485,1 mg/kg olarak bulunup, total mineral icerigin ise %
56,09 olusturdugu bulundu. Bunun sebebi ¢alismada kullanilan manuka balinin UMF
degerinin diisiik olmasindan dolayr mineral miktar1 agisindan daha diisiik degere sahip
oldugu kanitina varildi. Baska bir ¢alismada Bilandzi¢ vd. (2014) ise kestane balinda K
miktarini 2824,4, Ca 486,7, Mg 59,1mg/kg olarak en diisiik mineral olarak As 24,1 ve Cd
2,52 mg/kg bulmus, mevcut ¢caligmada ise kestane balinin K 1947, Ca 749,21, Mg 32,96
mg/kg olarak bulundu. Yayinlamis oldugu bu bilimsel veri, mevcut tez g¢aligmasinin
mineral miktarlar1 arasinda yakin sonuglar bulundugu goriilmiistiir. Ballarin mineral

miktar1 ile iletkenligi arasinda giiclii bir korelasyon tespit edildi. Ozellikle K ve Ca



minerallerinin iletkenlik degeri arasindaki korelasyonun Na mineralinkinden daha yiiksek

oldugu bulundu (Tablo 33).
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Tablo 33. Bal 6rneklerinin iletkenligi ile K, Ca ve Na mineralleri arasindaki korelasyon

Iletkenlik K Ca Na
fletkenlik  Pearson Korelasyon 1 0,730(**) | 0,721(**) 0,293
Anlamlilik (2-y6n) 0,002 0,002 0,289
N 15 15 15 15
K Pearson Korelasyon | 0,730(**) 1 0,856(**) 0,529(*)
Anlamlilik (2-y6n) 0,002 0,000 0,042
N 15 15 15 15
Pearson Korelasyon 0,721(**) | 0,856(**) 1 0,282
Ca Anlamlilik (2-y6n) 0,002 0,000 0,308
N 15 15 15 15
Pearson Korelasyon 0,293 0,529(*) 0,282 1
Na Anlamlilik (2-y6n) 0,289 0,042 0,08
N 15 15 15 15

** (0,01 diizeyinde korelasyon énemlidir (2-y6n)
* 0,05 diizeyinde korelasyon énemlidir (2-y6n)

Bal karbohidratli bir madde olarak kat1 maddesinin % 95°ni sekerler olusturmaktadir.
Balda genel olarak sekerlerin % 70’1 monosakkarit tiirleri, % 10- 15°1 disakkaritler ve geri
kalanini ise oligosakkaritler olusturmkatadir (Ouchemoukh vd., 2010). Calismada 10 tane
standart seker kullanildi. Yapilan ¢alismada tiim bal ¢esitlerinin fruktoz miktarinin glukoz
miktarindan yiiksek bulunmasi literatiirle uyumludur (Cavia vd., 2002; Devillers vd.,
2004). Yapilan ¢alismada sadece tek bir kestane balinda riboz sekeri % 0,14 olarak tespit
edilirken diger higbir bal Orneginde riboz sekerine rastlanmadi. Escuredo vd. (2014)
monofloral ballarin seker bilesenleri belirlenmesi ¢alismasinda F/G orani kestane, piiren
ballarinin aygigegi ve thlamur balindan daha yiiksek oldugu bulunmus (Tablo 25). Koyu
renkli ballarinin F/G orani 1,4’den biiyiik oldugu tespit edilmis. F/G orani diisiik olan
ballarin daha hizli kristalize olmasina neden oldugu bildirilmektedir. Caligmada kestane,
piiren, iiggiil, calba, mese ballarinin F/G oran1 diger ballara gore oldukca yiiksek bulundu.
Bu calisma sonuclarina gore ve literatiirde yapilan diger g¢alismalardan elde edilen
bilgilerden balin rengi (L, a, b) degeri ile F/G orani arasinda negatif gii¢lii bir korelasyon
oldugu goriildii (Tablo 34).
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Tablo 34. Bal 6rneklerinin F/G orani ile Hunter (L, a, b) degerleri arasindaki korelasyon

FIG L renk a b

Pearson Korelasyon 1 -0,734(**) 0,130 -0,021

FIG Anlamlilik (2-y6n) 0,002 0,644 0,941
N 15 15 15 15

Pearson Korelasyon -0,734(**) 1 -0,139 0,327

L Anlamlilik (2-y6n) 0,002 0,620 0,235
N 15 15 15 15

Pearson Korelasyon 0,130 -0,139 1 0,317

a Anlamlilik (2-y6n) 0,644 0,620 0,249
N 15 15 15 15
Pearson Korelasyon -0,021 0,327 0,317 1

