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OZET

RiZE ANZER YAYLASI BOLGESINDEN TOPLANAN BAL, POLEN ve
PROPOLIS NUMUNELERININ FiZiIKOKIMYASAL ve BIYOLOJIiK
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

FATMAGUL MEMIS
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIiK ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 62 SAYFA

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. OMER ERTURK)
(IKINCI TEZ DANISMANI: DOC DR. ELIF CiL)

Bu calismanim amaci, Rize'nin Ikizdere ilgesi Ballikdy Yaylasi'ndaki Anzer
bolgesinden toplanan bal, polen ve propolis 6rneklerinin fizikokimyasal ve biyolojik
ozelliklerini incelemektir. Bu bolge, ekosisteminde 400-500 c¢igek tiirli barindiran,
bunlarin 40-50 tanesinin endemik oldugu bilinen bir yerdir. Toplamda {ii¢ bal, sekiz
polen ve bir propolis 6rnegi toplanmistir. Toplanan ornekler, toplam fenolik ve
flavonoid igerikleri, DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi, FRAP antioksidan
aktivite testi, GC/MS analizi ve mineral madde analizi ile degerlendirilmistir.
Antibakteriyel ve antifungal etkiler, Kirby-Bauer disk difiizyon analizi, Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisidal/Fungal Konsantrasyonu
(MBK/MFK) analizleri ile degerlendirilmistir. Ayrica enzim inhibisyon analizi i¢in
UV-Vis ve FTIR analizleri yapilmistir. Sonuglar, bal 6rnekleri arasinda FMBO03'iin en
yuksek fenolik icerige sahip oldugunu, en diisiik igerigin ise FMB02'de oldugunu
gostermistir. Test edilen bal orneklerinde flavonoid igerigi tespit edilememistir.
FMBO3 ayrica en yiiksek antioksidan aktiviteyi sergilemistir. Polen 6rnekleri arasinda
FMPO8'in en yiiksek fenolik igerige ve antioksidan degere sahip oldugu, en diisiik
icerigin ise FMPO04'te oldugu belirlenmistir. Sekiz polen 6rnegi arasinda test edilenler
arasinda FMBO08'in en yiiksek flavonoid igerige ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu,
en diistik icerigin ise FMBO01'de oldugu goriilmiistiir. Propolis 6rnegi FMPR1 diger iki
ornege gore en yiiksek fenolik igerige, flavonoid igerige ve antioksidan degere sahiptir.
Antimikrobiyal analizler, bal ve polen &rnekleri arasinda farkliliklar oldugunu ortaya
koymus ve bu farkliligin, ayn1 tiirden numunelerin bile farkli kovanlardan gelmesinden
kaynaklanabilecegini gostermistir. Genel olarak, bu c¢alisma Anzer bolgesi ari
tiriinlerinin  6zelliklerini ve karsilagtirmali analizini sunarak, potansiyel saglik
faydalar1 ve uygulamalar1 konusunda anlayisimiza katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal Aktivite, Anzer bali, Polen, Propolis.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PHYSIOCHEMICAL AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF HONEY, POLEN AND PROPOLIS SAMPLES
COLLECTED FROM THE ANZER PLATEAU REGION IN RIZE

FATMAGUL MEMIS

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
MASTER THESIS, 62 PAGES

(SUPERVISOR: PROF. DR. OMER ERTURK)
(SUPERVISOR: DOC. DR. ELIF CIL)

The aim of this study is to investigate the physicochemical and biological
characteristics of bee products (honey, pollen, propolis) collected from the Anzer
region in Ballikdy Plateau, ikizdere district of Rize, Turkey. This region is known for
its ecosystem hosting 400-500 flower species, with 40-50 of them being endemic. A
total of three honey, eight pollen, and one propolis samples were collected. The
collected samples were evaluated for total phenolic and flavonoid contents, DPPH free
radical scavenging activity, FRAP antioxidant activity test, GC/MS analysis, and
mineral content analysis. Antibacterial and antifungal effects were assessed using
Kirby-Bauer disk diffusion analysis, Minimum Inhibition Concentration (MIC), and
Minimum Bactericidal/Fungicidal Concentration (MBC/MFC) analyses. Additionally,
UV-Vis and FTIR analyses were conducted for enzyme inhibition analysis. Results
indicated that among the honey samples, FMBO03 exhibited the highest phenolic
content, while FMBO02 had the lowest. Flavonoid content was not detected in the tested
honey samples. FMBO03 also showed the highest antioxidant activity. Among the
pollen samples, FMPO8 had the highest phenolic content and antioxidant value,
whereas FMPO04 had the lowest. Among the eight pollen samples tested, FMBO08 had
the highest flavonoid content and antioxidant activity, whereas FMBO1 had the lowest.
The propolis sample FMPR1 had the highest phenolic content, flavonoid content, and
antioxidant value compared to the other two types of samples. Antimicrobial analyses
revealed differences between honey and pollen samples, indicating that honey exhibits
greater antimicrobial effects compared to pollen. This observed difference may be
attributed to variations in chemical compositions even among samples of the same type
originating from different hives. Overall, this study contributes to our understanding
of the properties and comparative analysis of bee products from the Anzer region,
thereby enhancing knowledge of their potential health benefits and applications.

Keywords: Antimicrobial Activity, Anzer Honey, Pollen, Propolis.
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1. GIRIS

Bal, arilardan ve bitkilerden elde edilen ¢ok Onemli ve essiz bir maddedir.
Tirkiye, Avrupa ve Asya'nin cografi kavsaginda yer alir ve genis bir iklim yelpazesine
(1liman iklim, kurak tip iklim, karasal iklim) sahiptir. Bu nedenle bitki ve hayvan
cesitliligi de oldukcga fazladir. Tiirkiye'de bes farkli bal arisi irki vardir ve bu irklar

cesitli iklim ve bolgelere uyarlanmistir (Temizer ve ark., 2021).

Bal, en c¢ok ragbet goren tlriinlerden biridir. Engelleyici ve tedavi edici
ozelliklerinden dolay1 birgok ¢alisma balin bu 6zelliklerine odaklanmistir. Bal, yerel
kokene gore elde edilme sekli, tedavi sekli ve besin kaynagi olarak siniflandirilir. Bu

nedenle tiim bal ¢esitlerinin ortak 6zellikleri vardir ancak her balin kendine has tedavi

edici ozellikleri vardir (Chama ve ark., 2021)

Balda cesitli karbonhidratlar, aminoasitler, su, vitaminler, mineraller basta
olmakla beraber birgok farkli bilesik tanimlanmistir (Sato, 2000). Baldaki mineral
elementlerin seviyeleri botanik ve cografi kokene baghdir. Baldaki agir metallerin
konsantrasyonu da toprak bilesiminden etkilenir. Kalsiyum, potasyum, sodyum ve
magnezyum ana bal makro elementleridir ve toplam mineral igeriginin %97'sinden
fazlasin1  olusturur (Scripcd ve ark., 2021). Bal, c¢ok sayida patojenik
mikroorganizmanin biiyltimesini engelleyebilen genis bir antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Bu aktivite seker konsantrasyonuna, pH'a ve hidrojen peroksit iiretimiyle
iligskilendirilir. Bununla beraber aynm1 zamanda c¢i¢cek ve cografi kaynaga, hasat
mevsimine ve ayrica isleme ve depolama kosullarina da baghdir (Kirnpal-Kaur ve ark.,
2011).

Anzer yaylasi, Dogu Karadeniz bolgesinde Rize ilinde 2300m rakimda yer
almaktadir. Zengin bitki ortiisii ile bu yayla, aricilara 6nemli bir gelir kaynagi saglayan
baliyla tinlidiir. Anzer bali Tiirkiye'deki en popiiler ve pahali baldir ayrica geleneksel
olarak tibbi amaglar i¢in kullanilir (Gok ve ark., 2015).

Anzer bali 6zellikle iyilestirici 6zellikleri ile bilinir. Apis melifera arilart iklim
kosullarina bagli olarak bali genel olarak Temmuz-Agustos aylar1 arasinda toplanir.
Anzer bali agirlikli olarak Thymus spp i¢ermesine ragmen, diger bitkilerden gesitli
ikincil ve eser polen taneleri de tespit edilmistir. Anzer balinin degerinin yiiksek

olmasinin bir diger nedeni de bolgedeki arilarin Kafkas arilart (Apis mellifera

1



caucasica) olmasidir. Diger arilara gore daha uysal, soguga dayanikli ve ¢aligkandirlar
ve uzun hortumlarini kullanarak derin tiip ¢igeklerden nektar toplayabilirler (Malkog

ve ark., 2019).

Ar1 kolonilerinde 6nemli bir protein kaynagi olan ar1 poleni, aslinda bal arilar1
tarafindan toplanan ¢igekli bitkilerin erkek lireme mikrosporlart olsa da daha sonra
nektar ve ari tlikiiriik bezleri salgilariyla karistirilir. Polen, ozellikle larvalarin
bliylimesi ve gelismesi i¢in beslenmek i¢in kullanilir. Polen ince toz benzeri bir
malzemedir. Polenin rengi parlak saridan siyaha kadar degisir. Polenin kimyasal
bilesimi, ar1 meralarinin mevcudiyetine ve arilarin ziyaret ettigi bitki tiirlerine baglidir.
Polen, fitosteroller gibi sagligi koruyucu potansiyele sahip bilesiklerin ve fenolik
bilesikler gibi fitokimyasallarin temel kaynagidir. Ar1 poleni seker, protein, lipid,
vitamin ve flavonoid acisindan zengindir. Ayrica mineraller, bazi1 antioksidan
vitaminler, yani C, E, B karoten ve ayrica B kompleksinden vitaminler igerir ve ayrica

zengin bir flavonoid glikozit kaynagidir.

