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TURKIYE’DE URETILEN OZEL BALLARIN BiYOAKTIF OZELLIiKLERI
Nisa ULGEN
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Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2017
Damisman: Prof. Dr. Sibel SILICI

OZET

Bu calismada, Tiirkiye’de iiretilen tibbi ballarin biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Arastirmada toplam 48 bal numunesi kullanilmistir. Arastirmada
kullanilan ¢igek ballari; akasya, aycicek, narenciye, lavanta, kisnis, siitlegen,
ormangiilii, kestane, keciboynuzu, kekik, kanola, ihlamur, kabak, hayit, c¢orekotu,
devedikeni ballaridir. Salgi ballar1 ise ¢gam ve mese ballaridir. Bal 6rneklerinin polen
analizi yapilarak polen igerikleri tespit edilmistir. Ballarin toplam fenolik madde icerigi
Folin-Ciocalteu metodu ile belirlenmistir ve akasya, aygigcegi, ¢am, ¢orek otu, hayit,
thlamur, kabak, kanola, kec¢iboynuzu, kekik, kestane, kisnis, lavanta, mese, narenciye,
ormangiili, siitlegen ve devedikeni ballarinda sirasiyla 103.56;110.17;192.30; 170.39;
190.12; 106.47; 116.89; 75.60; 70.60;153.39; 158.25; 212.06; 118.92; 145.12;
209.00;97.47; 165.35; 153.04; 108.73GAE/100 g olarak belirlenmistir. Analiz edilen
bal orneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 arasinda istatiksel olarak farklar
oldugu goriilmiistiir (p<0.05).Bal oOrneklerinin antioksidan aktivitesi fosfomolibden
metodu, antiradikal aktivitesi ise DPPH metodu ile belirlenmistir. En diisiik antioksidan
aktivite lavanta balinda en yiiksek aktivite ise narenciye balinda belirlenmistir; 38.30
and138.28 mg AAE/g sirasiyla. Analiz edilen balda en yiiksek antiradikal aktivite
kestane balinda, en diisiik antiradikal aktivite ile kekik balinda belirlenmistir; % 66.02
ve 7.47 sirasiyla. Bu aragtirma ile Tiirkiye’de {iretilen monofloral ballarin biyoaktivitesi

belirlenerek literatiire katk1 saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Bal, fenolik, antioksidan, antiradikal, DPPH
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the bioactive properties of special honeys
produced in Turkey. A total of 48 honey samples were used in the study. As flower
honeys were acacia, sunflower, citrus, lavandula, coriander, spurge, rhododendron,
chestnut, carob, thyme, canola, linden, pumpkin, chastetree, blackseed, thistle Honeys
and Honeydew honeys were pine and oak honeys. Melissoplaynological analysis of
honey samples were carried out to determine the polen contents. The total phenolic
content of honey was determined by Folin-Ciocalteu method and determined as
103.56;110.17;192.30; 170.39; 190.12; 106.47; 116.89; 75.60; 70.60;153.39; 158.25;
212.06; 118.92; 145.12; 209.00;97.47; 165.35; 153.04; 108.73 GAE/100 gforacacia,
sunflower, pine, multifloral, blackseed, chastetree, linden, pumpkin, canola, carob,
thyme, chestnut, coriander, lavandula, oak, citrus, rhododendron, spurge andt histle
honeys, respectively. It was observed that honey samples analyzed had statistically
difference between the total phenolic contents (p<0.05). The antioxidant activity of
honey samples was determined by phosphomolybdenum method and the antiradical
activity by DPPH method. The highest antioxidant activity were found in lavender and
citrus honeys; 38.30 and 138.28 mg AAE/g honey, respectively. The highest antiradical
activity in the analyzed honeys was found on chestnut honey and the lowest antiradical
activity on thyme honey; 66.02 and 7.47%, respectively. By this research, the
bioactivity of monofloral honeys produced in Turkey has been determined and

contributed to the literature.

Keywords: Honey, phenolic, antioxidant, antiradical, DPPH
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1.GIRIS

Bal, aromatik ve viskoz bir madde olup insan tiiketimi i¢in olduk¢a Snemli bir besin
maddesidir. Enerji degeri bakimdan oldukga yiiksek bir besin degerine sahip olan bal,
insanlarin beslenmesinde kullanilmaktadir. Balin insan sagligini1 korumadaki rolii onun
saflig1 ve bilesimi ile yakindan iligkili olup iiretildigi bolgenin cografik 6zellikleri, bitki
florasi, hasat zamani ve iretim sekli gibi pek cok faktére bagl olarak degisim

gostermektedir.

Balin bu kompleks yapisina bakildiginda ana bilesen olarak karbonhidrat ve suyun
yaninda organik asitler, aminoasitler, proteinler, ugucu bilesenler, enzimler ve fenolik
bilesenler de icermektedir. Dogal olarak {iretilen bal, higbir islem yapilmadan,
tatlandirict madde olarak insanlar tarafindan kullanilan tek gida maddesidir (Ozbalc,

2013).

Tiirk Gida Kodeksi (TGK) 2000/39 sayili Bal Tebligine gore bal, “Bitki nektarlarinin,
bitkilerin canli kisimlarindan salgilanan veya bitkilerin canli kisimlari {izerinde yasayan
bitki emici bdceklerin salgilarinin bal aris1 (Apis mellifera L.) tarafindan toplandiktan
sonra kendine 6zgii maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su igerigini diisiirdiigii
ve petekte depolayarak olgunlagtirdigi dogal bir iiriindiir.” Tanimdan da anlasilacagi

gibi bal katkisiz ve dogal olmalidir (Anonim, 2012).

Balin kompozisyonu ve kalitesi, kovan i¢i rutubet ve hava, nektar durumu, ekstraksiyon
ve depolanma sirasindaki uygulamalar gibi ¢evresel faktorlerin yani sira cografik ve

botanik orijine gore degismektedir (Ramirezve ark., 2000).

Tablo 1°de goriildiigii iizere Tiirkiye’deki koloni varligir 2000 yilinda 4.267 (milyon
adet), 2014 yilinda artig gostermis ve 7.083 (milyon adet) olmustur. Bal iiretiminde
2007 yilina kadar birbirine yakin degerlerde yiikselis gostermesine ragmen 2014 yilinda



bu oran 103.525 tona ulasmistir. Koloni basma bal verimine bakilirsa 2000 yilinda

14.32 kg iken, 2014 yilinda koloni basina 14.62 kg’dir (FAO, 2016).

Tablo 1. Tiirkiye’de koloni sayis1 ve bal iiretimindeki gelismeler (1990-2014)
Yillar Koloni Koloni Bal Bal Bal verimi
sayisi(milyon sayisi iiretimi iiretimi (kg/koloni)
adet) endeksi (ton) endeksi
(2000=100) (2000=100)
2000 4.267 129.97 61091 119.12 14.32
2001 4.115 125.34 60190 117.36 14.63
2002 4.161 126.74 74554 145.37 17.92
2003 4.289 130.64 69540 135.59 16.21
2004 4.400 134.02 73929 144.15 16.80
2005 4.590 139.81 82336 160.54 17.94
2006 4.852 147.79 83342 163.48 17.28
2007 4.826 147.00 73935 144.16 15.32
2008 4.889 148.92 81364 158.65 16.64
2009 5.339 162.63 82003 159.89 15.36
2010 5.603 170.67 81115 158.16 14.40
2011 6.011 183.09 94245 183.76 15.67
2012 6.348 193.36 88162 171.90 14.04
2013 6.641 202.28 94694 184.64 14.26
2014 7.083 215.75 103525 201.86 14.62




2. GENEL BIiLGILER
2.1.BAL

Ciceklerin ozellikle cicek tozu keseleri etrafindaki nektar bezleri, yapraklari, yaprak
saplar1 ve situplarindan salgilanan sekerli sivilara nektar denir. Nektarlarin seker orani
genelde % 50’nin tlizerindedir. Arilar 1 g bali yapmak i¢in 10.000 km yol kat edip 2
milyon adet cicege ziyaret edebilirler. Yarim kg ham nektar1 toplamak i¢in 900 arinin
bir giin boyunca caligmast gerekir. Toplanan bu nektarin ise ancak bir kismi bala

cevrilebilir (Anonim, 2004).

Kaynagina gore ballar cicek bali ve salgi bali olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Cigek
bali, kaynagini bitkilerin nektarlarindan alirken salgi bali ise bitkilerin canli kisimlarinin
salgilarindan veya bitkilerin canli kisimlar1 {izerinde yasayan basra (Marchelina
hellenica) boceklerin bitkinin {izerine birakmis oldugu salginin arilarca toplanip
islenmesiyle olusturulan baldir (Anonim, 2012). Narenciye bali, kestane bali, piiren bali
ve kekik bali gibi monofloral ballar ¢icek balina, gam ve mese ballar1 da salgi ballarina

Ornek verilebilir.