b Anlamlilik (2-y6n) 0,941 0,235 0,249

N 15 15 15 15

** 0,01 diizeyinde korelasyon 6nemlidir (2-yon)

Fruktoz ve glukoz balin temel monosakkaritleri olup simdiye kadar balda tespit
edilen diger seker tiirleri sukroz, maltoz, arabinoz, isomaltoz, turanoz, kojibioz, trihaloz,
nigeroz, melibioz, maltuloz, gentiobioz, maltoz, isomaltoz, kojibioz, turanoz, palatinoz,
laminaribioz, melesitoz, izomaltotrioz, erler, tiandroz, maltotrioz, ksetoz, sellobioz ve riboz
simdiye kadar balda tespit edilen sekerlerdir (Bogdanov vd., 2009; White, 1975;
Kaskonien¢ vd., 2010). Bir baska ¢alismada Weston, (1999) Yeni Zelanda bali olan
manuka, piliren ve yonca ballarinin HPAEC-PAD (Darbeli Amperometrik Algilama ile
Yiiksek Preformansli Anyon Degisim Kromatografisi) kullanilarak olisakkarit bilesenleri
belirlemesinde manuka ve yonca balinda maltoz, izomaltoz, turanoz, kojibioz ve nigeroz
major bilesen olarak belirlenirken, piiren balinda ise izomaltoz major bilesen olarak
belirlemistir.

Ouchemoukh vd. (2010) Cezayir iilkesinin farkli bolgesinden tek florali 11 farkh
tiirden 25 adet balin HPAEC-PAD kullanilarak seker bilesimini incelediler ve fruktoz orani
% 35,99- 42,57 arasinda glukoz oranmin % 24,63- 35,06 arasinda, melebioz ise hicbir
balda gozlenememisken, melezitoz ¢ok diisiikk oranlarda bulundugunu gozlemlediler.

Balin ikinci ana bileseni glukoz olup baldaki glukoz miktar1 diger bilesenler gibi
nektara bagli olup ballardaki miktar1 25 ile 42 mg/100 g arasinda degisim gostermektedir.
Glukoz oda sicakliginda kristallenmeye meyilli bir bilesik olup balin kristallenmesinden
sorumludur (Anklam, 1998). Escuredo vd. (2014) akasya balinin fruktoz oranint % 42,3

glukoz oranini % 29,8 olarak maltoz % 1,8 olarak, melezitozu ise gézlemlenememis olarak



83

tespit edilmis, mevcut ¢alismada da akasya balinin fruktoz, glukoz, maltoz ve melezitoz
orani sonuglar1 bilimsel ¢aligsma ile uyum gostermektedir.

Bitkilerin ¢ogu ¢ok genis ¢apta polifenol ve flavonoid icermektedir ve her bitki tiirli
tipik fenolik profile sahiptir. Polifenolik bilesiklerin konsantrasyonu ve tipi ballarin floral
orjiniyle alakali olup, antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve antikanser aktiviteleri gibi
birgok aktivitelerden sorumlu ana faktorlerdir. Bu calismada antioksidan kapasiteyi
belirlemek igin ballarin metanolik ekstraklari hazirlanarak spektrofotometrik in vitro
antioksidan analizleri i¢in Toplam Polifenol, Toplam Flavonoid, FRAP, DPPH radikal
temizleme ve aktivite testleri uygulandi. Bal 6renklerinin antioksidan korelasyon tablosu
Tablo 39’daki gibidir. Numune ekstraktlarinin, Toplam Polifenol ile FRAP testlerindeki
uyumlu artis-azalist Tablo 34’deki korelasyon tablosunda gosterilmektedir. Ballarin TP
madde miktar1 25,53-145,65 mgGAE/100 g olarak degisim gostermektedir (Tablo 29).

Tablo 35. Bal 6rneklerin TP ve FRAP korelasyonu

TP Frap
Pearson Korelasyon 1 0,843(**)
TP Anlamhlik (2-y6n) 0,000
N 15 15
Pearson Korelasyon 0,843(**) 1
Frap Anlamlilik (2-y6n) 0,000
N 15 15

** Korelasyon 0,01 diizeyinde korelasyon énemlidir (2-y6n)

Metanolik bal ekstraklarindaki Toplam Polifenol ve FRAP arasindaki giiglii bir
korelasyonu (R?=0,843, p<0,01) olusturan sonuglar literatiirdeki ¢alismalarla desteklendi.
farkli bal gruplarmin toplam fenolik madde miktarinda farkliliklar g6zlendi. Ferreira vd.
(2009) koyu renkli ballarin piiren gibi TP madde miktarini 727,77 mg GAE/kg acik renkli
olan biberiye balinin ise 226, 16 mg GAE/kg bularak koyu renkli olan ballarin agik renkli
olanlara gore daha yiiksek fenolik maddeye sahip oldugunu bildirmis. Calismada da koyu
renge sahip olan ballarin yiiksek fenolik icerdigi bulundu. Yapilan bir baska calismada
kestane ballarinin toplam fenolik madde miktarinin 33,37- 77,40 mg GAE/100 g arasinda
oldugu bulunmus (Haroun, 2006). Alves vd. (2013) piiren balinin TP madde miktarini
1150,6 -1398,1 mg GAE/kg olarak bulmus, ¢alismizdaki gibi piiren balinin yiiksek fenolik