Propolis, antimikrobiyal, antifungal, antiviriis, antiinflamatuar ve anestezik bir
maddedir (Marcucci, 1995; Kumova, 2002). Propolis regineli bir maddedir ve arilar
tarafindan kovanlarin korunmasinda, dezenfeksiyonunda ve izolasyonunda kullanilir
(Kolayli, 2010). 20. yiizyilda propolisin insan yasami i¢in Onemi bilinmezken,
gilinlimiizde propolisin mucizevi bir madde gibi oldugu kabul edilmektedir. Analizlere
gore propolisin iginde en az 149 bilesik ve 22 mineral bulunmaktadir (Walker, 1987;
Marcucci, 1995). Bu nedenle propolis iireten ve kovanda kullanan bazi ar1 irklarinin

yetistirilmesi son zamanlarda 6nem kazanmaktadir (Kumova, 2002).

Bu c¢alismanin hedefi, Anzer Yaylasi’nda iiretilen bal, polen ve propolis
orneklerinin fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini incelemek ve karsilastirmaktir.
Anzer Yaylasi, yaklagik 80-90 endemik tiir de dahil olmak iizere 400 ila 500 gesit
cicegi barindirmakta ve iklim kosullarinin yillik degisimi nedeniyle bilesimi

degismektedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bal, tath ve yogun bir madde olarak en ¢ok bilinen, bal arilar1 gibi ¢esitli ar1
tirleri tarafindan yapilan bir iriindiir (Crane, 1990; Griiter, 2020). Ar1 kolonileri,
kendilerini beslemek i¢in bal iiretir ve depolar. Arilar bitkilerden (6zellikle ¢igek
nektarindan) veya diger boceklerin salgilarindan (6rnegin yaprak bitlerinin tath
salgilar1) sekerli sivilari toplar ve bunlar1 bal haline getirirler. Bu islemler, bireysel
arllarda kusma ve enzimatik faaliyet ile gergeklesir, ayni zamanda kovan iginde
depolama sirasinda suyun buharlasmasiyla sekerlerin yogunlasmasi ve balin
koyulagmasi saglanir. Bal arilar1, kovandaki balmumundan yapilmis bir yap1 olan bal
peteginde bali depolarlar. Petegin icinde yiizlerce veya binlerce altigen hiicre bulunur
ve arilar burada bal1 saklar. Bal iireten diger ar1 tiirleri ise balmumu ve regineden
yapilmis farkli yapilar kullanarak bali depolarlar (Crane, 1990; Griiter, 2020; Crane ve
ark., 1984).

Insan tiiketimi igin iiretilen bal, vahsi ar1 kolonilerinden veya evcillestirilmis
ar1 kovanlarindan toplanir. Bal arilar1 tarafindan iiretilen bal, diinya genelinde yaygin
ticari iretimi ve kolay bulunabilirligi nedeniyle insanlar tarafindan en iyi bilinen baldir

(Crane, 1999).

Bal, fruktoz ve glikoz monosakkaritlerinin yiiksek konsantrasyonlari nedeniyle
tatlidir. Sofra sekeri (sakkaroz) ile neredeyse ayni derecede tatlilik saglar. Bir standart
yemek kasigi (15 mL) bal yaklagik olarak 190 kilojul (46 kilokalori) enerji saglar
(Databas, 2015). Pisirme igin ¢ekici kimyasal 6zelliklere sahiptir ve tatlandirici olarak
kullanildiginda 6zgiin bir tat sahiptir (Board, 2011). Cogu mikroorganizma balda
cogalmadig i¢in kapali bal bozulmaz. Arkeolojik baglamlarda bulunan bal 6rnekleri

binlerce yi1l sonra bile yenilebilir oldugu kanitlanmigtir (Gelling, 2013; Prescott, 1999).

2.1 Bal
2.1.1 Bal Uretimi

Bal, nektar veya 6zsuyu toplayan arilar tarafindan iretilir. Arilar, 6zellikle
yiyecek arama sirasinda ugus kaslarinin genel metabolik aktivitesini destekleyen
sekerler nedeniyle bali degerli bulurlar ve larvalari i¢in bir besin olarak kullanirlar. Kis
gibi kitlik donemleri veya rutin yiyecek arama siireglerinde ihtiyaglarini karsilamak

icin arilar bal depolarlar (Binkley, 2014).



Yiyecek arayan bir ar1 kovani terk ettikten sonra, seker bakimindan zengin
nektar veya tatli 6zsuyu toplar. Cigeklerden toplanan nektarin su icerigi genellikle %70
ila %80 arasindadir ve genellikle bitmis balin %18 civarindaki su igeriginden ¢ok daha
az viskozdur (Compagnoni, 2014; Petterson, 2015). Yaprak bitlerinden ve diger ger¢ek
boceklerden elde edilen 6zsuyun su igerigi genellikle bu boceklerin beslendigi 6z
suyuna benzer ve genellikle nektardan biraz daha seyreltiktir. Kaynaklar, 6zsuyun su
iceriginin %89 civarinda oldugunu belirtmektedir (Lamb, 1959). Nektar veya 6zsuyu
ile beslenirken, ar1 bu akiskan maddeleri probosisi araciligiyla emer ve bunlar1 bal
midesi veya "kroplarina" tasir (Binkley, 2014). Bu bosluk, gercek mideye hemen
tizerinde yer alir ve polenleri ve sekerleri bireysel ar1 beslenmesi igin isler. Toplanan
nektarlar ar1 bal midesine girdikten sonra, hipofarengeal bezinden gelen enzimler ve
proteinler nektara salgilanir. Bu maddeler, sukroz ve nisasta gibi karmasik sekerleri
glukoz ve fruktoz gibi daha basit sekerlere pargalamaya baslar. Bu siireg, nektarin
kismen sindirilmesine ve su igeriginin ve asitliginin bir miktar artmasina neden olur

(Rossano ve ark., 2012; Suarez ve ark., 1996).

Bal arilar1 kovana dondiikten sonra kusarak nektari kovan arilarina aktarirlar.
Kovan arilar1 bal isleme gruplari olusturarak bu dongiliyli devam ettirir. Olusan yeni
bal agik kalan petek hiicrelerine yerlestirilir. Toplanan nektarin konsatrasyonuna bagli
olarak balin su orani ¢ok yiiksek olabilir bu da maya sporlarinin g¢ogalmas: i¢in
elverisli bir ortam olusturur ancak arilar buna karis1 miicadele etmek igin 1s1 iiretirler.
Koordineli kanat ¢irpisi, 1slak balin {izerinde hareket ettirilerek suyu ve 1s1y1 digar1 atar
Buharlagma, balin su igerigi %15,5 ila %18 arasina ulasana kadar devam eder
(Compagnoni, 2014). Arilar daha sonra bitmis bal hiicrelerini balmumu ile kapatirlar.
Bu onlar kirlenmeye karst korur ve daha fazla buharlasmay1 onler (Binkley, 2014)
(Sekil 2.1).



Sekil 2.1 Bal Uretimi (Delal, 2020)

2.1.2 Bal Hasati
Bal hasat edildiginde, kovandan alinir. Kapag1 ve ortii tahtalar1 ¢ikarildiktan
sonra kovana giris deligine bir veya iki kez duman verilir. Cerceveler iistten duman

uygulanarak ¢ikarilir.

Stizme islemi sirasinda, bal petekleri olan ¢ergeveler bal siizme makinesinden
gecirilir.  Siiziilen ballar dinlendirme tanklarina aktarilir. Ballar dinlendirme
tanklarinda yaklasik 48 saat dinlendirilir; bu siiregte balin yiizeyine hava kabarciklari
ve kopiikler ile birlikte diger yabanci maddeler yiikselir. Bunlar kepge veya benzeri
araglarla alinir. Bal daha sonra kavanozlara doldurulur ve pazara sunulur (Ozemir,

2007) (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 Bal Hasat1 (Comez, 2018)
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2.1.3 Balin Tarihgesi

Bal toplama, bal arilarinin evcillestirilmesinden 6nceye dayanan ve bal avciligi
olarak bilinen eski bir faaliyettir. Valensiya, Ispanya’daki bir magarada bulunan
Mezolitik doneme ait kaya resmi, en az 8.000 yil dncesine dayanan iki bal avcisinin
yaban ar1 yuvasindan bal ve bal petegi topladiklarini1 gostermistir (Crane, 1983) (Sekil
2.3).

-~ \_. T - __.J;—
Sekil 2.3 ispanya’nin Bicorp Valencia Kasabasinda Bulunan M.O. 7000

Yillarinda Yapildigr Tahmin Edilen Magara Resimleri (Anonim,
2024).

Balin insanoglu tarafindan hem gida hem de tedavi edici olarak kullanildig:
bilinmektedir. Tedavi edici olarak kullanildig1 bilinen en eski kaynak 5000 bin y1l 6nce
Siimerli hekimler tarafindan yazilmis bir tablette bal regetesi bulunmaktadir (Oztiirk
ve ark., 2015). Balin 6zellikleri ve tiretimiyle ilgili ilk kitap 1759°da Sir John Hill
tarafindan yazilmis ve Lonra’da basilmistir. Bir ¢ok eski medeniyette bal hakkinda
bilgi olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Ayrica M.O. 3200 yilinda Asagi Misir’da,
birinci hanedanlik doneminde kralin krallik sembolii olarak arty1 segtigi bilinmektedir.
Balin faydalar kutsal metinlerde de yer almaktadir (Otles, 1995).

Antik Yunan'da, bal iiretimi Arkaik donemden Hellenistik doneme kadar
varhigin siirdiirdiigii bilinmektedir. M.O. 94 yilinda Atina gevresinde aricilik o kadar
yaygind1 ki Solon bununla ilgili bir yasa ¢ikarmistir: "Ar1 kovanlari kuran kisi, onlari
bagka birinin kurdurdugu kovanlardan en az 300 fit (90 metre) uzaklikta
yerlestirmelidir (Crane, 1999). Antik kovanlar Yunan arkeolojik canak ¢omlek

kazilarinda bulunmustur. Columella'ya gore Hellenistik donemdeki Yunan aricilari,
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farkli bitki dongiilerini farkli bolgelerde kullanarak iiretimi en st diizeye ¢ikarmak
icin kovanlarint uzun mesafelere tasimaktan g¢ekinmemislerdir (Plutarch, 2019).
Hindistan'da balin antik donemlerdeki manevi ve iddial1 tibbi kullanimi1 hem Vedalar

hem de Ayurveda metinlerinde belgelenmistir (Pec¢anac ve ark., 2013).