Balin bilesiminin yaklasik % 17’si su ve kuru maddesinin % 95’1 de karbonhidratlardir.
Ulkemizin farkli bélgelerinde farkli floralarindan birbirinden farkli dzelliklere sahip
ballar elde edilmektedir. Akdeniz bolgesinde narenciye bali, Karadeniz bolgesinde
kestane bali, Mugla ve yoresinde Cam bal1 iilkemizde iiretilen ballardandir. Bunun yani
sira diger bolgelerimizde de ¢ok cesitli ¢icek ballari iiretilmektedir (Kayral ve Kayral,
1984).

White ve Doner (1980), yaptiklart bir calismada ¢icek ve salgi ballar1 arasindaki
kimyasal yap1 farkliliklarin1 Tablo 2°de oldugu gibi gruplandirmiglardir. Buna gore



cicek balinin rengi (Pfund Olcegi) beyazdan koyu renge kadar degismekle birlikte
ortalama olarak koyu beyazdir. Salgi balinda renk araligi ¢ok agik kehribardan koyu
renge kadar ortalama acik kehribardir. Cigek balinda nem orani ortlamal?7.2 iken, salgi
balinda nem igerigi 16.3 olmasi salgi balinin ¢i¢ek balina oranla daha az nem icerdigini
gostermektedir. Cigek balinin fruktoz ve glikoz degerleri ortalama sirasiyla; % 38.1 ve

% 31.2 bulunmusken, salg1 balindaki fruktoz ve glikoz miktar1 % 31.8 ile % 26.0’dir

Tablo 2. Cigek ve salg1 ballar1 arasindaki farklar

Tiir Cicek Bah Salg1 Bal
Ozellik Deger Arahgi Ortalama Deger Arahg: Ortalama
Renk Beyazdan Koyu beyaz Cok acik Agik
(Pfund) koyu renge kehribardan koyu kehribar
kadar renge kadar
Nem % 13.4-22.9 17.2 12.2-18.2 16.3
Fruktoz % 27.2-44.2 38.1 29.1-38.12 31.8
Glikoz % 22.0-40.7 31.2 19.23-31.86 26.0
Sakkaroz % 0.25-7.57 1.31 0.44-1.14 0.8
pH 3.4-6.1 22.03 30.29-66.02 49.0
Serbest asitlik 6.75-47.19 7.11 0.36-14.09 5.8
(meq/kg)

2.1.1.Monofloral Ballarin Ozellikleri
Akasya (Acacia P. Mill. L.) bah

Akasya balinin rengi oldukca acik sar1 hatta su beyazina yakin olup tat ve kokusu
oldukca hoctur. Graniilasyon (kristellesme) olduk¢a hizli olur. Bal iiretim potensiyeli
sekonder, polen iiretim potansiyeli mindrdiir. Polen tipi polyat, ornemantasyon psilattir

(Sorkun, 2008).



Aycicek (Helianthus annus L.) bah

Aycigegi balinin polen 6zelligi trikolporat, polen iiretim potansiyeli sekonderdir. Bali
altin saris1 renginde, tadi ve kokusu kendine 6zgiin, ¢ok kisa siirede kristallesir ve mum

gibi bir goriintiiye sahip olur (Sorkun, 2008).
Hayit (Vitex agnus-castus) bah

Poleni tipi trikolpat olan hayit balinin, cicekleri leylak-pembe veya nadiren beyaz
renklidir. Hayit bali hos kokulu, nispeten gec¢ kristalize olan, son derece kaliteli bir
baldir (Sorkun, 2008).

Ihlamur (7ilia platyphyllos Scop.) bah

Ihlamur bali rengi agik sari, tadi keskin ve lezzetlidir. Kokusu miikemmeldir.

Kristallesmesi ge¢ olur (Sorkun, 2008).
Kabak (Cucurbita pepo L.) bah

Kabak balinin rengi sar1; kristallesmesi oldukca ¢abuk, tat ve kokusu kendine 6zgiidiir

(Sorkun, 2008).
Kolza(Brassica napus L.) bah

Kolza bitkisine ait balin tadi miikemmel olmakla birlikte kokusu olduke¢a giizeldir.
Bitkinin poleni trikolpat 6zellige sahip olup, balin rengi agik sar1 ve kristallesmesi

hizlidir (Sorkun, 2008).
Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.) balh

Keciboynuzu (harnup) balimin tadi acimsi; kokusu keskindir. Rengi grimsi ve

kristallesmesi ¢cok hizlidir. Bal iiretim potansiyeli ise dominanttir (Sorkun, 2008).
Kekik (Thymus vulgaris) bah

Cigekleri leylak veya menekse rengindedir. Kekik balinin rengi agik sari; tat ve kokusu
miikemmel, kristallesmesi ise ¢cabuktur. Polen {iretim potansiyeli mindr, bal {iretimi ise

dominanttir (Sorkun, 2008).



Kestane (Castanea sativa Miller) bal

Kestane balinin rengi koyu kirmizidan kahverengiye kadar degismektedir. Kokusu
keskin ve tadi acimtiraktir. Kristallesmesi oldukg¢a yavastir. Polen 6zelligi trikolporat

olup, polen iiretim potansiyeli dominanttir (Sorkun, 2008).
Kisnis (Coriandrum sativum L.) bah

Kisnis, iilkemizde asotu, kuzbere gibi isimlerle bilinir ve umbelliferae familyasina ait
ilag ve baharat bitkisidir (Baytop, 1984). Kisnis balinin rengi agik kahveden kehribar
rengine kadar farklilik gosterir ve kisa siirede kristallesir (Sorkun, 2008).

Lavanta (Lavandula stoechas L.) balh

Lavanta bitkisinin poleni stefanokolporat 6zelliginde olup, polen {iiretim potansiyeli
sekonderdir. Lavanta balinin rengi sarimsi-yesil; tadi ve kokusu miikemmel ve

kristallesmesi ¢abuk olur (Sorkun, 2008).
Mese (Quercusrobur L.) bal

Mese balinin rengi koyu kirmizidan kahverengiye kadar degismektedir. Tad1 ve kokusu
diger ballara gore daha keskin ve aromatiktir. Polen sekli suboblat, oblat, prolat veya

sferoiddir (Sorkun, 2008).
Narenciye (Citrus spp.) balh

Narenciye bitkisinin polen iiretimi sekonder, polen 6zelligi tetra (penta) kolporattir.
Balin rengi olduk¢a agik sar1 ve parlak goriiniigliidiir. Kristallesmesi yavas, tadi ise

miikemmeldir. Narenciye bali olduk¢a hos bir kokuya sahiptir (Sorkun, 2008).
Ormangiilii (Rhododendron L.) bah

Ormangiilii (delibal) balinin polen tipi tetrattir ve tedratin her bir poleni trikolporattir.
Bu bitkinin balinin hos olmayan bir tadi ve kokusu vardir. Kristallesmesi yavastir

(Sorkun, 2008).



Siitlegen (Euphorbia macroclada Boiss.) bah

Halk arasinda hasur olarak da bilinen siitlegen bitkisinin polen sekli trikolporattir.
Siitlegen balinin rengi koyu kahverengi; tadi ve kokusu kisiye gore hos olmayabilir

(Sorkun, 2008).
Cam (Pinus spp.) bah

Cam balinin rengi sarimsi-kahverenginden kirmizimsi- kahverengi arasinda degisir.
Tadi mayhos; kokusu karakteristik ve eksimsidir. Salgi bali olmasi dolayisiyla

kristallesmesi oldukga geg¢ olur (Sorkun, 2008).
Devedikeni (Slybum marianum L.) bah

Devedikeni (meryemana dikeni) bitkisinin polen iiretim potansiyeli mindr, bal iiretim

potansiyeli de minordiir. Polen tipi trikolporattir (Sorkun, 2008).
Corekotu (Nigella sativa L.) bah

Tek yillik ve otsu olan bitki 20—-60 cm kadar boylanmakta olup belli dl¢iide de dallanma
gostermektedir. Cicek 5 parcali ve mavimtirak renkte olup doéllenmede protoandri

gostermektedir. Nektarca zengin bir bitkidir (Ceylan, 1996).

Yapilan literatiir incelemesi 1s18inda ¢orekotu bali ile ilgili bilimsel calismaya

rastlanmamustir.
2.1.2.Balin Bilesimi

Bal, kuru maddesinin yaklasik % 90-95’1 karbonhidratlardan olusan sekerli bir gida
maddesi ve arilarin dogal enerji kaynagidir. Bal, enzimler bakimindan da oldukca
zengin bir gida maddesidir ve bunlardan baglicalar diastaz, invertaz ve B-glukozidazdir.
Invertaz enzimi nektarlarin bala doniistiiriilmesinden sorumludur ve aktivitesini balda
devam ettirerek sakarozu glukoz ve fruktoza doniistiiriir. B-glukozidaz, glikojeni glukoz
ve maltoza indirger. Diastaz ise taze ballarda bulunur. Isitma veya muhafaza sirasinda

yikimlanir.