icerige sahip oldugu goriilmektedir. Bu degerler c¢alisma bulgularimizla paralellik
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gostermektedir. Escuredo vd. (2013) piiren bali ve kestane ballarinin TP madde miktari
kestane balinda 131,8 mg/100 g numune, piiren balinda ise 181,0 mg /100 g numune olarak
TF madde miktarini ise kestane balinda 7,6 mg /100 g numune, piiren balinda 4,3 mg/100 g
numune olarak bulmus, mevcut calismayla kiyaslandiginda sonuglarda yakinlik oldugu
goriildi.

Calistigimiz ballarin toplam flavonoid miktarlarinin oldukg¢a degiskenlik gosterdigi
ve 0,52- 16,83 mg QE/100 g arasinda degisim gdsterdigi bulundu. En yiiksek TF madde
miktarinin siiper Manuka balinda oldugu tespit edildi. Chan vd. (2013) Yeni Zelanda
Manuka (L. scoparium) balinin total flavonoid madde miktarin1 1,16 mg/100 g olarak
bulmus, flavonoid bilesenler luteolin, krisin, pinobanksin ve pinocembrin toplam flavonoid
miktarmin % 61’ini olusturdugunu tespit etmistir. Calismadaki manuka balinin toplam
flavonoid miktarint 8,4 mg/100 g olarak bulundu. Bilimsel ¢aligma ile mevcut ¢alisma
arasinda ki farklilik oldugu ve bu farkliliginda balin UMF degerlerinden kaynaklandig:
sonucuna varildi. Benzer bir ¢alismada da Akhmazillah vd. (2013) Yeni Zelanda Manuka
(L. scoparium) balinin total fenolik madde miktarini 63,85 mg GAE/ 100 g olarak bulmus,
calismamizdaki deger ile benzer oldugu goriildii. Ballarin TP madde miktar1 ile TF madde
miktar1 arasindaki korelasyonin ¢ok yiiksek seviyede (Tablo 36) goriildii.

Aycigek ve akasya ballar1 toplam fenolik madde miktarlarinin ¢alisilan diger
ballardan nispeten diisiik olmalarina ragmen bu ballarin flavanoid igerikleri piiren balindan

daha yiiksek bulundu.

Tablo 36. Bal 6rneklerin TP ve TF korelasyonu

TP TF
Pearson Korelasyon 1 0,810(**)
TP Anlamlilik (2-y6n) 0,000
N 15 15
Pearson Korelasyon 0,810(**) 1
TF Anlamlilik (2-yon) 0,000
N 15 15

** Korelasyon 0,01 diizeyinde korelasyon 6nemlidir (2-yo6n)

Alzahrani vd. (2012) Yeni Zelanda Manuka (Leptospermum scoparium) balinin TP
madde miktarini 89,9 mg GAE/100 g olarak bulmus, mevcut ¢calismada manuka balinin TP
madde miktarin1 66,35 mg GAE/100 g olarak bulundu. Al vd. (2009) ihlamur, aycicegi ve
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kanisik ¢icek ballarinin biyoaktivite ¢alismasinda TP madde miktarin1 thlamurda 38,00
aycicegi 45,00 karisik ¢icek balinda ise 23,00 mg GAE/100g olarak bulmus, yapilan
caligmada da ayni tiire ait olan ballarda thlamur 41,20 aycicegi 43,57 mg GAE/100 g
olarak bulundu. Bilimsel calisma ile yapilan c¢alismda sonuglar bakimindan yakinlik
oldugu gorildi. Benzer bir c¢alisma Alves vd. (2013) bazi monofloral olan ballarin
antioksidan aktiviteleri belirleme ¢alismasinda farkli bolgelerden temin edilen monofloral
ballarda biberiye ve portakal balinin en diisiik TP madde miktar1 i¢erdigi, diger monofloral
bal olarak kocayemis, kegiboynuzu ve piiren balinin yiiksek TP madde miktart igerdigi
bulumus olup, piiren ballarinin TP madde miktar1 1150,6-1398,1 mg GAE/kg olarak tespit
etmistir. Escuredo vd. (2013) piiren bali, kestane ballarinin TP madde miktar1 kestane
balinda 131,8 mg/100 g numune, piiren balinda ise 181,0 mg /100 g numune olarak TF
madde miktarini ise kestane balinda 7,6 mg /100 g numune, piiren balinda 4,3 mg/100 g
numune olarak bulmus, mevcut calismayla kiyaslandiginda sonucglarda yakinlik oldugu
goriildi.