2.1.4 Balin Tanimi ve Bilesimi

Tirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’ne gore bal; ‘Bitki nektarlarmin, bitkilerin
yasayan kisimlarmin salgilarinin veya bitkilerin yasayan kisimlarinda bulunan bitki
emici boceklerin salgilarinin bal arilari tarafindan toplanarak, su icerigi diisiiriilerek
petekte depolanip olgunlastirilan ve kendine 6zgli maddeleriyle birlestirilerek

dontistiiriilen dogal bir triindiir (TGK, 2020).

Bal yaklasik olarak 200 farkl tiirde bilesik icerir. Bu yoniiyle de besleyici,
sindirimi kolay ve hastaliklara kargt koruyucu bir besindir (Mutlu ve ark., 2017).
Arinin cinsi, bolgenin iklim kosullar1 ve bolgede bulunan ¢icek popiilasyonu balin
bilesimini olusturmakla beraber yaklasik %17.10’unu su, kalan biiyiik cogunlugunu
ise katt madde olusturmaktadir (Ozmen ve ark., 2006). Bu kat1 maddedin yaklasik
olarak %80’ini karbonhidrat (fruktoz, glikoz, sakkaroz, maltoz ve diger
karbonhidratlar) olusturmaktadir. Geriye kalan yaklasik %1°lik kismi ise proteinler,

aminoasitler, mineraller, antioksidanlar ve diger bilesikler olusturmaktadir (Oztiirk ve

ark., 2015).

Balin antioksidan o0zelligi genellikle fenolik bilesikler ve flavanoidlerle
iliskilendirilir. Farkli iklim ve bitki ortiisiine sahip bolgelerden elde edilen ballarda
antioksidan igerik degismektedir ancak genel olarak balda bulunan baglica fenolik ve
flavanoid bilesikler basta glukonik asit olmak iizere bir ¢ok organik asit igermektedir.
Balin ortalama pH’1 3.9°dur. Balin asitligi ayrica antimikrobiyal aktiviteden sorumlu
tutulmaktadir. Balda ki icerigi diisiik olmasina ragmen pinocembrin antimikrobiyal

flavonoidlerden biri olarak bilinmektedir (Ozmen ve ark., 2006).

Balin rengi Pfund skalasina gore degerlendirilir. Balin rengini elde edildigi
nektarin ya da polenlerin kaynagi, igeriginde bulunan seker reaksiyonlar1 ve elde
edildigi petegin eski veya yeni olmasi durumuna gore degisir (Karadal ve ark., 2012).
Ayrica igerdigi toplam mineral (kiil) icerigi ile de balin rengi iliskilendirilmektedir.

Diisiik kiil icerigine sahip balin rengi a¢ik goriiniirken, yiiksek kiil icerigine sahip balin
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rengi koyu gorilmektedir (Mutlu ve ark., 2017). Bir arastirmanin sonuglari
degerlendirildiginde, fenolik bilesen miktar1 balin rengiyle iligkilendirilmistir. Buna
gore koyu renkli ballarin igerdigi fenolik bilesen miktarinin daha yiiksek oldugu ve
antimikrobiyal etkilerinin daha fazla oldugu bulunmustur (Apan ve ark., 2021).

Bal yapisinda suda ¢6ziinen vitaminler olan B grubu vitaminleri ve C vitamini
icerdigi tespit edilmistir ayrica balin antioksidan 6zellik kazanmasina katki sagladig:
belirtilmistir. i¢eriginde bulunan insan viicudu i¢in elzem olan magnezyum, sodyum,
demir ve iyot gibi mineral maddelerce de zengindir (Mutlu ve ark., 2017). Fakat son
yapilan bir ¢aligma bal igeriginde agir metallere rastlanmistir. Elde edilen sonuglarda
balin c¢evre kirliliginin belirlenmesinde biyoindikatér olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (Nisbet ve ark., 2013).

Bal igeriginde bulunan enzimler bakimindan olduk¢a zengin bir besindir.
Amilaz (diastaz), intervaz (sakkaraz), katalaz ve fosfataz baglica Onemli bal
enzimleridir. Enzimlerin bir kismi yaprak iizerinde nektarlarin ve yaprak bitlerinin
biraktig1 salgidan diger kismi da arilarin tiikiiriik bezi salgisindan olusmaktadir
(Giiney, 2010). Balda bulunan invertaz enzimi, arilarin topladigi nektardan sukrozu
glukoz ve fruktoza doniistiirerek bal haline getirir. Diastaz enzimi nisastay1 kiigiik
monosakkaritlere cevirir. B-glukozidaz, glikojeni glukoz ve maltoz gibi daha kiiciik
parcaciklara ayirir. Glukoz oksidaz enzimi, glukozu glukonik asit ve hidrojen
peroksit'e doniistiiriir; hidrojen peroksit daha sonra katalaz enzimi ile oksijen ve suya
cevrilir. (Karadal ve ark., 2012). Diastaz enzimi nektar ve ar1 kaynakli oldugundan,
balin tazeligini belirlemede bir kriter olarak kullanilir. Balin kalite kriterlerini
belirlemek i¢in kullanilan diger parametler arasinda intervaz diizeyleri ve HMF
(hidroksi metil furfural) bulunmaktadir (Bengii, 2022). HMF, 1s1 islemi veya uygun
olmayan depolama kosullar1 nedeniyle balda olugan ve insan saglig1 i¢in zararli olan
bir bilesiktir. HMF bilesigi, balda bulunan sekerler ve amino asitler tarafindan

olusturulur (Batu ve ark., 2013).

Balin protein igerigi oldukga diisiik olsa da yapilan bazi ¢aligmalarda albliimin
ve globulin balin igeriginde tespit edilmistir. Ancak bal diisiik protein icerigine sahip
olmasina ragmen igeriginde 11-21 arasinda aminoasit bilesimini bulundurur.

Aminoasit bilesiminin biiyilik bir kism1 ar1 kaynakli olan prolin aminoasitidir. Balin



iceriginde bulunan prolin miktar1 balin kalitesinin belirlenmesinde ve bala yapilan
sahtecilik islemlerinin belirlenmesinde kullanilan bir parametredir (Mutlu ve ark.,

2017).

2.1.5 Bal Cesitleri

Balin aromasi ve tadi balin elde edildigi bolgenin bitki cesitliligine baglhdir.
Bal igerdigi polen miktarima gore monofloral ya da polifloral olarak adlandirilir.
Monofloaral ballarin nektar kaynagina gore kendine 6zgii aromalar1 vardir. Polifloral
ballarda ise tek bir bitki tiiriinden elde edilmedigi i¢in kendilerine 6zgli aromalari
yoktur ve Anzer bali gibi elde edildigi yere gore isimlendirme yapilir (Karadal ve ark.,
2012). Tirk Gida Kodeksi (TGK) 2012/58 nolu Bal Tebligi’ ne gore bal kaynagina
gore iki ana katogariye ayrilmaktadir (Anonim, 2012).

Cigek bali: Nektarin kullanildigi bir bal ¢esididir. Bir veya daha fazla ¢i¢ekten
toplanabilir.

Salgi bali: Bu bal ¢esidi cam bali olarakta bilinir, bitki parcalarinin
salgilarindan veya bitki pargalarinda yasayan 6zsuyu emen bdceklerin salgilarindan

elde edilir.

2.1.6 Balin Yararlar
Bal binlerce yildir insanlar tarafindan hem gida olarak hemde saglik alaninda

tedavi edici 6zellikleri nedeniyle kullanilan dogal bir tirtindiir.

2.1.6.1 Balin Tip Alaninda Kullanimi

Tip alaninda ¢esitli yara tirlerinin tedavi edilmesinde kullanildig:
bilinmektedir. Yiiksek antimikrobiyal ve antiinflamatuar aktivitesi balin iyilestirici
ozelligine katki saglamaktadir. Balin antimikrobiyal 6zelligi diisiik su igerigi, hidrojen
peroksit (H202) etkisi ve yiiksek asitliginden kaynaklanmaktadir (Oztiirk ve ark.,
2015). Yapilan galismalardan elde edilen veriler balin doku biiylimesini uyararak
epitelyalizasyonu arttirdigini ve bu sayede yara izini minimize ettigini gostermektedir

(Al-Waili ve ark., 2011).



Balin bagirsak ve mide hastaliklarindan olan; hazimsizlik, peptik iilser gibi
hastaliklarinda iyilestirici etkisi oldugu bilinmektedir. Bununla beraber karaciger
rahatsizliklarindan olan diyabette de balin etkili oldugu bilinmektedir (Apan ve ark.,
2021). Balin yara tiirleri tedavisinde etkili oldugunu gosteren bir ¢ok klinik ¢alisma
yapilmistir. Distrofik epidermolizis biilloza tanisi olan bir hastaya bal emdirilmis bir
pansuman kullanilmis ve hastanin yarasmin iyilestigi bildirilmistir. Tiirkiye’de 36
hasta ile yapilmis olan klinik bir caligmada da kullanilan bal sargisinin {ilser
iyilesmesinde anlaml1 bir etkisi tespit edilmistir (Sipahi ve ark., 2021). Diyabetik ayak
tilserinde bal tedavisi uygulamasinin etkinligi yapilan son ¢alismalarda kanitlanmistir
(Ciiriik ve ark., 2016).

Bal geleneksel cocuk sagligi problemlerinden biri olan oksiiriikte; ebeveynler
tarafindan ilaclara gore toksisitesi daha diisiik ve daha giivenli oldugunu diisiindiikleri

icin kullanilmaktadir (Ozkan ve ark., 2015).

Farkli cografi bolgelerden toplanan nektar ve ar1 salgilarinin gesitliligi balin
kanser hiicreleri ve tiimdr biiyiimesi lizerinde engelleyici etkisi oldugu belirlenmistir.
Balin bu 6zelliginin igeriginde bulunan biyoaktif bilesenler yardimiyla kansere yol
acan serbest radikalleri ve oksidatif stresin olusumunu engelledigi tespit edilmistir.
Yapilan bir ¢ok arastirma balin mide, kolon ve karaciger kanseri tedavisinde olumlu

etkileri oldugu tespit edilmistir (Beltekin ve ark., 2022).