Tablo 3. Dogal Tiirk ballarmin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Sorkun ve ark., 2002)

Bal cesitleri
Cicek ballar1 (n = 127) Salgi ballar (n = 33)

Bilesim 6gesi

St. St.

Min. Max. Ort. Min. Max. Ort.
Sapma Sapma

Nem (%) 14.00 21.80 | 17.35 0.85 13.60 | 19.60 | 17.20 0.37
pH degeri 3.16 4.77 4.03 0.15 4.12 5.30 4.26 0.09
Toplam asitlik
(meq/kg bal) 15.00 64.68 | 29.33 4.08 16.65 | 50.51 | 32.01 2.81
Diyastaz sayis1 5.00 50.00 | 22.68 4.07 10.90 | 38.50 | 25.29 2.33
Friiktoz (%) 32.78 46.52 | 34.29 1.14 31.30 | 4390 | 37.49 0.56
Glukoz (%) 26.10 48.50 | 27.04 0.99 26.05 | 35.21 | 31.55 1.097
Friiktoz/Glukoz 1.01 1.68 1.08 0.05 1.02 1.38 1.19 0.04
Sakaroz (%) 0.24 15.02 3.91 0.92 1.33 10.18 5.98 0.87
Prolin (mg/kg) 15.87 96.30 | 59.80 10.26 17.14 | 67.46 | 37.21 2.96

2.1.3.Balin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Balin rengi Pfund skalasina gore degerlendirilmektedir. Balin siniflandirilmasinda
onemli kriterlerden biridir (Castro ve ark., 1992). Balin rengi, nektar kaynagia bagh
oldugu kadar mevsimsel kosullar ve cografik orijinine de baglidir (Anupama ve ark.,
2003).Balin botanik orjininin belirlenmesinde 6nemli bir kriterdir. Genellikle salgi

ballarinin elektriksel iletkenligi ¢icek ballarindan daha yiiksektir (Bogdanov, 1996).

Tiirk gida Kodeksi (Anonim, 2005)’ne gore salgi ballar1 icin elektriksel iletkenlik en az
0.8 mS/cm, ¢icek ballari igin ise elektriksel iletkenlik en fazla 0.8 mS/cm olmalidir.
Balin en 6nemli fiziksel kalite kriteri, balin kristalize olmasidir. Balin igindeki glukozun
sudan ayrilmasi ile balda bulunan diger partikiilleri de aralarina alarak kiigiik kristaller

seklinde ¢cokmesi sonucunda kristalizasyon olayr meydana gelir.

Viskozite bir maddenin akigkanliga kars1 koyma direnci olarak tanimlanmaktadir. Bu
yogunluga baghdir ¢ilinkii yogun ballarin viskoziteleri yiiksektir ve akislar1 yavas olur

(Otles, 1995). Ozgiil agirlik bir maddenin belirli bir sicakliktaki, birim hacim




agirhiginin, ayni hacimdeki suyun agirligina oramdir. Balin yiiksek yogunlugu, seker

iceriginin yliksek olmasi ile dogru orantilidir (Azeredo ve ark.,2003).

Balin kimyasal bilesimi ve 6zellikleri arilarin ziyaret ettigi bitkilere, iklim kosullarina
ve hatta topraga baglidir (Perez ve ark., 2008). Yiiksek nem icerigi balin fermentasyon
neticesinde bozularak tat ve aromasinin degisime ugrayacag belirtilmektedir (Costa ve

ark., 1999; Lazaridou ve ark., 2004).

Asitligi belirleyen en 6nemli faktorler; organik asitler ve mineral maddelerdir. Ayrica
aminoasitler, peptitler ve karbonhidratlardir (Otles, 1995). Briks derecesi, agirlikca suda
cozlinen maddelerin ylizdesi olarak tanimlanmaktadir ve balin briksi daha ¢ok icerdigi

sekerlerden kaynaklanmaktadir (Cavia ve ark., 2002).

Bitki nektari, arinin bogaz salgisindan kaynaklanan enzimler; diastaz (a-amilaz),
invertaz a-glikozidaz), glukozoksidaz, katalaz ve asit fosfatazdir. Bu enzimler arilar
tarafindan balin islenmesi sirasinda olusur. Diastaz, polissakkarit olan nisastay1 kiiciik
sekerlere, invertaz (a-glikozidaz) enzimi bir disakkarit olan sakkarozu glukoz ve

fruktoza dontstiiriir (Saldamli, 1998).

Bal, ¢ok az protein igerir ve genellikle % 0.5’ten diisiiktiir. Protein miktart ar1 ya da
bitki kaynagina gore degisir ve miktar1 balin cinsine baghdir (Otles, 1995). Arilar
tarafindan nektarin bala doniismesi sirasinda ar1 tarafindan bala katilan tek aminoasit
prolindir. Tiirk Gida Kodeksi (Anonim, 2005)’ne gore balda prolin miktar1 en az 180

mg/kg olmasi gerekmektedir.

Tiirk ¢icek ballarinda yapilan bir ¢alismada, seker bilesiminde % 34.29 fruktoz ve %
27.04 glukoz; salgi ballarinda ise, % 37.49 fruktoz ve % 31.55 glukoz igerdigi
belirlenmistir (Sorkun ve ark., 2002).

HMF, balda 1sitmadan veya uzun siire depolamadan dolay1 fruktozun pargalanmasi ile
ortaya c¢ikar. Ballarda HMF miktarinin az olmast istenir. Balda HMF miktarmin
artmasina, hasat sonrasi 1sitma isleminin uygulanmasi, depolama siiresi, depolama
sicakligr ve balin pH’s1 etki etmektedir. Tiirk Gida Kodeksi (2005) kaliteli bir balda
HMF miktariin 40 mg/kg’dan fazla olmamasi gerektigini belirtmektedir (Giil, 2008).
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Balin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antiparaziter, antiinflamatuar, antimutajenik
ve antitiimor etkileri yapilan arastirmalarda bildirilmistir (Karadal ve Yildirim, 2012).
Baldaki antimikrobiyal etkinlikten ise biiyiik oranda hidrojen peroksit, katalaz, glikoz
oksidaz seviyesinin sorumlu oldugu ya da lizozim ve fenolik maddeler gibi peroksit
olmayan faktorlerin de baldaki antimikrobiyal etkinlige katkida bulundugu seklindeki
bildirisler literatiirlerde yer almaktadir (White ve ark., 1963; Silici ve ark., 2010).

Koyu renkli ballarda kiil oran1 daha fazladir. Ciinkii balin rengi ile icerdigi kiil miktar1
arasinda pozitif bir iligki vardir (Sahinler, 2001).

2.1.4. Antiradikal aktivite

Oksijen canlilarm viicut fonksiyonlarinda ¢ok énemli rolii olan bir maddedir. Insan
yasami i¢in oksijen elzem olmasina karsin, metabolizmanin normal ¢aligmasi esnasinda
iiretilen baz1 reaktif oksijen tiirleri (ROT) insan viicuduna yogun bir sekilde zarar

verebilmektedir (Diplock, 1998).

Reaktif oksijen tiirleri cogunlukla serbest radikallerden olugmaktadir ve bunlar normal
oksijen molekiilleriyle karsilagtirildiginda, kimyasal reaktivitesi olduk¢a yiiksek oksijen
formlaridir (Nawar, 1996). Eslenmemis elektronu bulunan atom, atom grubu ve
molekiillere serbest radikal adi verilmektedir. Serbest radikallere bu ciftlesmemis
elektron biiytik 6l¢iide reaktiflik kazandirmak suretiyle DNA, protein, lipid ve niikleotid

koenzimler gibi daha bir¢gok materyallere zarar verebilmektedir.

Serbest radikaller, viicutta yiikseltgenme tepkimelerine ve ¢esitli hasarlara yol agarak;
damar tikaniklig1 ve kanser gibi bir¢ok hastaligin olusumuna etki ettigi tahmin
edilmektedir (Maguire ve ark., 2004). Ayrica yaslanmay1 tesvik ettigi, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflamaya, sinir sistemi hastaliklar1 gibi hastaliklara neden
olduguna iligkin bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Diplock, 1998). Serbest radikallerin
karbonhidratlar iizerindeki etkisiyle c¢esitli {riinler meydana getirmekte; diyabet,
koroner kalp hastalig1, romatoit artrit, behcet hastaligi, hipertansiyon, birgok deri ve géz
hastaliklari, kanser gibi hastaliklarda serbest radikal {iiretiminin artti§i1 ancak bu
durumlarda serbest radikal artiginin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu kesin olarak

bildirilememistir.
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Serbest radikaller, Tablo 4’te oksijen merkezli ile oksijen merkezli olmayan veya
oksijen merkezli ve nitrojen merkezli, serbest radikaller olmak {izere iki ana grup

altinda toplanmistir (Boots ve ark., 2008).