Kishorea vd. (2011) Malezya Tualang bali ile Gelam, Hint orman bali ve ananas
balinin antioksidan kapasiteleri yoniinden karsilastirmasi ¢alismasinda Tualang balinin
diger ballara gore oldukga yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu, TP madde igerigi
83,96 mgGAE/100 g numune ve TF madde igerigi 50,45 mgGAE/100 g numune olarak,
FRAP pmolFe*?.7H,0/100 g numunede 121,89 olarak ve DPPH aktivitesini 5,80 mg/mL
olarak bulmustur.

Bala dair antioksidan iceriginin belirlenmesinde bir¢ok yontem olup, en yaygin
kullanilan ve ¢alismada da tercih edilen FRAP metodudur. Ballarin FRAP sonuglar1 0,64-
4,62 nmolFeS0,.7H,0/g arasinda degisim gostermektedir. En yiiksek deger siiper manuka
balinda, en diigiik deger ise iicgiil balinda bulundu. Kus” vd., (2014) bazi maonofloral
ballarinin biyoaktiviteleri belirlenmesi ¢alismasinda thlamur balinin Frap degeri 1,4
mmolFe*Z/kg, pliren balinin 2,1 mmolFe+2/kg olarak bulmus, ¢alismada ithlamur balinin
0,87 piiren balinin ise 1,35 pmolFeSO,.7H,0/g olarak bulundu.

DPPH radikal temizleme aktivitesi testinin calisilan bal ekstraktlar1 agisindan
degerlendirilmesinde TP ile arasinda negatif korelasyon R?= -0,7 TF ile arasinda negatif
korelasyon R?*= -0,43 olarak bulundu (Tablo 37 ve 38). DPPH testinde en yiiksek
aktiviteye siiper manuka balinda bulunurken, en diisiik aktiviteye ise akasya balinda
bulundu. Ballarin DPPH sonuglari %50 inhibisyon konsantrasyonu (SCsp) birimiyle
sonuglandirilan ¢alismada sonuglar; DPPH testinde 21,02- 180,12 mg/mL olarak ifade
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edildi. Escuredo vd. (2013) yapmis oldugu antioksidan aktivite calismasinda kestane
balinin SCsp degerini 9,5 mg/mL olarak, piiren balinin SCsy degerini 11,5 mg/mL olarak
tespit etmistir. Bu sonuglar mevcut ¢alismanin DPPH sonuglarini destekledigi goriildii.
Benzer bir ¢alisma Estevinho vd. (2008) agik ve koyu renkli ballarin antioksidan aktivite
calismasinda koyu renkli olan ballarin agik renkli olanlar gére daha yiiksek antioksidan

kapasiteye sahip oldugunu gézlemlenmistir.

Tablo 37. Bal 6rneklerin TP ve DPPH korelasyonu

TP DPPH
Pearson Korelasyon 1 -0,735(**)
TP Anlamhlik (2-y6n) 0,002
N 15 15
Pearson Korelasyon -0,735(**) 1
DPPH Anlamlilik (2-y6n) 0,002
N 15 15

** Korelasyon 0,01 diizeyinde korelasyon 6nemlidir (2-yon)

Tablo 38. Bal 6rneklerin TF ve DPPH korelasyonu

TF DPPH
Pearson Korelasyon 1 -0,432
TF  Anlamlilik(2-y6n) 0,108
N 15 15
Pearson Korelasyon -0,432 1
DPPH  Anlamlilik (2-y6n) 0,108
N 15 15

** Korelasyon 0,01 diizeyinde korelasyon 6nemlidir (2-yon)

Tablo 39. Bal 6rneklerin antioksidan korelasyon tablosu

TP FRAP DPPH TF

TP 1,0 0,8 -0,7 0,8
FRAP 0,8 1,0 -0,7 0,7
DPPH -0,7 -0,7 1,0 -0,
TF 0,8 0,7 -0,4 1,0

Ayni zamanda ballarin L, a, b renk degerleri ile toplam polifenol, FRAP ve DPPH
arasindaki korelasyona bakildi (Tablo 40). Disiik L degeri balin koyulugunu yansitirken,
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koyu renkli ballarin antioksidanca daha etkili oldugu istatistiki olarak Tablo 40’da
goriilmektedir. Wilczynska, (2014) ve Ku$ vd. (2014) bazi monofloral ballarin renk
degerleriyle fenolik madde miktar1 arasindaki iliskiyi incelemis, calismamiza benzer

sonuclar bulmuslar.