Geleneksel Cin tibbinda kullanilan bir bitkinin ¢i¢eklerinden yapilan bir bal
olan Prunella vulgaris, siganlarda sodyum dekstran siilfatin (DSS) neden oldugu akut
kolit semptomlarini tedavi edebilir. Prunella balinin antikolit etkileri, bagirsak
mikrobiyotas1 lizerindeki modiile edici etkileri ile iligkilendirilebilir. Ayrica ¢alisma,

rosmarinik asidin Prunella balinin tanimlanmasi i¢in potansiyel bir belirte¢ oldugunu

bildirmektedir (Viteri ve ark., 2020).

2.1.7 Balin Zararlari

Tipik gida miktarlarinda tiiketildiginde, bal genellikle giivenli olarak kabul
edilir; ancak asir1 tiiketim veya belirli mevcut saglik kosullar veya ilaglarla birlikte
tilketimi ¢esitli potansiyel olumsuz etkilere veya etkilesimlere yol agabilir. Bir
calismaya gore, ylksek tiiketimle iligkilendirilen hafif reaksiyonlar, anksiyete,

uykusuzluk veya hiperaktivite gibi, ¢ocuklarin yaklasik %10'unda rapor edilmistir.
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Baska bir calisma, bal tliketiminde plaseboya kiyasla anksiyete, uykusuzluk veya
hiperaktivite belirtilerinin olmadigini bulmustur (Goldman, 2014).

Karadeniz Bolgesinde bal kaynakli zehirlenmeler genellikle "deli bal" olarak
bilinen, grayanotoksin igeren Rhododendron ponticum tiiriinden elde edilen ballara
dayandirilir. Ayrica bebeklerde botulizm, Clostridium botulinum tip A ve B sporlariyla
kontamine olmus balin tiiketimi sonucu meydana gelebilir (Altunatmaz ve Aksu,
2017).

Rhododendron ponticum bitki tiirtinden elde edilen deli bal alindig1 doza gore
insan saglig1 iizerinde ciddi olumsuz etkiler gosterdigi bilinmektedir. Ancak bununla
beraber gegmis donemde ve gilinlimiizde bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullanildig:
bilinmektedir. Ozellikle Karadeniz bdlgesinde tansiyon diisiiriicii, mide-bagirsak
hastaliklarinda, kalp hastaliinda kullanilmaktadir. Sibirya’da ise gut hastalig1
tedavisinde ve romatizmal hastaliklar i¢in kullanildig: bildirilmektedir (Sirali ve ark.,

2018).

2.2 Anzer Bah

Bal, besinler i¢in 6nemli bir kaynak olup bir¢ok biyoaktif 6zelligi ile insan
sagligina hizmet eder. Ballar arasinda Anzer bali 6zel bir degere sahiptir. Anzer bali
2021 yilinda cografi isaret tescil belgesini almigtir. Bu bal, A. mellifera subsp
caucasica arilar1 tarafindan iretilmektedir. Adini, Tirkiye'nin Dogu Karadeniz
bolgesinde Rize iline bagli 2300 metre ylikseklikteki Ayder yaylast olarak bilinen
bolgeden almaktadir (Sekil 2.1). Apis mellifera arilart bali genellikle Temmuz’dan
Agustos’a kadar bali toplar. Anzer bali ¢cogunlukla Thymus spp igerse de, diger
bitkilerden ¢esitli ikincil ve iz polen taneleri de belirlenmistir. Karigik polen taneleri
ozellikle Thymus spp, Campanula spp, Trifolium spp, Geranium spp, Lotus spp, Salvia
officinalis, Heracleum spp, Myosotis spp ve Lamium spp'den olusur. Bu heterofloral
bal, Tiirkiye'de en ¢ok bilinen ve en pahali baldir ve ¢ok sinirli miktarlarda {iretilir

(Malkog ve ark., 2019).

11



@® Golyayla
Ciftekdpru

Sekil 2.4 Anzer Vadisi ve gevresine ait yer buldu haritasi1 (Erata, 2021).

Anzer balinin benzersizligi, bolgenin iklimi ve muhtesem bitki Ortiisii
cesitliliginden gelmektedir (Sekil 2.4- 2.5). Anzer bali, bu 6zel kosullar altinda iiretilen
ve Tiirkiye'de 6nemli bir bal ¢esidi olarak taninan, diinya ¢apinda yiiksek tibbi degere
sahip olduguna inanilan bir Uriindiir. Tirkiye’de ozellikle ilser, farenjit, tonsillit,
yaralar, ¢izikler ve kanser gibi durumlarin tedavisinde geleneksel ve tamamlayici tip

olarak kullanilmaktadir (Bagatir ve ark., 2022).

Sekil 2.5 Anzer Yaylasindan Bir Goriintii (Anonim, 2013).
Anzer bali, poleni ve propolisinin oral antidiyabetik ilaglarin yan etkilerine

karst hiicre canliliginmi siirdiirmek ve iyilesme hasarini azaltmak i¢in ek gida olarak

kullanilabilecegi saptanmustir (Ozdemir ve ark., 2023).
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Etanolik Anzer propolisi ile tavsanlarda bagirsak yara iyilesmesi lizerine
yapilan bir ¢aligmada, propolis ¢ozeltisinin agiz yoluyla uygulanmasinin, operasyon
Oncesi ve sonrasi yedi giin boyunca bagirsak yara iyilesmesi iizerinde olumlu bir etkisi

oldugu belirlenmistir. (Saritas ve ark., 2022).

Giinday ve ark., 2022 yilinda tavsanlarda spinal kord iskemil\reperfiizyonu
yaralanmasinda Anzer propolisinin biyokimyasal, histopatolojik, ultra yapisal ve
norolojik fonksiyonel ozelliklerinin incelenmesi sonucunda yeterli ndérokoruyucu

etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir (Giinday ve ark., 2022).

Anzer bolgesinden toplanan propolisin iskemi-reperfiizyon hasarina nasil etki
ettigini arastiran bir ¢alismada bu hastaligin hasarina kars1 noroprotektif bir etkiye
sahip oldugunu ve nodrodejenerasyon iizerinde yararli etkileri olabilecegini tespit

etmislerdir (Toksoy ve ark., 2023).

2.3 Polen

Ar1 poleni; bal arilarinin bitkilerden topladiklar ve biriktirdigi ¢igcek polenlerin
ifade etmektedir. Ar1 poleni, proteinler, serbest amino asitler, karbonhidratlar, lipitler,
yag asitleri, fenolik bilesikler, vitaminler (B-kompleksi ve folik asit dahil) ve
mineraller gibi zengin bir kimyasal yapiya sahiptir. Yiiksek karbonhidrat (%13-55),
ham lif ( %0.3-20), protein (%210-40) ve lipit (%1-10) igerigi ar1 polenini iyi bir besin
takviyesi olarak vurgulamaktadir. Diger kiiciik bilesenler mineraller, vitaminler,
karotenoidler, fenolik bilesikler, flavonoidler, steroller ve terpenlerdir (Feés ve ark.,
2012). Ar poleni provitamin A, E, D, B1, B2, B6 ve C vitaminleri ile pantotenik,

nikotinik, folik, biotin, rutin ve inositol gibi asitler igerir (Tutun ve ark., 2021 ).

Polen yaklagik olarak %22 protein igermektedir. Igeriginde bulunan proteinin
biiyiik bir kism1 metiyonin, lizin, histidin, valin ve 16sin gibi esansiyel amino asitlerdir
(Ozdemir ve ark., 2021). Polenin ayrica adrenalin ve ndradrenalin gibi hormon niteligi

tastyan biyoaktif bilesikler icerdigi tespit edilmistir (Mutlu ve ark., 2017).

Armnin polene olan katkisinin sabit oldugu bilinmektedir. Polenin igerigini
belirleyen asil faktor bitkinin tiirline ve gesitliligine baglidir. Farkli bitki tiirlerine ait
olan polenler goriiniis olarak farkli sekil ve yapilara sahiptir. Bu nedenle polenler
bitkilerde tiir tanimlamasinda béylece balin kaynaginin belirlenmesinde bir arag olarak
kullanilmaktadir (Apan ve ark., 2021).
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Polen igeriginde bulunan basit sekerler (glukoz ve fruktoz) ve yaglarin icerigi
yardirmiyla viicutta bulanan enerji seviyesinin korunmasina yardimei olur. Igeriginde
bulunan zengin biyoaktif bilesikler sebebiyle antioksidan, antimikrobiyal,
antikanserojen ve anti-inflamatuar gibi c¢alisilan deneylerde olumlu sonuglar verdigi
bildirilmistir (Ozdemir ve ark., 2021).

Alkan ve ark., Rhododendron tiirlerinden elde edilen ar1 triinlerinin ham
Oziitiiniin bakteri ve mantarlar {izerinde 6nemli antimikrobial 6zellik sergiledigini
rapor ettiler. Polen 6rneklerinin daha yiiksek fenolik igerik ve antioksidan aktivite
gosterdigi  belirlendi. DNA hasarin1 inhibe etme potansiyeli incelendiginde
Rhodendron ponticum balinin hasar gormiis DNA iizerinde daha etkili oldugu
bildirildi (Alkan ve ark., 2020).

2.4 Propolis

Propolis, tarih boyunca tipbi uygulamalarda kullanildigi bilinmektedir.
Antik Yunan doneminde, Hipokrat gibi iinlii filozaflar, propolisin 1iyilestirici
ozelliklerini fark ettiler yaralari tedavi etmek igin antiseptik bir ajan olarak kullandilar.
Antik Roma’da propolis Ozellikle yara iyilesmesi ve cesitli saglik sorunlarinin
tedavisinde kullanildi. Geleneksel Cin tibbi da propolisi Dbitkisel karigimlarla
birlestirerek cilt problemleri ve diger saglik sorunlarinda kullandilar (Kuropatnicki ve
ak., 2013).