Tablo 4. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirleri

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler

Reaktif Oksijen Tiirleri  (ROS) Radikal Olmayan Oksijen Tiirler

- Hidroksil (OH) - Hidrojen peroksit (H203)

- Siiperoksit(O2’) - Singlet oksijen  (0»)

- Peroksil  (ROO) - Ozon (O3)

- Alkoksil (RO - Hipokloréz asit  (HOCI)

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) Radikal Olmayan Nitrojen Tiirleri
- Nitrik oksit (NO) - Peroksinitrit ~ (NOOO")
- Nitrojen dioksit (NO-) - Nitrozil katyonu (NO")
- Nitrozil anyonu (NO")

2.1.5. Antioksidan aktivite

Antioksidanlar, gidalarda ya da viicutta diisiik konsantrasyonlarda bulundugu zaman,
oksidasyonu onemli Olciide engelleyen ya da gecikmesine neden olan maddelerdir
(Yildiz ve ark.,2008). Canlilar yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek icin kimyasal
enerjiye ve 1s1 enerjisine ihtiya¢ duyarlar ve bu enerjiyi glikoz, yag asitleri gibi hidrojen
ve karbon atomlarinca zengin molekiillerin oksidasyonu sonucu elde etmektedir.
Metabolizmada oksijenin kullanilmasi sirasinda serbest radikaller (ROT) olugmaktadir.
Baglicalari; siiperoksit, hidroksil, peroksil, nitrik oksit radikalleri ile radikal olmayan

singlet oksijen, hidrojen peroksit ve peroksinitrit’tir (Liochev, 2013; Lushchak, 2014).

Yiiksek reaktif 6zellige sahip olan bu radikaller, hiicre membranina ve hiicre yapisinda
bulunan lipid, protein, enzim, karbonhidrat ve niikleik asit gibi biyomolekkiillere zarar
vermektedir. Serbest radikal tiirlerinin etkisiyle meydana gelen bu hasarlar1 engellemek

icin metabolizmada, savunma amacli mekanizmalar geligmistir. Bunlara antioksidan
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savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar adi verilmektedir (Bounous ve Molson,
2003; Patekar ve ark., 2013). Antioksidan savunma sistemleri, oksidatif sterese karsi,
reaktif oksijen tiirleri tarafindan meydana gelen hasarlar1 ortadan kaldirmak suretiyle ya
da reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek veya azaltarak, karsi koyma
seklindedir (Dervis, 2011). Antioksidanlar metabolizma igerisinde hiicrelere zarar
vermeden, serbest radikalleri stabilize edip onlarin verecegi hasarlar1 en aza indirgeyen

molekiillerdir (Bounous ve Molson, 2003). Antioksidan,

- Kolayca emilebilmeli,

- Serbest radikallerin aktifligini spesifik bir sekilde ortadan kaldirabilmeli,
- Doku ve viicut sivilarinda uygun bir seviyede bulunabilmeli,

- Redoks metalleriyle selat olusturabilmeli,

- Hem membranlarda hem de siv1 ortamlarda kolaylikla fonksiyon gdrebilmelidir

(Dervis, 2011).

Enzimatik antioksidanlar; katalaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz gibi
enzimleri bulundururken, enzimatik olmayan antioksidanlar; askorbik asit, tokoferoller,
karotenoidler ve fenolik bilesenler gibi genellikle besin kaynakli olanlar ile glutatyon,
albumin, bilirubin, seruloplazmin ve benzeri metabolit kaynakli olanlar seklinde

siniflandirilabilirler (Patekar ve ark., 2013; Walz ve ark., 2002).

Antioksidanlar farkl sekillerde siniflandirilmis, metabolizmada bulunduklar1 ve islevde
bulunduklar1 yerlere gore plazma antioksidanlar1 (beta karoten, askorbik asit, irik asit
seruloplazmin vs.), hiicre membraninda yer alan antioksidanlar (alfa-tokoferol) ve
intraselliiler antioksidanlar (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz vb.)
olmak {izere veya aktiviteleri ve yapilarina gore enzimatik antioksidanlar ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak farkl sekillerde siniflandirilmislardir (Sekil 1) (Roginsky
ve Lissi, 2005)
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Antioksidanlar
/ \
Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
- ™~ BHT. BHA.

Enzimatik Enzimatik olmavan Troloks ve gesithi
- S selat olusturucu
SOD / \ sentetik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatvon E Vitamini
Glutatyon rediktaz Sertiloplazmin B-Karoten
Glutatyon-S-transferaz Bilirubin Askorbik Asit

Ferritin Flavonoidler

Laktoferrin

Urik asit

Haptoglobinler

Albumin

Sekil 1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar oksidasyon zararlarin1 4 farkli mekanizma ile onlerler:

1. Temizleme etkisi: Enzimler oksidan molekiillerini zayiflatarak oksijen ile

reaksiyona girer ve oksijen konsantrasyonunu azaltirlar.

2. Baskilama etkisi: Flavonoidler ve vitaminler oksidanlara bir hidrojen atomu
vererek hidroksil radikali yapisinda bulunan hidrojen atomlariyla bag
olusturabilecek yapidaki {iriinleri temizler ve peroksidasyonun baglamasini

engellerler.
3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin meydana getirdigi hasarlar1 onarirlar.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglar ve fonksiyonunu engelleyebilirler.
Zincir kiricr antioksidanlar fenoller, aromatik aminler ve yaygin olarak bulunan

a-tokoferollerdir.
2.1.6. Fenolik Madde I¢erigi

Bitkilerde bulunan en onemli bilesik gruplarini fenolik bilesikler olusturmaktadir
(Brovo, 1998). Fenolik asitler (aromatik karbonik asitler), fenolik bilesiklerin alt grubu
olmakla beraber bitkilerdeki fenil-propanoid metabolizmasindan meydana gelmektedir

(Anklam, 1998). Flavonoidler, en az iki fenol alt birimine sahip olan fenolik
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bilesiklerdir. Ug ya da daha fazla fenol alt birimine sahip olan bilesikler tanenler olarak
tanimlanmaktadir. Genellikle fenolik asitler bir karboksilik fonksiyon grubuna sahip

olan fenollerdir (Robbins, 2003).

Baldaki toplam fenolik bilesen miktar1 ve kompozisyonu, arinin nektar topladigi bitki
tiiriine, nektarin toplanma metoduna, mevsimsel ve ¢evresel faktorlere, cografi orijinine
ve de depolama kosullarina gore degisiklik gostermektedir. Balda toplam fenolik madde
miktar1 5 ile 1300 mg/kg arasinda degismektedir. Flavonoidler; flavononlar, flavonlar,
izoflavonlar, antosiyaninler, flavonollar ve flavanlar olmak iizere altt ana gruba
ayrilmaktadir (Peterson ve Dwyer, 1998). Balda yaygin olarak bulunan flavonoidlerin
cogu flavondan tiirevlesmektedir. Bunlar; mirisetin, rutin, kamferol, luteolin, apigenin,
hesperetin, trisetin, pinostrobin, pinobanksin, flavon, krisin, pinonsembrin, galangin,

ramnetin, naringenin’dir.

Balin flavonoidleri nektar, polen ve propolisten kaynaklanmaktadir. Propolis, bal
kovanlarin dogal bir bilesimi olup, bilesikleri oldukg¢a lipofilik olan balmumu ve ¢ok
hidrofilik olan bal arasinda dagitilmaktadir. Flavonoid igerigi, yaklasik olarak, polende
% 0.5, Propoliste % 10 ve balda yaklasik % 0.005-0.01 dolaylarindadir (Ferreres ve
ark., 1992).

Antimikrobiyel etki agisindan 6nemli bir flavon olan pinocembrinin, salgi ballarinda
yogun olarak bulundugu saptanmistir (Bogdanov, 1989). Biiyiik oranlarda salgi ballarini
iceren orman agac ¢icegi ballar1 yaklasik olarak 0.5 mg/100 g bal diizeyinden fazla
protokatesik asit icermektedir. Bu bilesigin bulunmasi, bu balin diger bal ¢esitlerin ayirt
edilmesine yardimci olmaktadir. Salgi ballarinda, protokatesik asitin konsantrasyonu
0.34-0.68 mg/100 g bal dolayindadir (Joreg ve Sontag, 1992). Tablo 5°’te fenolik madde

gruplar1 verilmistir.