Tablo 40. Bal 6rneklerin L, a, b renk degerleri ile TP, FRAP ve DPPH korelasyonu

TP DPHH FRAP L a b
Pearson Korelasyon 1 -0,735(**) | 0,843(**) | -0,736(**) | 0,673(**) 0,490
TP Anlamhlik (2-tailed) 0,002 0,000 0,002 0,006 0,064
N 15 15 15 15 15 15
Pearson Korelasyon | -0,735(**) 1 -0,673(**) | 0,705(**) | -0,630(*) | -0,517(*)
DPHH Anlamlilik (2-tailed) 0,002 0,006 0,003 0,012 0,049
N 15 15 15 15 15 15
Pearson Korelasyon | 0,843(**) | -0,673(**) 1 -0,652(**) | 0,662(**) 0,490
FRAP  Anlamlilik (2-tailed) 0,000 0,006 0,008 0,007 0,064
N 15 15 15 15 15 15
Pearson Korelasyon | -0,736(**) | 0,705(**) | -0,652(**) 1 -0,762(**) | 0,649(**)
L"  Anlamhhk (2-tailed) 0,002 0,003 ,008 0,001 0,009
N 15 15 15 15 15 15
Pearson Korelasyon | 0,673(**) | -0,630(*) | 0,662(**) | -0,762(**) 1 0,481
a Anlamlilik (2-tailed) 0,006 0,012 0,007 0,001 0,069
N 15 15 15 15 15 15
Pearson Korelasyon 0,490 -0,517(*) 0,490 -0,649(**) 0,481 1
b°  Anlamlilik (2-tailed) 0,064 0,049 0,064 0,009 0,069
N 15 15 15 15 15 15

**Korelasyon 0,01 diizeyinde 6nemlidir (2-yon)
* Korelasyon 0.05 diizeyinde 6nemlidir (2-yon)

Ballarin antioksidan Ozelliklerinden sorumlu bilesenlerin basinda fenolik bilesikler
yer almaktadir (Silici vd., 2013, Santos-Buelga vd., 2012). Calismada 18 farkli fenolik
bilesen standardi kullanarak HPLC-RP-UV ile 280 ve 315 nm dedeksiyonlarinda analizler
yapildidi (Sekil 12-13).

Calismada iki farkli manuka balina tiiriine ait ballarin analizi yapildi ve bu iki balin
fenolik bilesenlerinin farkli oldugu bulundu (Tablo 27-28). Siiper Manuka balinin major
bilesen olarak siringik asit 61,61 pg/g bulunurken Manuka balinda p-OH benzoik asit
bulundu. Oysa siliper Manuka balinda p-OH benzoik asit tespit edilemedi. Benzer bicimde
klorojenik asit siiper Manuka balinda olduk¢a yiiksek seviyede bulunurken, Manuka
balinda tespit edilemedi. Bu sonuglar bize Manaka balinin fenolik komposizyonun Manuka

tirleri arasindaki farkliliklara ve balin {iretildigi bolgenin cografik Ozelliklerine bagh
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olarak degistigini gostermektedir. Yeni Zelanda Manuka balinda kaffeik asit, siringik asit,
metil siringat, sinnamik asit, pinobanksin, pinokembrin, krisin ve galangin gibi fenolik
bilesikler igerdigi ve metil siringatin ise tek basina bu balin fenolik iceriginin %701
olusturdugu bildirilmektedir (Weston vd. (1999b); Weston vd., 2000). Fenolik bilesim
yoniinden siiper manuka balina en yakin Tiirk balinin akasya bali oldugu ve siringik asit
miktarinin akasya balinda 17,14 pg/g ve siiper Manuka balinda 61,61 pg/g olarak bulundu.
Stephens vd. (2010) Yeni Zelanda Manuka bali (Leptospermum scoparium) ve Kanuka
(Kunzea ericoides) balinin LC-MS/MS ile ballarin feneolik igerigi belirlenmis, iki balda da
yaygin olarak bulunan fenolik bilesen fenil laktik asit, metil siringat, metoksi benzoik asit
ve siringik asit bilesenleri tespit edilmistir. Mevcut calismada siringik asit bileseni siiper
manuka balinda major bilesen olarak bulunarak, bilimsel ¢aligma ile paralellik gosterdigi
goriildii. Wilkins vd. (1993) Yeni Zelanda manuka bali (L. scoparium) fenolik bileseni
fenillaktik asit (2- hidroksi-3-fenilpropanoik asit) ve metil siringatin (metil 4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenzoat) major bilesenler olarak tespit etmistir.

Andrade vd. (1997b) kapiler zon elektroforez teknigi kullanilarak farkli bitiksel
kaynakli Avrupa ballarinin flavonoid profili belirlemis ve c¢alismada kestane balinin
fenolik acisindan oldukga zengin olup, p-OH benzoik asit, protokatekuik asit, klorejenik
asit, kaffeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, sinnamik ve ferulik asit igerdigini tespit
etmistir. Bu degerlerin ¢alismamizla paralellik gosterdigi goriilmektedir. Benzer bir
calismada Kenjeri¢ vd. (2007) Hirvat akasya balinin yil farkliligina gére flavonoid bileseni
belirleme ¢alismasinda 6 tane flavonoid belirlemis, apigenin, kaemferol, luteolin, krisin ve
kuersetin tespit etmis, mevcut ¢alismada da bulunan akasya balinda apigenin ve kaemferol
bilesenleri tespit edildi.