Avrupa'da propolise olan ilgi, ronesans doneminde ad fontes teorisinin geri
dontisiiyle birlikte artti. Propolisin atalarimizin diisiindiigii kadar etkili ve 6nemli
oldugunu kanitlamak ic¢in bilim insanlar1 sadece son yiizyilda basarili oldular.
Propolisin kimyasal bilesiminin arastirilmasi yirminci ylizyilin baslarinda bagladi ve
Il. Diinya Savasi'ndan sonra devam etti. Kromatografik analitik yOntemlerdeki
ilerlemeler, propolis'ten bir¢ok bilesenin ayrilmasini ve ¢ikarilmasini sagladi. Simdiye
kadar en az 180 farklh bilesik tespit edilmistir. Antibakteriyel, antiseptik, anti-
enflamatuar, antifungal, anestezik ve iyilestirici 6zellikleri dogrulanmigtir. Propolis
dermatolojik, laringolojik ve jinekolojik problemlerin tedavisinde, nérodejeneratif
hastaliklarda, yara iyilesmesinde, yanik ve iilser tedavisinde etkili bir sekilde

kullanilmigtir (Kuropatnicki ve ark., 2013).
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Propolis, arilarin tiikiirtik bezleri tarafindan zenginlestirilen ve regine igeren bir
enzimatik madde olup, arilarin kovan duvarlarindaki bosluklari, c¢atlaklar1 veya

bosluklar1 doldurmak i¢in kullandiklar1 bir maddedir (Dimov ve ark., 1991).

Propolis, bal arilar1 tarafindan bitki 6zlerinden elde edilen regineli maddelerin
enzimatik islenmesiyle {iretilir. Ar1 kovanlarinin yalitmindan hastaliklara karsi
savunmalarini giiglendirmeye kadar cesitli yapisal ve islevsel roller iistlenir. Ari
kovanlarindan toplanan ham propolis, ¢esitli solventler kullanilarak ekstrakte edilir ve
gida takviyeleri olarak ¢esitli formiilasyonlar i¢in degerlendirilir. Propolis
ekstraksiyonunda etanol (%70) tercih edilen ¢oziiciidiir; yag bazli ve su bazli
ekstraktlar da uygun segenekler arasindadir. Toksik olmayan propolis 6zleri yaygin
olarak tiiketilir ve genellikle kitosan, pektin, aljinat ve dekstran gibi dogal polimerler

icine kapsiillenirler (Kolayli, 2024).

Propolisin bilesimi, toplandig1 bolgenin bitki ortiistin iklimi, ¢evresel kosullar
ve bitki Ortiistine gore degisiklik gosterir. Farkli propolis tiirlerinde 800’den fazla
bilesik rapor edilmistir. Bunlar arasinda alkol, asit, ester, benzofuran, benzopiran,
salkon, flavonoid ve onlarin esterleri, glikozitler (flavonoid ve diterpen), gliserol ve
esterleri, lignan, fenilpropanoid, steroid, terpen ve terpenoid bulunur. Bu bilesikler
antioksidan, antimikrobiyal, anti-enflamatuar, immiinomodiilator ve antikanser gibi
genis bir biyolojik aktivite yelpazesi sergiler. Ayrica, bu bilesikler biyobelirteg olarak
da potansiyele sahiptirler (Kasote ve ark., 2022). Ancak ortalama olarak propolis,
yiiksek oranda regine (%50), balmumu ve yag asitleri (%30) icerir. Ayrica igeriginde
az miktarda ugucu yaglar (%10), polifenoller ve flavonoidler (%210), polen (%5),
vitaminler ve minerallerden (%5) bulunur (Kurek-Gérecka ve ark., 2014). Propolis ¢ig
olarak tiiketilmez; ancak etanolik ve sulu ekstraktlari ¢esitli formiilasyonlarda yaygin
olarak kullanilir. Gallik asit, kafeik asit, protokatekuik asit, krizin, kuersetin, rutin,
havlican, kaempferol, hesperetin, pinoembrin, pinobanksin, apigenin, luteolin,
daidzein, kafeik asit fenil ester (CAPE) gibi fenolik bilesikler, propolis drneklerinin
en etkin fenolik maddeler olarak rapor edilmistir ve bu sekonder metabolitlerin

propolis kaynagina bagli olarak degistigi bildirilmistir (Giiler ve ark., 2021).

Anadolu propolisi lizerinde yapilan bir ¢alisma, zengin fenolik bilesenler

igerdigini ve bu bilesenlerin asetilkolinesteraz (AChE), iireaz ve alfa-amilaz gibi
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enzimler {izerinde inhibe edici etkiler gosterdigini gézlemledi. Ayrica, kanser hiicreleri

tizerinde onemli etkilerin oldugu tespit edildi (Can ve ark., 2024).

Giiler ve ark., 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada etanolik propolis 6ziitlerindeki
flavonoidlerin ACE-II reseptériine baglanma potansiyelinin yiiksek olmasi, bu dogal
ar1 Uriiniinlin  COVID-19 tedavisi i¢in yiiksek potansiyele sahip olabilecegi
gozlemlenmistir (Giiler ve ark., 2021). Giiler ve ark., 2021 yilinda yaptiklar farkli bir
calismada propolisin COVID-19 viriisiine kars1 yiiksek inhibisyon potansiyeline sahip
oldugu belirlenmistir (Giiler ve ark., 2021).

Son yillarda propolis ve anti-inflamatuar 6zellikleri ve etki mekanizmalari ile
ilgili ¢alismalar incelendiginde propolisin diizenleyici dengeye ve anti-enflamatuar
ortama dogru inflamasyonu modiile etmede c¢esitli etki mekanizmalarina sahip oldugu
gosterilmistir. Genel olarak, propolisin TLR4, MyD88, IRAK4, TRIF, NLRP
inflamatuarlari, NF-kB ve bunlarla iligkili IL-1B, IL-6, IFN-y ve TNF-a gibi pro-
inflamatuar sitokinleri inhibe ederek ve asagi regiile ederek bir anti-inflamatuar madde
olarak hareket ettigi tespit edilmistir. Ayrica muhtemelen CXCL9 ve CXCLI10
kemokinlerini asag1 regilile ederek makrofajlar ve nétrofiller gibi bagisiklik

hiicrelerinin gé¢iinii azaltitigi diisiiniilmektedir (Zulhendri ve ark., 2022).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Numune Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi
Numunelerin eldesi Rize’nin Ikizdere ilgesi Ballikdy Anzer Yaylas

lokasyonunda ar1 ekotipinin bulundugu toplam dokuz adet kovan kullanilmistir. Elde

edilen numuneler etiket bilgileri yazilarak +4 °C’ de saklanmustir.

Bal orneklerinin %10 (m/m) oraninda soliisyon halinde alinmasi planlandi.
Yani 50 mL etanol-su ¢o6zeltisi (%50 v/v) drnegine 5 g bal 6rnegi eklenmis ve oda
sicakliginda manyetik karistirict ile 4 saat karistirilarak ekstrakte edilmistir. Bu
ekstraksiyon yonteminde bal numunelerindeki bilesenlerin ¢ogunun alkole ge¢mesi
saglanmistir. Karisim Whatman seliiloz filtre kagidindan (no:2, ¢ap: 125 mm) siiziildii

ve filtre Uzerinde kalan kutle atildi.

Polen ve propolis 6rnekleri 40°C’de 48 saat kurutulduktan sonra 6giitiilerek toz
haline getirildi. Eksratlar1 hazirlamak i¢in 6giitiilen 6rneklerin her birinden 1 gr
alarak 25 mL etonol i¢inde ¢ozdiiriildii. Ardindan karisim Whatman seliiloz filtre

kagidindan (no:2, ¢ap:125 mm) siiziildii.

Cizelge 3.1 Numune Ornekleri

Numune adi Numune ¢esidi adi Toplandig yer

FMBO1 Bal 1 Anzer Yaylasi/Rize
FMBO02 Bal 2 Anzer Yaylasi/Rize
FMBO03 Bal 3 Anzer Yaylasi/Rize
FMPO1 Polen 1 Anzer Yaylasi/Rize
FMPOQ2 Polen 2 Anzer Yaylasi/Rize
FMPO3 Polen 3 Anzer Yaylasi/Rize
FMP04 Polen 4 Anzer Yaylasi/Rize
FMPO5 Polen 5 Anzer Yaylasi/Rize
FMPO06 Polen 6 Anzer Yaylasi/Rize
FMPO7 Polen 7 Anzer Yaylasi/Rize
FMPO08 Polen 8 Anzer Yaylasi/Rize
FMPR1 Propolis 1 Anzer Yaylasi/Rize

3.2 Fizikokimyasal Analizler
Bal orneklerinin temel igerigi ve Ozelliklerini belirlemek i¢in elektriksel
iletkenlik, pH, C4 seker analizi, serbest asidite, diastaz aktivitesi, glukoz ve fruktoz

icerigi, nem, ve diger faktorler degerlendirilmistir.
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3.2.1 Nem

Baldaki su igerigi balin kalitesinde 6nemli bir kriterdir. Baldaki su igerigini
arttiran etmenler arasinda hasat sirasindaki iklim kosullarinin elverissiz olmasi, irliniin
olumsuz muhafaza edilmesi ve balin sirlanmamis peteklerden toplanmasi gibi nedenler
balin raf omriinde olumsuzluklar yaratir. Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi, Codex
Alimentarius Komisyonu Bal Standardi (Codex Alimentarius Commission-CAC) ve
Avrupa Birligi'nin 2001/110/EC sayil1 direktiflerine goére, balin su icerigi %20'den az
olmalhidir (Karadal ve ark., 2012).

3.2.2 Serbest Asitlik Derecesi

Numuneler homojenizasyon isleminden gectikten sonra her bir numuneden 10
g tartilarak 75 mL su eklenmis ve karistirilmistir. Elektrotlarin daldirilmasi iglemi
sirasinda karisim karistirilirken NaOH eklenerek ¢ozelti pH 8.3'e titre edilmistir.
Eklenen NaOH ¢o6zelti miktar1 kaydedilmis ve hesaplama NaOH'un mmol/kg
cinsinden yapilmistir (TS 13360, 2008).