Tablo 5. Fenolik madde gruplar1 (Karadeniz ve Eksi, 2001)
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Fenolik Asitler Flavonoidler
Hidroksisinnamik asitler (C¢-C3) Falavonlar
- O-kumarik asit - Apigenin
- P-kumarik asit - Luteolin
- Kafeik asit Flavanonlar
- Izoferulik asit - Narincetin
- Sinaptik asit - Hesperidin
Hidroksibenzoik asitler (Cs-Ci) - Eriyodiktol
- Salisilik asit - Izosakuranetin
- m-hidroksibenzoik asit Flavonoller
- p-hidroksibenzoik asit - Kempferol
- Protokatesik asit - Quersetin
- Rezorsilik asit - Mirisetin
- Gentisik asit Katesinler
- Vanilik asit - Katesin
- Izovanilik asit - Epikatesin
- Sirinjit asit - Gallokatesin
- Epigallokatesin
Antosivanidinler
- Siyanidin
- Malvidin
- Pelargonidin
- Delfinidin

Lovkoantosivanidinler

- Loykosiyanidin
- Loykodelfinidin

Prosivanidinler

- Prosiyanidin dimer
- Prosiyanidin oligomer

- Prosiyanidin Polimer




16

2.1.7.Melissopalinoloji

Palinoloji, bitki polenini ve sporlarini inceleyen bilim dalidir. Polen morfolojisiyle ilgili
ilk ¢alismalar 1675 yilinda Malpighi ve 1682 yilinda Grew tarafindan yapilmistir.
Palinoloji terimini ilk kullananlar ise 1940 yilinda Williams, Cardiff ve Hyde’dir.
Baldaki polenlerin analizi ve analiz sonuglarina gore bolgedeki nektarli bitkilerinin
tespiti, balin isimlendirilmesi ve balin kalitesinin belirlenmesi melissopalinolojinin
konusunu meydana getirir. Balda en fazla hangi bitkinin poleni bulunmus ise bal o

bitkinin ad1 ile anilir (Sorkun, 1985).

Genellikle tek bir bitkiye ait baldaki polen diizeyi % 45’in {istiinde ise bu ballar mono-
flora bal olarak tanimlanmaktadir. Ornegin kestane balindaki polenlerin % 90’1nimn
kestaneden gelmesi gerekir, buna karsin narenciye balindaki polenlerin % 10 unun
narenciyeden gelmesi yeterlidir (Anklam, 1998; Louveaux ve ark., 1978; Von der Ohe
ve ark., 2004). Bu yontem bazi monofloral ballarin bitki orijinin tespit edilmesinde
kullanilabilmekte olup bal o bitkinin ismi ile satisa sunulabilmektedir. Fakat polifloral
ballarin poleni dominant polen olarak tayin edilemediginden, bu yontem tek basina
yeterli olmamaktadir. Dolayisiyla, polifloral ballar elde edildikleri cografi bolgeye gore
isimlendirilmektedir. ~ Yapilan  arastirmalarda, polifloral  ballarin  orijininin
belirlenmesinde balin bircok o6zelliginin birlikte incelenmesi gerekliligini ortaya

koymaktadir (Rouf ve Bogdanov, 2004; Anupama ve ark., 2003; Anklam, 1998).

Bu nedenle balda bulunan polenlerin miktarlar1 her zaman balin elde edildigi nektar ile
orantili degildir. Dolayisiyla saf mono-flora ballarla veya deneysel olarak tek bir
cicekten elde edilmis ballarla yapilmis calismalar bazi bitki ballart i¢in bu yontemin

kullanilabilmesine imkan vermektedir (Maurizio, 1979).



3. ONCEKI CALISMALAR

Bal arilarinin bal yapmaya baslamasi yaklasik olarak 20 milyon yil Oncesine

dayanmaktadir. Ancak, insanoglu 10 bin yil once bali besin olarak kullanmaya
baslamistir (Crane, 1983). 19. Yiizyila kadar aricilik ilkel olarak yapilirken 20. Yiizyila
gelindiginde modern iiretime gecis yapilmis, 1slah ve genetik c¢aligmalarina agirlik

verilmeye baglanmistir (Sar16z, 2006).

White ve ark. (2001) Browne (1908)’e atfen 100 Amerikan ¢igek ve salgi ballart
iizerinde yaptig1 caligmalar1 balin bilesimi ile ilgili ilk standart ¢caligma kabul edilmistir.
Bunun sonucunda ¢igek ballarinda yaklasik % 74.98 invert seker, % 17.7 nem, % 1.90
sakkaroz, % 1.51 dekstrin, % 0.08 serbest asit (formik asit) ve % 0.18 kiil oldugunu

tespit etmistir

Balin toplam fenolik igerigi ile antioksidan aktivitesi arasinda iliski oldugu ve
antioksidan aktivitenin esasen fenolik bilesiklerden kaynaklandig: bildirilmektedir. Bu
nedenle koyu renkli ballarda bol miktarda fenolik bilesik bulundugu ve bu tip ballarin
askorbik asit veya E vitaminine gore daha giiclii antioksidan olduklar1 bildirilmektedir
(Aljadi ve Kumaruddin, 2004; Haroun, 2006). Nagai ve ark., (2001)’e gore, 1s1l islem
uygulanan ballarda Bi, B> ve C vitaminleri parcalanirken peroksidaz ve katalaz

enzimlerinin yikimi1 sonucu antioksidan aktivitesi hizla diigmektedir.

Perez ve ark. (2008) Ispanya’nin salgi ballarinin nektar ballarma kiyasla daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve salgi balinin orijininin belirlenmesinde polifenol
iceriginden yararlanilmasi gerektigini belirtmislerdir. Sanzve ark. (2005)’na gore ise,

Ispanya bélgesindeki ballarda toplam polifenol igerigi yaklasik olarak 0.78 mg/kg’dir.

Fenolik bilesikler, bitkilerde bulunan en 6nemli bilesiklerdir (Bravo, 1998). Fenolik

asitler (aromatik karbonik asitler), fenolik bilesiklerin alt grubudur ve bitkilerdeki fenil-
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propanoid metabolizmasindan meydana geldigi bildirilmistir (Anklam, 1998). Fenolik

asitler biitiin bitkilerde bulunur.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde iiretilen bazi ¢igek ve salgi ballarmin fenolik asit ve
flavonoid profillerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir arastirmada, en koyu renkli bal
olan kestane balinin en yiiksek toplam fenolik madde icerdigine (0.05 mg/g GAE) dair
bulgular elde edilmistir (Haroun, 2006). Dimitrova ve ark. (2007)’in farkli bal
numunelerinde yaptiklar1 c¢alismalarda 17 farkli fenolik asidi 0.05-320.38 mg/kg

arasinda bulmuslardir.



4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Bal Numuneleri

Bu caligmada kullanilan bal 6rnekleri Tirkiye’nin farkli bolgelerindeki aricilardan ilk
sagim ballar1 olarak 2016 yilinda toplanmigtir. Tiirkiye’nin farkli illerinden (Mugla,
Edirne, Antalya, Isparta, Zonguldak, Diyarbakir, Bursa, Mersin, Artvin, Sanliurfa)
illerinden 18 farkli bal toplamda 48 bal Ornegi aricilara gidilmek suretiyle temin
edilmigtir. Caligmada kullanilan c¢igcek ballari; akasya, aycicek, narenciye, lavanta,
kisnis, siitlegen, ormangiilii, kestane, ke¢iboynuzu, kekik, kolza, thlamur, kabak, hayit,

corekotu, devedikeni ve salgi ballar1 ise ¢gam ve mese ballaridir (Sekil 2, Tablo 6).

Biitiin bal oOrnekleri karanlik ve serin ortamda muhafaza edilmistir. Numunelerde

yapilan tlim analizler, ballarin iiretildigi y1l i¢erisinde gergeklestirilmistir.

Sekil 2. Analizde kullanilan bal 6rnekleri



Tablo 6. Bal cesitleri, botanik ve cografik orijinleri
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4.2.1. Melissopalinoloji

Sira No Bal cesitleri N Balin Botanik orijini Cografik orijini

1 Akasya 3 | Acacia P. Mill. L. Mugla

2 Aycigcek 3 | Helianthus annus L. Edirne

3 Cam 4 | Pinus spp. Mugla

4 (Corekotu 2 | Nigella sativa L.. Antalya
5 Hayit 2 | Vitex agnus-castus Isparta

6 Thlamur 3 | Tilia platyphyllos Scop. Zonguldak
7 Kabak 3 | Cucurbita pepo L. Antalya
8 Kolza 2 | Brassica napus L. Diyarbakir
9 Keciboynuzu 3 | Ceratonia siliqua L. Antalya
10 Kekik 3 | Thymus vulgaris Isparta
11 Kestane 4 | Castanea sativa Miller Bursa
12 Kisnis 2 | Coriandrum sativum L. Antalya
13 Lavanta 3 | Lavandula stoechas L. Isparta
14 Mese 2 | Quercus robur L. Zonguldak
15 Narenciye 2 | Citrus spp. Mersin
16 Orman giilii 3 | Rhododendron L. Artvin
17 Siitlegen (Hasur) 2 | Euphorbia macroclada Boiss. Sanliurfa
18 Devedikeni 2 | Slybum marianum L. Diyarbakir