Birer salgi bali olarak nitelendirilen ¢am ve mese ballarina ortak fenolik bilesen
olarak protokatekuik, p-OH benzoik asit, kaffeik aist ve kumarik asit oldugu bulundu.
Benzer bir calismada salgi ballarinda protokateuik asit fenoliginin miktarin1 163,86 -
598,64 pg/ 100 g numune olarak tespit edilmisitir (Haroun, 2006). Mevcut ¢alisma ile
bilimsel ¢aligma arasinda sonuglarda paralellik gézlemlendi.

Tomas- Barberan vd. (2001) aycigegi balinda kuersetinin tanimlayict oldugunu
bildimis olup, bu ¢alismada kuersetin flavonoidine ilaveten kaempferol’inde 6nemli bir
parametre oldugu goriilmektedir. Sergiel vd. (2014) farkli monofloral ballarin LC-Tandem-

MS ile 14 adet fenolik bilesenden piiren balinin major flavonoidinin kuersetin ve major
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fenolik asidin p- OH benzoik asit olarak belirlenmigler. Bu ¢alisma verileri ile
calismamizdaki piiren bali fenolik markerlerinin benzer oldugu géze ¢arpmaktadir.

Karabagias vd. (2014) Yunanistan iilkesine ait bazi monofloral ballarin fenolik
bilesenleri ile fiziksel Ozelliklerinin belirlenmesini amaglamistir. Bilimsel g¢alismada
monofloral olarak kullanilan ve tezde de mevcut olan ¢am balinin fenolik igerigi
bakimindan kuersetin, siringik asit, kaemferol, krisin ve myrisetin bilesnlerini tespit etmis,
mevcut ¢alismada da ayni fenolik bilesenlerin yani sira diger fenolik bilesenlerde ¢am
balinda tespit edildi.

Balin antimikrobiyal aktivitesi onun asitligine pH’sina, osmotik basincina, glukoz
oksidaz araciligiyla ile enzimatik olarak hidrojen peroksit iiretimine ve peroksit olmayan
bilesenlere baglidir. Nonperoksit antimikrobiyal ajanlar olarak basta fenolik bilesenler
olmak {izere, fitoteroidler, Maillard Reaksiyonu iiriinleri (HMF), ve pek ¢ok organik asit
yer almaktadir.

Yapilan bu calismada ballarin non-peroksit antimikrobiyal aktiviteleri yoniinden,
yani sadece ballarin bilesiklerinden kaynaklanan antimikrobiyal aktiviteler arastirildi.
Tablo 30°da mm-zone biiyiikliikleri verilen ¢alisma sonuglarina gore ¢alismada yer alan
tim ballar farkli oranlarda 10 degisik sus iizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdiler.
E.coli tizerinde en yiiksek aktiviteyi akasya bali gosterirken onu lavanta, mese, piiren bal
takip etti. Proteus vulgaris iizerinde en yiiksek antimikrobiayal aktiviteyi calba bali
gosterirken, cam, akasya ve kestane bali takip ettigi bulundu. P. vulgaris, gram-negatif bir
bakteri olup daha ¢ok idrar yolu enfeksiyonlarina yol agan bir bakteridir. Kestane, piiren,
aycicegi, lavanta, cam, akasya, licgiil, calba, geven ve karisik ballar1 tiim bakteri tiirlerine
kars1 aktivite gosterirken, mese, manuka, siiper manuka, hayit ballar1 baz1 bakterilere karsi
aktivite gostermedikleri tespit edildi (Tablo 30). Kiiciik vd. (2007) ayn1 bolgeye ait 3 farkl
balin biyolojik aktivitesi ve kimyasal bilesimini tespiti ile ilgili olan ¢aligmasinda
calismada da yer alan kestane balinin antimikrobiyal aktivitesinde S. aureus ve B. subtilis
bakterilerine kars1 aktivite gosterdigi tespit edilmis, mevcut calismada kullanilan ayn tiir
balinda bu bakterilere kars1 gosterdigi gozlemlendi.

Yeni Zelanda Manuka (Leptospermum scoparium) bali yapisinda hidrojen peroksit
bulunmadigi halde antimikrobiyal 6zellik gosteren bir baldir (Snow; Manley-Harris, 2004).
Hidrojen peroksit icermeyen bu balin 6zellikle S. aureus ve M. luteus bakteri cinsine kars1
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmis. Mevcut ¢aligmada ise ayni tiir balin M.luteus

bakterisine kars1 aktivite gozlemlenirken, diger bakteri tiirline kars1 aktivite tespit edilmedi.
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Benzer bir ¢alisma Lee vd. (2008) Yeni Zelanda Manuka balinin antimikrobiyal aktivitesi
incelenmis B. subtilis ATCC 6633 ve B. cereus F4552 bu bakteri tiirlerine karsi aktivite
gozlemlemis, mevcut ¢alismada da manuka balimin B. subtilis bakterisine karsi yiiksek
aktivite gosterdigi tespit edildi. Ballarin antimikrobiyal aktivite degerleri literatiire gore
biraz diisikk bulunmasinin sebebi olarak, ballarin metanolik ekstraklarin da antimikrobiyal
aktiviteye bakildi, dolayisiyla buda sadece fenolik bilesenlerden kaynaklanan
antimikrobiyal aktivite gosterdigi sonucuna varildi.