3.2.3 Seker Icerigi

50 mL’lik falcon tiipiine 5 g bal numunesi tartilacak ve 1s1 uygulamadan 40
mL distile suyla ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye daha 6nceden hazirlanmig 25 mL MeOH,
250 mL’lik erlene pipet kullanilarak eklenmistir. Erlene 100 mL distile su eklenmistir.
Membran filtre ile siiziildiikten sonra steril bir falcon tiipiine aktarilmistir. C6zelti, 100
mL’lik 6lgekli balon isaret ¢izgisine kadar su eklenerek tamamlanmistir, bu islem
onceden belirlenen 25 mL meOH ile yapilmistir. Cozelti, membran filtre ile siiziiliip
deney tiiptine aktarilmistir. Analizler HPLC cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Cihazda okunan fruktoz ve glukoz miktarlari ayr1 ayr1 balin 100 g’inda (®) g olarak
hesaplanmistir (TS 13359, 2008).

3.2.4 Elektriksel Iletkenlik

TS 13365°de belirtilen prosediirle belirlenen 20 g kuru balin esdegeri, distile
suda ¢ozdiriilmiistiir. Cozelti, 100 mL’lik Slgiilii erlene aktarilip distile su ile isaret
cizgisine kadar doldurulmustur. Hazirlanan analiz ¢ozeltisinden 40 mL alinmistir ve
su banyosunda sicaklig1 20 °C’ye ayarlanmistir. Sicaklik sabitlenene kadar elektrot

iletkenlik olgerler ¢6zeltinin igine daldirilmistir. Cozelti, elektrot iletkenlik 6lgerlerine
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baglanmis ve sicaklik kararli hale gelene kadar bekletilmistir. Elektriksel iletkenlik;
cicek, cam ve kestane ballar1 i¢in en fazla 0,8 olmalidir (TS 13366, 2008).

3.2.5 Diastaz Sayisi

Analiz i¢in kullanilan bal 6rnekleri tartilarak 10 g bal alindi, daha sonra 15 mL
distile su ile seyreltildi. Is1 uygulamasi yapilmadan elde edilen ¢ozeltiye 5 mL asetal
tampon ¢ozeltisi eklenerek tam ¢dziinme saglandi. Iki adet 50 mL'lik erlenmayer
kullanildi: birine nisasta ¢ozeltisi, digerine ise bal ¢ozeltisi konuldu ve her ikisi de
40°C'lik su banyosuna yerlestirildi. Nisasta ¢ozeltisinden 5 mL alinarak bal ¢ozeltisine
eklenmis ve belirli zaman araliklarinda elde edilen karigimdan 0.5 mL alinip 5 mL ile
seyreltilmis ve iyot ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islem 6ncesinde standart seyreltme diizeyi
belirlenmis ve saf su karisima eklenmistir. Spektrometrede 600 nm'de absorbans
dl¢iimii yapilmis ve kaydedilmistir. Tk 6l¢iimiin 5 dakika sonra alinmasma dikkat
edilmelidir. Diastaz sayisi, 0.235 absorbans degerine karsilik gelen reaksiyon siiresinin

300'e boliinmesiyle hesaplanir (TS 13364, 2008).

3.2.6 C4 Seker Analizi

Bu tespit islemi, ham baldan elde edilen protein ¢ozeltisinin yanmasi
sonrasinda ¢ikan karbon dioksit (CO2) gazinin i¢indeki C atomunun C13/C14 oraninin
belirlenmesiyle elde edilen degerlerden Ca sekerlerinin yiizdesini hesaplamayi igerir.

Bu siireg, arilara C4 sekerlerinin besin olarak verilmesi veya eklenmesi sonucu elde

edilen ballar1 ayirt etmek i¢in kullanilir (TS 13360, 2008).

3.3 Demir (IIT) indirgeme/FRAP Yontemi ile Antioksidan Kapasite Tayini
Yontemde 1.5 mL FRAP reaktifi ile 50 pL numune ekstrakt karistirilarak, 4
dakika siire sonunda 593 nm’de absorbans degerleri belirlenmistir. Ekstraktlardaki
toplam fenolik igerik, Cosmulescu ve digerleri tarafindan agiklanan yontem
kullanilarak Folin-Ciocalteu reaktifi ile kalorimetrik olarak belirlendi (Cosmeluscu ve
ark., 2015b) 5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (ultra saf su ile 1:5 seyreltilmis), 1 mL
ekstrakta (metanol ile 1:20 seyreltilmis) ilave edildi ve bir dakika karistirildi. 2 dakika
sonra 4 mL %7,5’1lik sodyum karbonat soliisyonu ilave edildi ve oda sicakliginda 2
saat inkiibatorde bekletildi. Karigimin absorbansi, bir Evolution 600 UV/VIS
spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 765 nm'de 6l¢iildii. Standart
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egriyi (0-250 mg/L) hazirlamak i¢in gallik asit kullanildi ve sonuglar, gram basina
miligram (mg GAE/g) cinsinden gallik asit esdegerleri olarak ifade edildi.

3.4 DPPH Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak bulunan bir radikal olarak
bilinir. Mor renkli ve stabil bir serbest radikaldir. Bir antioksidan madde ile reaksiyona
girdiginde, mor rengin siddeti azalir ve bununla beraber absorbans diiser. Yakalanan
elektron sayis1 absorbans giicii ile dogru orantilidir (Pokorny ve ark., 2001). Bu radikal
ile 100 uM’lik etanolik ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Kullanilan yontem (Molyneux,
2004)’e gore yapilmistir. Calismada humuneler, etanolik ekstraktlar: kendi ¢oziiciileri
ile seyreltilerek 6 farkli konsantrasyonlarda yeni ¢ozeltiler hazirlanmistir. Ekstraklar
ile DPPH ¢ozeltisi esit hacimde (750 uL) ile karistirilarak oda sicakliginda 50 dakika
siiresince karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
DPPH’in maksimum absorbans gdsterdigi 517 nm’de absorbanslar belirlenmistir.

Standart olarak troloks tercih edilmistir (Gidik ve ark., 2022).

3.5 Toplam Fenolik I¢erigin (TPC) Belirlenmesi

Numunelerin TPC'si, gallik asit standart olarak kullanilarak (Singleton V. L.,
1999) tarafindan belirlenen Folin-Ciocalteu yontemiyle Ol¢iildi. Her bir
konsantrasyon i¢in, farkli konsantrasyonlarda 20 mL standart ve 20 mL etanolik
numuneler (1 mg/ mL), 400 mL 0,5 N Folin-Ciocalteu reagent ve 680 mL distile su
iyice karigtirtldi. 4 dakikalik inkiibasyonun ardindan 400 mL Na>COs (%10) eklendi.
Karigim 2 saat inkiibe edildi ve 760 nm’de absorbans 6l¢iildii. Her bir standart i¢n alt1
farkli konsantrasyonda (1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 ve 0.03125 mg/mL) kalibrasyon
egrileri olusturuldu ve tiim analizler {i¢ kopya halinde gerceklestirildi (n = 3). Sonuglar,
standart bir grafik kullanilarak 100 g numune (mg GAE/100 g) basina miligram gallik

asit esdegeri olarak ifade edildi.

3.6 RP-HPLC-UV ile Fenolik Bilesiklerin Analizi

Bu calismada, HPLC (Elite LaChrom Hitachi, Japan) cihaz1 kullanilarak
analizler yapilmistir. Analizlerde UV dedektorii kullanilarak, Standart olarak 25
fenolik bilesigin kullanildig1 bu ¢alismada analizler HPLC (Elit fenolik bilesik standart
olarak) kullanildi. Analizler ters faz C18 kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5 um; Fortis)

kullanilarak ve asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak
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gerceklestirildi (Devillers ve ark., 2004). A rezervuarinda %?2 asetik asit (saf suda) ve
B rezervuarinda %70-30 asetonitril-saf su bulunan gradient programi kullanilmistur.
Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi 25 pL olarak ayarlanmis, mobil faz
akis hiz1 0,75 mL.dk™* olarak belirlenmis ve kolon sicaklig1 kolon firminda 30°C olarak

sabitlenmistir, boylece ¢alismada optimizasyon saglandi (Can ve ark., 2015).

3.7 Toplam Flavonoid Madde Tayini

Flavonoidler, fenoliklerin bir alt grubu olarak bilinen ve bitkilerde bulunan
dogal antioksidan kaynaklaridir. Toplam flavanoid icerigi 415 nm’de olusan sar1 renkli
kompleksin 6lgiilmesiyle belirlenmistir (Fukumota ve ark., 2000), ve ayni prosediir
kuersetin standard1 kullanilarak kuersetine esdegeri (mg QE/g) olarak hesaplanmustir.
Hazirlanan bu stok ¢6zeltiden 0.500-0.015 mg/mL arasinda alt1 farkli konsantrasyonda

calisma ¢ozeltileri hazirlanip absorbans degerleri belirlenmistir.

3.8 UV-Vis Spektrum ve FTIR Analizi

UV-Vis. Bal 6rneklerinin (ultraviyole-goriiniir) spektrumlari Shimadzu UV-
1800 spektrofotometre cihazinda 200-600 nm dalga boyu araliginda
gerceklestirilmistir. Numuneler 1 ml mutlak metanol i¢inde 2 mg numune olarak
hazirlandi. FTIR (Fourier dontisiimii kizilotesi) spektrumlari, ATR (Ateniie edilmis
toplam yansima) eki ile Shimadzu IR Affinity-1 spektrofotometresinde kaydedildi.