4.2. Yontem

Balin mikroskobik incelenmesi i¢in uygulanan yontem, uluslararasi aricilik otoriteleri

tarafindan kabul goriilen Louveaux ve ark. (1978) tarafindan gelistirilen metod ile

yapildi. Balin su igerisinde ¢oziilmesini saglamak amaciyla bal 6érneklerinin konuldugu

kavanozlar sicakligi yaklasik 45°C’lik su banyosunda 10-15 dakika bekletildi ve bir

baget yardimiyla karistirilarak homojen olmasi saglandi. Bu bal stoklarindan 5 g bal ile

10 g distile su falkon tiiplerinde karistirildi, karigim vortekslenerek 6500 rpm’de 20

dakika santrifiij edildikten sonra santrifiij edilen tiiplerin slipernatant kism1 dokiilerek
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bir kurutma kagid lizerine ters ¢evrilip suyun iyice sliziilmesi saglandi. Cokelti gliserin
jelatin (1 mm?) ile iyice bulagik hale getirilerek lam iizerine konulup 1sitma tablasinda
lam iizerine yayildi ve lamel ile kapatildi. Her bir bal Ornegi i¢in 4 ayr1 (paralel)
preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar inceleme sirasinda net goriintii elde etmek
icin preparatlar ters cevrilerek yaklasik 12 saat bekletilerek incelemeye hazir hale

getirildi (Louveaux ve ark., 1978).

Gliserin-jelatin hazirlanmasinda Charpin ve Suringach (1974), tarafindan gelistrilen
yontem kullanilmistir. 7 gram jelatin, 42 ml distile su i¢inde 2 saat bekletilerek sismesi
saglandi. Bu karigim tizerine 50 ml gliserin ilave edilip iki madde, 45-50 °C’lik
sicakliktaki su banyosunda iyice eriyinceye kadar 10-15 dakika tutuldu. Karigimi
bakteri ve mantar enfeksiyonundan korumak i¢in 1 gram safranin, fenol ya da % 2-3
oraninda asetik fenil eklendi. Bu karisim 80 °C’ye kadar 1sitildi ve daha sonra boya
maddesi olarak 1-2 ml bazik fuksin ilave edildi. Karisgimda hava kabarciklarinin
olmamasi icin kaynatilmadi. Hazirlanmis olan karistm cam pamugundan siiziildiikten

sonra petri kaplarina esit dagilacak sekilde dokiildii ve sogumaya birakildi.
4.2.2. Toplam Fenolik madde tayini

Balda toplam fenolik madde igerigi, Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmis ve
spektrofotometrik olarak okunmustur (Singleton ve Rossi, 1965). Bal numuneleri; 1 g
bal, 4 mL (1:4 oraninda 4 kat seyreltilmig) metanol ile tamamlanip vorteksle iyice
eritilmesi saglanarak hazirlanan soliisyon Whatman No.lkagidindan filtre edildi.
Orneklerin stok konsantrasyonlar: 200.000 ppm olacak sekilde hazirlandi. Her bal
orneginden 5 paralel (tekrar) hazirlandi. Oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat
inkiibasyona birakildi. Sonra elde edilen karigimlarin absorbansi spektrometrede 765
nm dalga boyunda kére karsi okundu. Orneklerin spekrofotometrede okunan degerleri
gallik asidin regresyon katsayisi kullanilarak hazirlanan formiile gore doniistiiriildii.
Ornekleri toplam fenolik madde igerikleri mg gallik asit esdeger (GAE/ 100 g bal)
olarak ifade edildi (Silici ve ark., 2010).

4.2.3. Antioksidan aktivite tayini

Gidalarin antioksidan aktivite tayinin belirlenmesinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir.

Bu caligmadaki Bal numunelerinin antioksidant aktiviteleri fosfomolibden metoduyla
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tayin edilmistir (Prieto ve ark., 1999) ve askorbik aside oranlanarak ifade edilmistir. Her
bir bal 6rneginden 1 g bal iizerine 9 mL metanol eklenerek vorteks ile iyice eritildi ve
soliisyon Whatman No. 1 kAgidindan filtre edildi. Stok 100.000 ppm (Ornegin
durumuna gore stok 1°’de 1 mL stok + 9 mL metanol ile seyreltildi) olarak hazir duruma
getirildi. Hazirlanan soliisyonlar standa dizilerek 95 °C su banyosunda 90 dakika
bekletildi sonra musluk suyunda sogutuldu. Orneklerin absorbansi spektrofotometrede
695 nm dalga boyunda kore karsi okundu. Daha sonra askorbik asitin konsantrasyonlari
olusturuldu. Askorbik asidin konsantrasyonlarimin  spektrofotometrede okunan
degerlerinden bir regrasyon dogrusu olusturuldu. Orneklerin spekrofotometrede okunan
degerleri askorbik asidin regresyon katsayist kullanilarak hazirlanan formiile gore
donitisttirildii. Bal 6rneklerinin antioksidan aktivite degerleri mg askorbik asit esdeger

(AAE/1 g bal) olarak ifade edildi (Silici ve ark., 2010).
4.2.4. Antiradikal aktivite tayini

Numunelerin serbest radikal temizleme aktiviteleri, analiz protokollerinde baz1
modifikasyonlar yapilarak DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) metodu ile belirlendi
(Gyamfi ve ark., 1999). Bal 6rneginden 1 g bal ve 4 mL metanol karistirilarak
vortekleme suretiye iyice karigtirilip erimesi saglandi. Hazirlanan solusyon Whatman
No. 1’den siiziildii. Orneklerin konsantrasyonu 200.000 ppm stok olarak alindi. Bu
¢ozeltiden 100 ul’lik siv1 boliintiiler alinarak metanolde hazirlanmis (1000 pl 6x10°> M
DPPH) 3900 ul DPPH (reaktif) eklendi ve karisim oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat
bekletildi. Absorbanslari, spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda okundu.



5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Melissopalinolojik (Balda polen) Analizi

Calismada kullanilan biitiin ballar {ireticiden kendi beyanlar1 dogrultusunda monofloral
bal olarak toplanmistir. Oncelikle preparatlarin icerisindeki polen gesitleri ayri ayri
incelenmis ve hangi bitkiye ait oldugu teshis edilmistir. Daha sonra baga doniilerek her
bir preparat sol iist koseden baslanarak ve bitki cesitleri de dikkate alinarak her 4
preparatta toplam 1000 polen buluncaya kadar sayilmistir. Elde edilen degerlerden

preparatlarin polen yiizdesi hesaplanmstir.

Palinolojik analiz sonucunda: kestane, cam, mese, narenciye, thlamur, ay¢icegi,
ormangiilli, lavanta, siitlegen ve kegiboynuzu ballarinin tamami monofloral bal olarak
teshis edildi. Diger ballarin polen icerikleri 6rnekten 6rnege degisiklik gostermistir.

Calisilan bu ballarin polen verileri Tablo 7°de verilmistir.
5.2. Balda Toplam Fenolik Madde miktarinin belirlenmesi

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmak suretiyle yapilan fenolik madde tayininde en ¢ok
kullanilan standart bilesik gallik asittir. Bu sebeple gallik asitten standart bir grafik
hazirlandi. Toplam fenolik madde igerigi, standart egri grafiginden yararlanilarak
hesapland1 ve elde edilen sonuglar gallik asit esdegeri (mg/100 g ekstre) olarak ifade
edildi (Singleton ve Rossi, 1965). Bal numunelerinden elde edilen metanol ekstrelerinin
100 g’indaki toplam fenolik madde miktarlar1 Tablo 8’de verilmektedir. Bu sonuglara
gore calismada kullanilan bal 6rnekleri i¢in en yiiksek ve en diisiikk toplam fenolik
madde miktarlar sirasiyla; kestane balinda 212.06 ve 70.60 mg GAE/100 g bal olarak

bulunmugtur.
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5.3. Antioksidant aktivitenin belirlenmesi

Bu ¢alismada kullanilan metanol ile hazirlanmig bal 6rneklerinin antioksidan kapasitesi
spektrofotometrik fosfomolibden yontemine goére yapilmistir (Prieto, Pineda ve Aguilar,
1999). Bal oOrneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde 5 paralel
tekrar yapilmis olup ortalama degerler alindi ve Orneklerin  absorbansi
spektrofotometrede 695 nm dalga boyunda kore karsi okundu. Yapilan okumalardan
elde edilen verilerin askorbik aside orami (mg AAE/1 g bal) seklinde ifade edildi
(p<0.05). Ballarin antioksidan aktiviteleri Tablo 9’da verilmistir. Tablo 9’da goriildiigi
gibi bal numunelerinin antioksidan aktiviteleri mg AAE/g bal olarak en yiiksek 138.28

narenciye balinda ve en diisiik de 38.30 ile lavanta balinda gozlenmistir.