Caligilan ballar i¢inde akasya bali en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip bal
olarak tespit edidli. Akasya balinin fenolik bilesimi diger ballardan daha diistik
bulunmasina ragmen, yiliksek antimikrobiyal aktivitesinin kaynagi, yapisinda bulunan
siringik asit ve falavanoidlerin tiirlinden (apigenin, izoramnetin ve kamferol) den ileri
gelebilir. Nitekim akasya balinin apiterapik bir bal oldugu ve ozellikle ¢esitli sebeplerle
ortaya ¢ikmis olan yaralarin (yatak yarasi) iyilesmesinde manuka bali kadar etkili oldugu
bilimsel ¢alismalarda bildirilmistir (Havsteen, 2002; D’ Arcy, 2005; Estevinho vd., 2008).

Lavanta bali yiliksek antimikrobiyal aktivite gosterdi. Gram negatif bakteri E.coli
gram pozitif M. luteus bakterilerine kars1 yiiksek aktivite gosterdigi tespit edildi. Alvarez-
Suarez vd. (2010) degisik tiirdeki monofloral Kuba balinin iki tane gram pozitif ve iki tane
gram negatif bakteriye karsi antimikrobiyal aktivitelerini incelemis ve S. aureus
bakterisine karst en yiiksek aktiviteye sahipken en diisiik aktiviteye ise P. aeruginosa
bakterisinde oldugunu bulunmus. Mevcut c¢alismada mese bali ve manuka balinin P.
aeruginosa bakterisine karsi aktivite goézlemlenmedi. Benzer baska bir galismada da
manuka balimin P. aeruginosa bakterisine aktivite gostermedigi bulunmus (Cooper vd.,
2000). Mevcut ¢aligmadaki sonuglar bilimsel ¢alisma ile paralellik gostermektedir. Isla vd.
(2011) Arjantin tlkesinin degisik tiirdeki monofloral (Prosopis spp. and Citrus lemon)
ballar1 ve karisik florali ballarin fizikokimyasal ve biyoaktif 6zellikleri ile ilgili ¢calismada
ballarin, gram negatif bakterilere karsi, gram pozitif bakterilerden daha etkin oldugunu
tespit etmistir. Mevcut calismada da hayit, geven, piiren, lavanta, cam ve {i¢giil ballarinin
gram negatif bakterilere karsi etkin oldugunu tespit edildi. Bagka bir ¢calisma Estevinho vd.
(2008) Portekiz iilkesinin belirli bir bolgesinden aricilar birligi tarafindan temin edilen agik
ve koyu renkli ballarin antimikrobiyal aktivite c¢alismasinda ballarin gram pozitif

bakterinin gram negatif bakteriye kars1 daha etkin oldugunu tespit etmistir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Tirkiye zengin bitki ortlistinden dolay1, zengin bal ¢esitligine sahip bir iilkedir. Yilin
lic mevsimi bal tiretimi yapilmasina imkan saglayan iklim ve floral ¢esitliligi zengin
apiterapik iirin varligin1 ortaya koymaktadir. Yapilan bu doktora tezi ve projenin amaci
Tiirkiye florasina ait bal c¢esitliligi tanimak, oOzellikleri incelemek, apiterapik
fonksiyonlarini ortaya ¢ikarabilmek ve diinyaya tanitimlarini yapabilmekti. Bu ¢alismada
Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden temin edilen, farkli bitkisel orjinli ballar ile iki farkli
tirdeki manuka balinin biyoaktivite yoniinden karsilastirlmasi amaclanmistir. Ana bal
cesidi olarak salgi ve cigek ballarindan olusan toplamda 15 farkli tiirde bal numunesi
kullanildi. Salgi ballar1 olarak ¢am (Pinus L.) ve mese (Quercus sps. L.) ballar1 kullanildi,
cicek ballar olarak kestane (Castanea sativa Mill.), piiren (Calluna vulgaris), geven
(Astragalus microcephalus Willd), ¢alba (Phlomis pungens willd), hayit (Vitex agnus
castus), tggil (Trifolium compestre), lavanta (Lavandula sp.,), aygicegi (Heianthus
annuus), akasya (Robinia pseudoacacia), karisik (heterofloral) bal ve manuka tiirleri
(Leptospermum scoparium ve Leptospermum polygalifolium) kullanildi.

Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanan mono- ve hetero-floral ballarin
karakterizasyonlar1 bu arastirmada yapildi. Ballarin biyo-aktif bilesenleri olan fenolik
bilesiklerin identifikasyonlari yapildi ve ballarin antioksidan antimikrobiayal 6zellikleri in
vitro testler yapilarak karsilastirildi. Elde edilen tiim veriler istatistiki olarak diinyada one
¢ikan Manuka ballar ile karsilastirildi.