3.9 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC/MC)

Riu-Aumatell (2004) tarafindan gelistirilen yontem, ekstratlarin igeriginin
belirlenmesi igin uyarlanmis ve ¢alismada kullanilmistir (Riu-Aumatell M., 2004). Bu
yonteme gore, 20 mL Headspace viallerine iizerine 3 g numune ilave edilmis ve 30
sn’ye boyunca vortex ile karistirtlmistir. 50 °C’de fiber (SPME Fiberi)’de 40 dk inkiibe
edildikten sonra enjeksiyonlar1 Shimadzu GCMS-QP2010 GC-MC cihazina
yapilmistir. Her enjeksiyondan once fiber, 200°C’de 10 dk boyunca
kosullandirilmigtir. Kolon olarak Restek RTX-5 (30m x 0.25mm x 0.25um)
kullanilmis ve tasiyict gaz olarak da Helyum tercih edilmistir. Kolon sicakligi
baslangigta 40°C’ de 5 dk bekletilmis, ardindan dakikada 4°C artisla 240°C’ye kadar

programlanmistir.
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3.10 Mineral Madde Analizi

Mineral madde analizi, Thermo Scientific ICAP Q tipi ICP-MS (indiiktif
Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi) cihazi kullanilarak NMKL 186 (Anonim,
2007) dogrultusunda gergeklestirilmistir ve veriler QTegra yazilimi ile islenmistir. Bu

yontemle 19 element tespit edilmistir.

3.11 Antimikrobiyal Aktivite

Antibakteriyal ve antifungal aktivite disk difiizyon, Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisidal/Fungisidal Konsantrasyonu
(MBK/MFK) deneyleri kullanilarak belirlenmistir. Kullanilan organizmalar (Cizelge
3.2) verildi.

Cizelge 3.2 Secilmis Mikroorganizmalar ve Biiyiime Kosullari

Mikroorganizma adi Kiiltiir Koleksiyon Inkiibator
Numarasi Sicakhigy
Lactiplantibacillus plantarum subsp. o
-~ plantarum ATCC®14917 32°C, 18-24h
2. Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356 32°C, 18-24h
g § Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC®53103 32°C, 18-24h
= Staphylococcus aureus subsp. aureus ~ CRM-6538™ 37°C, 18-24h
3 Listeria monocytogenes BAA-679™ 37°C, 18-24h
Micrococcus luteus NRRL B-1018 37°C, 18-24h
Enterococcus faecalis ATCC®194337 37°C, 18-24h
Citrobacter freundii
ATCC 43864™ 37°C,18-24h
‘§, = Pseudomonas aeroginosa NRRL B-2679 37°C, 18-24h
Z £ Escherichia coli ATCC 25922™ 37°C, 18-24h
[353 - .
Em Salmonellaenteric subsp. enterica ATCC 14028GEP™ 37°C. 18-24h
o serovar Typhimurium GFP ’
Klebsiella pnemoniae subsp. ™ o )
pnemoniae ATCC 13883 37°C, 18-24h
3] - -
§ Candida albicans ATCC 10231™ 30°C, 24-48h
Sacharomyces cerevisiae ATCC®97637 30°C, 24-48h

Bakteri suslart Muller Hinton Besiyeri'ne eklenerek 37°C'de 24 saat inkiibe
edildi, maya suslar ise Sabouraud Dextrose Besiyeri'ne eklenerek 25°C'de 48 saat
inkiibe edildi. Deneyde kullanilan besiyerleri sterilize edildi ve steril petri kaplara 20
mL hacimlerde dagitildi. Deneye baglamadan 6nce mikrobiyal yogunluklar, Biyosan
marka McFarland densitometresi ile belirlendi; bakteriler i¢in 0.5, mantarlar i¢in ise

1 degerinde o6lgiildii.
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3.11.1 Kirby-Bauer Disk Difiizyon Deneyi

Mikroorganizmalarin 100 pL'lik miktart steril kiiltiir petri kaplarina yayma
ekim yontemi kullanilarak esit sekilde dagitildiktan sonra, diskler steril penset
yardimiyla 30 dakika iginde yerlestirildi. Ardindan, ekstraktlar yavas¢a 30 mL olarak
eklenmistir. Petri kaplar1 daha sonra her bir organizmanin optimal biiyiime
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bakteriler i¢in bir giin, funguslar igin iki giin
inkiibasyon sonrasinda, inhibisyon zon ¢aplar1 kumpas ile olgtilmiistiir (Sekil 3.1).
Deney li¢ kez tekrarlanmis olup, pozitif kontrol olarak Gentamisin kullanilmistir. Elde
edilen sonuglarin aritmetik ortalamasi hesaplanmis ve SPSS istatistik programinda
standart antibiyotik ile (inhibisyon zon c¢aplar1) karsilagtirilarak istatistiksel

degerlendirme yapilmaistir.

Steril MHA @ Steril penset ile antimikrobiyal disk
@ o yerlestirilir, numune eklenir. [ isme]
9 7 \ Inhibisyon zon ¢ap1

° . = 9 kumpas ile Slgiiliir.
Inkiibasyon
r ) —— | ) e | )
\\ } \\ o ‘}“ \ |
\ > e / \ A
N N A ¥ \’\ \
~ = — // — ¥
P \
, \
g |

Antimikrobiyal disk
Zon ¢ap1

Bakteriyal biiytime

Sekil 3.1 Kirby-Bauer Disk Difiizyon Metodu

Sonuglar tablo seklinde raporlanmistir. Inhibisyon zon g¢aplar1 15 mm’den az
olanlar direngli olarak, 15-20 mm arasi1 olanlar orta diizey antimikrobiyal aktivite

olarak, 20 mm tizerinde olanlar ise duyarli olarak siiflandirilmisgtir.

3.11.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Mueller Hinton Broth (MHB) kontaminasyon varlig1 testinde, herhangi bir
antimikrobiyal ajan veya bakteri eklenmemisken, sadece bakteri slispansiyonu negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Herhangi bir antimikrobiyal ajan eklenmemis olan
besiyerinde ise, bakteri siispansiyonunun eklenmesiyle birlikte tireme kontrolii

saglanmustir.
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MIK testi, (Basile ve ark., 1998) belirttigi sekilde, broth seyreltme metoduyla
yapilmustir. Bal, polen ve propolis ekstratlarinda MIK belirlenmesinde 96 kuyucuklu
plate 50 uL MHB, 45 pL ekstrakt ve SuL kiiltiir eklenerek etkinlestirilmistir.
Kullanilan mikroorganizmaya kars1 kullanilan bal, polen ve propolis ekstraktlarinin
hangi konsantrasyonda etkili oldugu iiremenin varligina veya yokluguna gore
belirlenmistir. Deney hazirlik asamasinda bakteriler i¢in 24 saat fungus i¢in ise 48 saat
once ekim yapilmigtir. Bunun nedeni mikroorganizmalarin log fazinda olmasi
gerektigi ve hiicre duvar degisikligine ugramamalidir. Kuyucuklar 100 uL olacak
sekilde ayarlanmistir. Bu 100 uL’ nin igerigi bakteriler i¢in; 50 pL steril 6ziit, 45 uLL
Miiller Hilton Broth ve 5 puL seyreltilmis organizma, funguslar i¢in: 50 pL steril 6ziit,
45 uL sabouraud Dextrose Broth ve 5 pL seyreltilmis organizma olarak belirlenmistir.
Sterilite kontrolii i¢in sadece besiyeri 100 pL olacak sekilde belirlenen kuyucuga
astlanmistir. Negatif kontol i¢in Ampisilin 5 pL, 90 puL besiyeri ve 5 uLL organizma
yine toplam hacim 100 pL olacak sekilde belirlenen kuyucuga asilanmistir. Pozitif
kontrol i¢in ise 95 pL besiyeri ve 5 pL organizma toplam hacim 100 pL olarak
belirlenen kuyucuga asilanmistir. Ardindan plateler organizmanin optimum gelistigi
sicaklikta inkiibe edilmistir. MTT (3-(4, 5-dimetil-tiazol-2-il)-2.5-difenil tetrazolyum
bromiir), inkiibasyona birakilan mikroorganizmalardan bakteriler icin 24 saat
funguslar icin ise 48 saat sonra 20 pL olacak sekilde kuyucuklara eklenmistir.
Bakteriler 37 °C’ de 4 saat ve mayalar i¢in 25°C” de 4 saat bekleme siiresinden sonra
kuyucuklar mor renkliyse kullanilan ekstraktin organizmalar tizerinde inhibe edici bir
etkisi oldugu eger kuyucuklar sar1 renkliyse kullanilan ekstraktin organizmanin

tizerinde bir etkisi olmadig1 belirlenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Minimum Inhibisyon Konsatrasyonu Deneyi
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3.11.3 Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) ve Minimum Fungusit
Konsantrasyonu (MFK)

Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve Minimum Fungusit
Konsantrasyonu (MFK) deneylerinde ise MiK yapilan kuyucuklarin gozle goriiliir bir
sekilde bulaniklik olmayan kuyucuk ve bu kuyucugun 2 ya da 3 onceki kuyucugu ayri
ayr1 Ug farkli yone olacak sekilde bakteriler i¢in Miieller Hinton Agara, mayalar i¢in
Sabouraud Dextrose Agara yayma plaka ekimi yapildi. Uygun inkiibasyon sicakligina
birakildiktan sonra bakteriler i¢in bir, funguslar i¢in iki giin sonra koloni sayimi
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda 300 ve iizerinde koloni varsa inhibisyon
etkisi olugsmamis fakat 0-10 arasinda koloni sayildiginda ise %90 bakterisidal etkinin

oldugu kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Numunelerin Fizikokimyasal Analiz Sonuglari

Anzer Bali 6rnekleri FMBO1, FMBO02 ve FMBO03'iin fizikokimyasal analizleri,
temel iceriklerini ve Ozelliklerini belirlemek igin gergeklestirilmistir. Antioksidan,
antimikrobiyal ve enzim inhibisyon deneyleri, elektriksel iletkenlik, pH 6l¢timii, C4
seker analizi, serbest asitlik, diastaz aktivitesi, glikoz ve fruktoz igerigi, nem gibi

parametreleri degerlendirmek amaciyla yapilmistir.