5.4. Antiradikal aktivitenin belirlenmesi

Numunelerin serbest radikal temizleme aktivitesi, DPPH (2,2diphenyl-1-picrylhydrazyl)
metodu ile gergeklestirilmistir (Gyamfi ve ark., 1999). DPPH radikali satin alinabilen
ticari bir radikal olup, 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans degeri
verebilmektedir. Metanolde hazirlanmis (1000 pl 6x10° M DPPH) ile 100 ul bal
ekstresinden almip karistirildi (3900 pl DPPH reaktifi). iki kontrole &rnek yerine
metanol konularak 3900 pl DPPH (raktif) eklendi. Oda sicakliginda 2 saat
bekletildikten sonra 517 nm dalga boyunda kore karst okundu. Antiradikal aktivite (%)

degerleri agagidaki formiil kullanilarak inhibisyon degerleri seklinde belirlenmistir.
% Inhlblsy0n= [(Ab SKontrol'Ab SOmek)/Ab SKontrol) * 1 00]

Bal o6ziitlerinden DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili 5 parallel tekrar yapild.
Olgiimler p<0.05 giiven araliginda hesaplanmustir. Ballarin DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) metodu kullanilarak belirlenen antiradikal aktiviteleri en diisiik kekik
bal1 7.47 ve en yliksek kestane bal1 66.02 % inhibisyon olarak tespit edilmis ve sonuglar
Tablo10’da verilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Bal, gecmisten giinlimiize kadar hem sgifa hem de besin kaynagi olarak insanoglu
tarafindan kullanilagelmistir (Apana ve ark.,1999; Kaskoenien ve ark., 2009). Balin
yapisinda bulunan bilesiklerin biiylik bir kismini karbonhidratlardan meydana
gelmektedir. Balin bilesimi nektarin alindigi floraya, cografik ozelliklere, iklim
kosullarna, balin iiretim sekline ve bal arisinin 1rkina bagli olarak degisiklik

gostermektedir (Kaskoenien, 2010).

Tiirkiye bal tretimi ve cesitliligi bakimimdan diinyanin en iyi potansiyeline sahip
olmasina ragmen ballarin bioaktif 6zellikleri, bal ¢esitleri ve yararliliklar1 konusundaki
caligmalar1 yeterli seviyeye ulasamamistir. Bu nedenle, bu c¢alismada Tiirkiye florasina
ait farkli bolgelerden toplanmig 18 farklt monofloral toplam 48 bal 6rneginin biyoaktif

ozelliklerinin arastirilmast amaglanmastir.

Calismada yapilan polen analizi sonucunda aricilardan etiketlenmis olarak alinan
ballarin hepsinin monofloral bal olmadig: tespit edilmistir. Incelenen ballarda polenleri
dominant olanlar; kestane, ¢cam, mese, narenciye, thlamur, ayc¢icegi, ormangiilii, lavanta,
siitlegen, ve keciboynuzu ballaridir. Tiim bal numuneleri igerisinde akasya, ¢orekotu,
hayit, kabak, kolza, kekik, kisnis ve devedikeni ballarinin polenlerinin ise sekonder
seviyelerde oldugu teshis edilmistir (Tablo 7). Calismada ballarin Folin-Ciocalteu

metodu ile saptanan toplam fenolik madde igerikleri diisiikten yiiksege dogru sirastyla;

kolza<kabak<narenciye<akasya<hayit<devedikeni<aycicegi<thlamur<kigni<lavanta< kegiboynuzu

<siitlegen<kekik<ormangiilii<¢drekotu<cam<mese ve kestane
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ballar1 seklindedir. Bal 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 arasinda istatiksel

olarak farklar oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 8).

Yapilan analiz sonucunda ballarin toplam fenolik igerikleri 70.60-212.06 mg GAE/100
g bal arasinda degismistir. Toplam fenolik madde miktar1 en diisiik 70.60 mg GAE/100
g bal ile kolza balina ve en yiiksek 212.06 mg GAE/100 g bal ile kestane balina aittir.

Koyu renkli ballarin fenolik bilesiklerce zengin oldugu ve dolayisiyla fenolik madde
icerigi yliksek olan dogal firiinlerin antioksidan aktivitelerinin de fazla olmasiyla
iligkilendirilir ki bu iligkiler yapilan pek ¢ok bilimsel caligmalar da bildirilmistir (Al-
Mamary ve ark., 2002; Kiigiik ve ark., 2007 ; Kolayl ve ark., 2008).

Lachman ve ark. (2010), 40 adet Cek balinda antioksidan aktivite ile toplam fenolik
iceriklerini belirlemigleridir. Bu ballarin fenolik madde miktarin1 Folin-Ciocalteu
yontemi ile antioksidan aktiviteyi FRAP, DPPH ve ABTS yontemleriyle yapmiglardir.
Aragstiricilar ballarin toplam fenolik madde igeriklerinin 83.60-242.52 mg gallik asit/kg
arasinda degistigini bulmuslardir. Mevcut bu c¢alismada ise ballarin toplam fenolik
madde igerikleri 70.59-212.06 mg GAE/100 g bal aralifindadir. Analizler sonucunda en
yiiksek fenolik icerigin kestane ve salgi ballarinda, en diisiik ise kolza balinda oldugu

saptanmuistir.

Haroun (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada kestane ballarinin toplam fenolik madde
iceriginin 33.37-77.40 mg GAE/100 g bal arasinda degistigi bildirilmistir. Bu ¢alismada
incelenen kestane balinin fenolik madde igeriginin arastiricinin bildirdigi degerlerden

yiiksek oldugu tespit edilmistir

Akbulut ve ark. (2009), yaptig1 bir aragtirmada Mugla’nin degisik bolgelerinden 15 adet
kizilgam bali numunesinin antioksidan aktivitelerinin analizine ilaveten toplam fenolik
madde igeriklerini de incelemistir. Yapilan toplam fenolik madde tayinine gore ballarin
polifenol igeriklerini gallik asit esdegerligine gore hesaplanmis ve 234.9-394.0 mg/100
g araliginda oldugunu tespit etmislerdir. Bu arastiricilar ¢aligmalarinin sonucunda da
antioksidan aktivite ile polifenol igerigi arasinda anlamli bir iliski oldugunu

bildirmiglerdir.
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Silici ve Ozkdk (2016)’iin ar1 iiriinleri (bal, polen, ar1 siitii, propolis) ve onlarmn
karigimlarindan olusan 66 tane drnegin toplam fenolik igerigi, antioksidan aktivite ve
antiradikal aktivitelerini belirlemek amaciyla 1,1- diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH)
metoduyla yaptiklar1 bir arastirmada bal 6rneklerinin toplam fenolik madde iceriklerini
57.59-261.71 mg GAE/100 g bal arasinda tespit etmisleridir. Arastiricilar inceledikleri
ballar arasinda toplam fenolik madde igeriginin en diisiik 57.59 mg GAE/100 g bal
degeri ile narenciye balinda ve en yiiksek 261.71 mg GAE/100 g bal ile kestane balinda
oldugu bildirmislerdir.

Bu ¢alismadan elde edilen bulgulara gdre narenciye balinin toplam fenolik madde
icerigi 97.47 mg GAE/100 g bal ile Silici ve Ozkdk (2016), bulduklar1 degerden (57.59
mg GAE/100 g) daha yiiksektir. Kestane balinda ise 212.06 mg GAE/100 g tespit
edilmesine karsimn, Silici ve Ozkok, (2016) tarafindan bulunan degerden diisiik oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla toplam fenolik madde igeriginin ballarin alindigi bitki
orijinine, iklimsel kosullara ve c¢evresel faktorlere baghh olarak degisebildigi

sOylenebilir.

Al ve ark. (2009), aycicegi, thlamur ve karisik ¢igcek ballarinda biyoaktivite ¢alismalart
yapmiglar toplam fenolik madde miktarin1 aygiceginde 45.00, thlamurda 38.00 ve
karisik ¢icek balinda 23.00 mg GAE/100 g olarak bulmuslardir. Yapilan bu ¢alismada
ise toplam fenolik madde igerigi ay¢icegi balindal10.17 ve thlamurda 116.89 GAE/100
g bal oldugu saptanmustir.

Ballarda antioksidan 6zelliklerden sorumlu olan bilesenlerin basinda fenolik bilesikler

gelmektedir (Silici ve ark., 2013; Santos-Buelga ve ark., 2012).