Ballarin fenolik bilesenleri ile ballarin rengi arasinda ¢ok yakin bir iliski oldugu ve
ona bagli olarak renginin koyulastigi, ballarin toplam fenolik madde miktarlarina bagh
olarak antioksidan kapasitelerinin degisim gosterdigi bulundu. Mese, piiren, kestane
ballarmin en koyu renkli Tiirk ballarindan oldugu ve bu ballarin Manuka balina esdeger
antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulundu. Antimikrobiyal yonden c¢ok aktif oldugu
bildirilen manuka ballar ile Tiirk ballar1 karsilastirildiginda Manuka balindan daha yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bulundu. Ilging olarak akasya balinin en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip ballardan oldugu tespit edildi. Akasya balinin flavanoidleri
tarafindan bu aktivite ileri gelmis olabilir ve bu balin yara ve yanik tedavilerinde

kullanilabilecek apiterapik bir iiriin oldugu tespit edildi. Akasya bali bir orman bal1 olup
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mese ve ¢cam balindan farkli ¢igek balidir. Sonug olarak istisnalar hari¢ koyu renkli ballarin
yliksek biyoaktif 6zelliklere sahip oldugu sonucuna varildi.

Tiirkiye daha zengin bal cesitliligine sahip olan bir iilke olmas1 sebebiyle daha ¢ok
cesit ve drnege ulasilabilmesi halinde daha ayrintili bir ¢aligsma ile bilinmeyen pek ¢ok tiirli
ortaya ¢ikarmak 1yi olurdu.

Calismada kullanilan ballarin tarafimizdan ve kontrollii olarak {iretilmesi ile daha iyi
verilere ulagmak miimkiin olurdu. Ballarin karakterizasyon c¢alismalarinda ugucu
bilesenleri GC-MS ile belirlenmesi durumunda ballarin ayirt edilmesi ve cografik
isaretlerin bulunmasi yoniinden markerler bulunabilirdi.

Yapilan ¢alismada ballarin biyolojik aktif 6zelligi in vitro olarak antioksidan aktivite
yoniinden ve antimikrobiyal aktivite yoniinden ele alindi. Ancak in vivo antioksidan,
antikanserojen, antiinflematuar, antimetastatik etkisi yoniinden ele alinarak tiimorler
tizerindeki etkisi deneysel hayvan caligmasiyla bakilabilir. Balin antibakteriyal 6zelligi
incelenerek dis plagi olusumuna etkisi ve dis eti iltthab1 hastaligini engelleciyi 6zelligi
incelenebilir.

Tiirkiye’de tretimi yapilmakta olan monofloral ballarin, manuka balinda UMF
degeri belirlenerek piyasada satisi ona gore belirlenmektedir. Bu baglanmada daha genis
bir ¢alisma ile Tirkiye’deki ballarda da bir 6zgiin faktor belirlenebilir. Anti-inflamatuar
etki, daha genis kapsamli antimikrobiyal aktiviteye bakilabilir. Manuka balindaki en
Onemli antibakteriyal bilesik kabul edilen 1,2- diaminobenzenden tiirevlendirilen
metilglioksal (MGO) ¢ok vyiiksek diizeyde bulunmaktadir. Balda MGO seviyesini
belirleyebilmek i¢in HPLC-UV, LC-MS/MS ve gaz kromatografisi azot-fosfor dedektorii
(GC-NPD) gibi cihazlarla MGO seviyesi diger monfloral ballarda da élgiilebilir. Olgiilen
MGO seviyesi ile ballarin antibakteriyal ozellikleri tespit edilebilir ve bu ballarda da bir
0zglin faktor degeri belirlenebilir.

Bal matriks bir karisima sahip olmasindan dolay1r aromasindan sorumlu ugucu
bilesikleri tespiti i¢cin gaz kromatografisi kiitle spektroskopisinden (GC-MS) ve solid faz
mikroekstraksiyonundan faydalanilabilir. Ballarin teshis edilmesinde ve biyolojik

degerinin tayininde kullanilabilir.
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Ek 2. Bal Orenklerininden Bazilarimin HPLC-RID ile Seker Kromatogramlar
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Ek 3. Bal Orneklerinden Bazilarimn HPLC-UV ile HMF Kromatogramlari
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Ek 4. Seker Bilesenleri i¢in Kalibrasyon Grafikleri
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Ek 5. Bal Orneklerinden Bazilarinin DPPH-SCs, Grafikleri
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Ek 6. Bal Orneklerinden Bazilarinin Diastaz Aktivite Grafikleri
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Ek 7. Mineral Madde Tayini i¢in Kalibrasyon Grafikleri
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Ek 8. Metallerin Maksimum Absorbans Verdigi Dalga Boylar: ve Pikleri
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