Antioksidan aktivite analizi yapilan ballarda en yiiksek aktivite narenciye 138.28 mg
AAE/g ve en diisiik lavanta balinda 38.30mg AAE/g iirlin olarak tespit edilmistir. Test
edilen orneklerin antioksidan aktiviteleri en yiiksek ballar; narenciye, kisnis ve hayit
ballar1 olup, antioksidan aktivite degerleri sirasiyla; 138.28, 135.26 ile 129.57 mg
AAE/g olmustur. En diisiikk antioksidan aktiviteye sahip ballar ise lavanta 38.30 ve
kabak 45.80 mg AAE/g ballar olarak saptanmigtir. Bal 6rneklerinin fosfomolibden

yontemi ile belirlenen antioksidan aktiviteleri diisiikten yiiksege dogru sirastyla;
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lavanta<kabak<ormangiilii<mese<¢am<ihlamur<kanola<keg¢iboynuzu<kekik<kestane

<gorekotu<akasya<siitlegen(hasur)<aycicegi<devedikeni<hayit<kisnig<narenciye
ballar1 olarak tespit edilmis ve sonuglar Tablo 9’da verilmistir.

Buratti ve ark. (2007), ballarin antioksidan aktiviteleri arasindaki farkliliklar1 ballarin
farkli cografik orijinine, ¢evre ve iklim kosullarina yani sicaklik, nem, topragin yapisi

gibi faktorlere bagli olabilecegini belirtmislerdir.

Ballarn DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) metodu kullanilarak belirlenen
antiradikal aktiviteleri en diisiik kekik bali 7.47 ve en yiiksek kestane balinda 66.02 %
inhibisyon olarak tespit edilmistir (Tablo10). Ballarin toplam antiradikal aktiviteleri

yiiksekten diisiige dogru sirasiyla;

Kestane>lavanta>kolza>kisnig>devedikeni>ay¢i¢egi>mese>cam>ke¢iboynuzu>kabak>

akasya>1hlamur>narenciye>siitleyen>¢orekotu>hayit>ormangiilii>kekik

Seklinde olmustur. Ballar cesitleri arasinda toplam antiradikal aktiviteler bakimindan

istatistiki olarak 6nemli farklilik tespit edilmistir (p<0.05).

Akbulut ve ark. (2009), Tiirkiye’nin Mugla ve cevresinden topladigi 14 adet cam
balinda fizikokimyasal analizler, fenolik icerikleri ve antiradikal aktvite {iizerine
caligmalar yapmuglardir. Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak toplam fenolik madde
iceriklerini ortalama olarak 323.8 mg GAE /100 g, DPPH metoduyla antiradikal
aktiviteyi 35.32 (DPPH, ICso) oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte antiradikal
aktivite ile fenolik igerik arasinda yiiksek bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir
(r=0.887). Calismalarinin sonuglarina goére ¢am ballarinin iyi bir antioksidan kaynagi
olabileceginin 6nemini vurgulamiglardir. Yaptigimiz incelemeler gostermistir ki ¢am
balinda toplam fenolik madde miktar1 Akbulut ve ark. (2009)’nin buldugu degerden
daha diisiik olmakla birlikte antiradikal aktivite arastirmacilarin bulgularina (40.05 %
inhibisyon) yakindir.

Bertoncelj ve ark.(2007), Slovenya’nin 7 bal c¢esidinden toplamis Folin-Ciocalteu
metodu ile fenolik miktarlarini, FRAP ydntemiyle antioksidan aktivitesini ve DPPH
(1,1 diphenyl-2- Picrylhydrazyl) metodu ile antiradikal aktivitelerini incelemislerdir.
Yaptiklar1 ¢calisma sonucunda toplam fenolik igerigi; en diisiik 44.8 (mg gallik asit/kg)
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ile akasya ballarinda, antioksidan aktiviteyi en diisikk 71.0 (IM Fe (II) ile yine akasya
balinda bununla birlikte antiradikal aktiviteyi en yiiksek 53.8 % inhibisyon ile akasya

ballarinda saptamuislar.

Bu ¢aligmada bulunan bulgular, akasya balindaki toplam fenolik madde igerigi 103.46
mg GAE/100 g, antioksidan aktivite; 83.78 mg AAE/g madde, antiradikal aktivite;
17.38 % inhibisyon sonucu ile akasya balinin toplam fenolik igerigi ve antioksidan
aktivitenin Bertoncelj ve ark. (2007), bulduklar1 degerden yiiksek oldugu, antiradikal

aktivitenin ise diisiik oldugu tespit edilmistir.

Ulkemizin ¢ok zengin floraya sahip olmasi ¢ok sayida farkli monofloral bal iiretimini
miimkiin kilmaktadir. Bu arastirmada temin edilebilen bal Orneklerinin polen ve
biyoaktif 6zellikleri belirlenmis ve bu anlamda literatiire katki saglanmistir. Bundan
sonraki ¢aligmalarda bu calismada yer verilemeyen diger bal tiplerinin arastirilmasi bu

konudaki eksikligi tamamlayacak nitelikte olacaktir.



Tablo 7. Bal 6rneklerinin polen analizi
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No Bal cesitleri N Polen frekansi (%)
1 Akasya 3 39.7
2 Aycicek 3 38.85-dominant”
3 Cam 4 HDE/P>3"
4 Corekotu 2 37.38
5 Hayit 2 40.6
6 Thlamur 3 41.43 -dominant”
7 Kabak 3 40.25
8 Kolza 2 41.77
9 Kegiboynuzu 3 39.15 -dominant”
10 Kekik 3 36.87
11 Kestane 4 HDE/P>3"
12 Kisnis 2 40.97
13 Lavanta 3 41.85 -dominant”
14 Mese 2 HDE/P>3"
15 Narenciye 2 38.92-dominant”
16 Ormangiilii 3 35.21 -dominant”
17 Siitlegen 2 40.72 -dominant”
18 Devedikeni 2 41.45

*Dominant (% 45 ve iizeri), sekonder (% 16-44 deger arasinda), mindr (% 3-15 deger araliginda) ve

eser(% 3’ten az)
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Tablo 8. Bal orneklerinin toplam fenolik madde igerikleri (Ortalama+Standart Hata)

Toplam Fenolik Madde
No Bal cesitleri N (mg GAE/100 g bal)
1 | Akasya 3 103.45+3.37b"
2 Aygicek 3 110.17+4.70b¢
3 Cam 4 192.30+18.03f
4 Corekotu 2 190.1345.34f
5 | Hayat 2 106.47+5.28b¢
6 Thlamur 3 116.90£10.00°
7 Kabak 3 75.60+2.512
8 Kolza 2 70.60+8.012
9 | Kegiboynuzu 3 153.40+6.719
10 | Kekik 3 158.25+13.96%¢
11 Kestane 4 212.06+12.41#
12 Kisnis 2 118.924+6.58¢
13 | Lavanta 3 145.12+7.30¢
14 | Mese 2 209.00+32.668
15 | Narenciye 2 97.4742.58°
16 | Ormangiili 3 165.35+9.55¢
17 | Siitlegen 2 153.04+2.834¢
18 | Devedikeni 2 108.734+3.56%¢

*Aym siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farkh gruplari temsil etmektedir (p<0.05).




Tablo 9. Bal 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri (Ortalama+Standart Hata)
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Antioksidan Aktivite

No Bal cesitleri N (mg AAE/g bal)

1 | Akasya 3 83.78+1.71¢"

2 | Aycicek 3 08.88+1.44"

3 Cam 4 63.42+7.81¢

4 Corekotu 2 82.40+1.76%

5 | Hayit 2 129.57+11.631

6 Thlamur 3 67.61+£12.18%

7 | Kabak 3 45.80+5.56%

8 Kolza 2 70.93+5.40%t

9 | Kegiboynuzu 3 74.4143.40%"
10 Kekik 3 77.07+1.11¢%
11 | Kestane 4 79.5742.201%
12 | Kisnis 2 135.26+1.77
13 Lavanta 3 38.30+7.14%
14 Mese 2 56.36+21.09¢
15 | Narenciye 2 138.2842.711
16 | Ormangiilii 3 48.70+3.15%
17 Siitlegen 2 84.12+2.038
18 Devedikeni 2 103.42+1.99"

*Aym siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farkh gruplari temsil etmektedir (p<0.05).




Tablo 10. Bal drneklerinin antiradikal aktiviteleri
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Antiradikal Aktivite
No Bal cesitleri N (% inhibisyon)
1 | Akasya 3 17.39+1.38b¢
2 | Aygicek 3 41.83+1.90%
3 Cam 4 40.05+22.064¢
4 Corekotu 2 11.00+0.642°
5 | Hayit 2 10.3320.31%
6 Thlamur 3 14.1942.392b¢
7 | Kabak 3 17.47+1.76%
8 Kolza 2 46.88+1.96°
9 Keciboynuzu 3 20.94+1.21¢
10 Kekik 3 7.47+1.292
11 | Kestane 4 66.02+0.97"
12 | Kisnis 2 44.09+0.124
13 | Lavanta 3 64.83+0.37"
14 Mese 2 41.63+1.294
15 | Narenciye 2 12.64+1.472b¢
16 | Ormangiilii 3 7.61£1.06
17 Siitlegen 2 11.43+0.7820
18 Devedikeni 2 43.69+0.28%

* Ayni stitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farkli gruplar1 temsil etmektedir (p<0.05).
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