Omek analizlerinin temsil edici sonuglar1 Cizelge 4.1'de sunulmustur. Tiirk
Gida Kodeksi Bal Tebligi 2020\7'ye gore fizikokimyasal oOzelliklerin sonuglari
uyumludur. Numunelerin nem igerigi incelendiginde yasal sinirlar icinde oldugu tespit
edilmistir. Ug bal 6rnegi arasinda serbest asitlik diizeylerini karsilastirildiginda,
FMBO03 daha yiiksek asitlik gostermistir. Balda bulunan serbest asitlik, glukonik asit
gibi ¢esitli organik asitlerden ve fosfat, klorid gibi inorganik iyonlardan kaynaklanir.
Artan serbest asitlik, balda fermantasyonun bir isareti olarak kabul edilir ¢iinkii balda
bulunan mayalar sekerleri ve alkolii asitlere doniistiiriirler. Serbest asitlik tat katkisi
saglar, mikroorganizmalara kars1 direnci artirir, kimyasal reaksiyonlart hizlandirir ve
antibakteriyel ile antioksidan 6zellikleri artirir, ayrica balin kaynagi hakkinda bilgi

saglar (Kutlu ve ark., 2015).

Balin olgunlagma derecesini belirlemede 6nemli rol oynayan glikoz ve fruktoz
miktar1 da 6nemlidir. Olgunlasmamis ballarda, glikoz miktarina goére sakkaroz miktari
daha fazladir, bu durum kristallesmeyi engeller. Olgun balda ise sakkaroz miktari
azalir, dolayisiyla kristallesme hizi artar. Ozellikle cicek ballarinda zamanla
kristallesme gozlemlenir. Kristallesme, fruktoz ile glikoz oraniyla ilgilidir ve bu oran
arttik¢a balin kristallesme egilimi azalir. Bu bulgulara gére, FMBO03'lin diger iki bala
gore daha az kristallesme egiliminde oldugu sdylenebilir, ¢linkii fruktoz + glikoz

icerigi daha yiiksektir.

Balda dogal olarak bulunan diastaz enzimi, cografi ve bitki Ortiisiine bagh
olarak degisiklik gosterir. Diastaz miktar1 balin tazeligini de etkiler. Diastaz, balin
tikketicilere ulasmadan oOnce sicaklik degisimlerine maruz kalip kalmadigim
belirlemekte kullanilan bir kalite parametresidir (Ciftci, 2014). Yiiksek diastaz

seviyeleri arzu edilir, ¢linkii diastaz kaybi istenmeyen sonuglara yol agabilir. Diastaz
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seviyeleri asitlikle iligkilidir, bu nedenle bal 6rnekleri arasinda diastaz sonuglari Tiirk
Gida Kodeksi Bal Tebligine uygundur. Ayrica, FMBO3 icin elde edilen diastaz sonucu
diger iki balin sonuglarina gore iki kat daha fazladir. Yiiksek diastaz seviyeleri artmis
asitlikle uyumludur. Serbest asitlik degerlerini karsilastirdigimizda birbiriyle uyumlu

olduklarini gozlemlenmistir.

Cizelge 4.1 Bal Numunelerinin Fizikokimyasal Analiz Sonuglar1

Numune Adi

. . . . .
Ozellikler Istenilen Degerler FVIBOL ENIB02 FVIBO3

Yabanci madde ihtiva etmemeli;
Yabanci Madde Tayini  KOKU tat, akicilik, renk ve goriinim -y UYGUN UYGUN

bakimindan grup ve tipine ozgi

olmal1
Nem Miktari, % En fazla %20 17.2 16.5 154
Serbest Asitlik, meg/kg En fazla 50 16.0 16.5 235
Maltoz, % En fazla %4 2.74 3.42 2.56
Sakaroz, % En fazla %5 0.29 0.07 TE
Fruktoz, % 37.53 36.78 39.50
Glukoz, % 30.30 30.07 32.32

. Cigek bali i¢in en az %60
0,
Fruktoz+Glikoz, % Cam balt icin en az %45 67.83 66.85 71.82
. Cicek Balii¢in 0.9-1.4

Fruktoz/Glikoz Cam bal igin 1.0-1.4 1.24 1.22 1.22
Elektrik iletkenligi, Cigek bali i¢in en fazla 0.8
mS/cm Cam ve kestane bali i¢in en az 0.8 0.20 0.20 0.22
Diastaz Sayisi, ds Enaz8 12.50 11.76 21.43

Cicek Bali i¢in -23 ve daha negatif

Cam bali icin -22,5 ve daha negatif -25.10 -25.10 -26.30
Delta C13 Protein 2581 2588 2716
Delta C 13 Farki -1.0 veya dahsai)i(()gmf (cam bali 071 -0.78 -0.86
%C4 En fazla %7 (cam bali haric) 4.63 5.10 5.17

* TURK GIDA KODEKSI BAL TEBLIGI 2020/7
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4.2 Antioksidan Analiz Bulgular

4.2.1 Numunelerin Toplam Flavonoid Madde, Toplam Fenolik Madde, Demir
(/IIT) Indirgeme Antioksidan Gii¢ — FRAP Tayini ve DPPH Radikal
Temizleme Aktivitesi Tayini Bulgular:

Rize'nin lkizdere ilgesi Ballikdy Anzer Yaylasi'nda iiretilen Anzer Bali,
Tiirkiye'nin degisen iklim kosullarina sahip farkli bolgelerinden kaynaklanan cesitli
ciceklenme mevsimleri nedeniyle zengin ve c¢esitli bir floranin 6viing kaynagidir.
Bolgede iiretilen balin igerigi, her yil degisen iklim kosullariyla birlikte
cesitlenmektedir. Anzer bolgesinde bal, polen ve propolis 6érnekleri, FMBO1, FMBO02,
FMBO03, FMP01, FMP02, FMP03, FMP04, FMP05, FMP06, FMP07, FMPO8 ve
FMPR1 olmak tizere dokuz farkli kovandan elde edilmistir. Calismada, ballarin
toplam fenolik igerigi, toplam flavonoid igerigi, FRAP ve DPPH radikal temizleme
testleri degerlendirildi. Ayrica, 6rneklerin fenolik profilleri de agiklandi (Cizelge 4.2).
Calismada, ballar arasinda en yiiksek toplam fenolik i¢erik FMBO03 numunesinde
0.270 mg GAE/100g olarak bulundu. En diisiik toplam fenolik igerik ise FMBO02
numunesinde 0.156 mg GAE/100g olarak belirlendi. Malko¢ ve arkadaslar1 2019
yilinda yaptiklari ¢alismada 11 farkli Anzer balin1 analiz ettiler ve bu ballarin toplam
fenolik igerigi 19.50 ile 38.30 mg GAE/100g arasinda degistigi belirlendi. (Malkog ve
ark., 2019). Benzer sekilde, Hepsag (2019), 21 Anzer bali 6rnegi iizerinde galismis ve
toplam fenolik icerigin 0.80 ile 1.35 mg GAE/100g numune arasinda degistigini rapor
etmistir (Hepsag, 2019). Calismada, polen 6rnegi FMPOS8 en yiiksek toplam fenolik
icerige sahip olarak 24.511 mg GAE/100g numune bulunurken, en diisiik toplam
fenolik icerige sahip numune FMPO04'te 7.981 mg GAE/100g olarak tespit edilmistir.
Caligmadaki propolis 6rnegi ise 94.530 mg GAE/100g numune toplam fenolik igerige
sahiptir. Ulusoy, 2010 yilinda 14 Anzer bali ve 13 polen 6rnegi lizerinde ¢alismis ve
bal i¢in toplam fenolik icerigin 4.26 ile 10.61 mg/g, polen i¢in ise 44.07 ile 124.10
mg/g arasinda degistigini rapor etmistir. Ulusoy ve arkadaslar1 (2013), 13 Anzer polen
ornegi tlizerinde g¢alismis ve toplam fenolik igerigin 44.07 ile 124.10 GAE/100g
numune arasinda degistigini bulmuslardir. (Ulusoy ve ark., 2013). Tim polen
ornekleri yiiksek diizeyde fenolik bilesige sahiptir. Ozkdk ve ark. (2021), Tiirkiye'nin
farkli lokasyonlarindan elde edilen polen orneklerinden Anzer poleninin 27.1
GAE/100g olarak tespit edilen toplam fenolik i¢erige sahip oldugunu rapor etmislerdir
(Ozkok ve ark., 2021).
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Cizelge 4.2 Bal Orneklerinin Toplam Fenolik (TP), Toplam Flavonoid (TF) Igerik ve

Antioksidan Aktivite Sonuclari

NUMUne TPC TFC FRAP DPPH
(mgGAE/g numune) (mgQE/g numune) (umolFeS04.7H20/g) SCso mg/mL
FMPO1 8.068+0.041 3.798+0.024 60.895+0.847 0.70+0.02
FMPO02 9.391+0.074 4.903+0.011 73.561+0.317 0.60+0.02
FMPO03 12.237+0.042 4.923+0.150 99.891+3.517 0.43+0.01
FMPO04 7.981+0.081 4.573+0.008 80.420+1.756 0.75+0.02
FMPO05 8.073+0.016 3.611+0.091 64.036+0.000 1.57+0.03
FMPO6 8.117+0.060 4.961+0.110 82.036+0.453 0.74+0.02
FMPO7 8.564+0.056 4.497+0.056 85.049+0.297 0.68+0.04
FMPO08 24.511+1.192 8.712+1.099 100.09+4.567 0.48+0.02
FMPR1 94.530+0.701 101.539+1.234 127.2+4.286 0.05+0.00
FMBO1 0.229+0.028 - 1.702+0.019 90.75+7.14
FMBO02 0.156=0.009 - 1.572+0.021 83.42+5.56
FMBO03 0.270+0.027 - 1.840+0.125 74.43+4 .45
Troloks 0.004=+0.001

Numunelerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan ve tercih edilen FRAP metodudur. Bal numunelerinin FRAP sonuglari
1.840-1.1572 pumolFeS04.7H20/g arasinda degismektedir. Caligmada en yiiksek
FRAP degeri FMBO3’te tespit edilmistir. Polen numunelerinin FRAP sonuglari
100.09-60.895 umolFeSO4.7H20/g arasinda degismektedir. En yiiksek FRAP degeri
FMPO08’de kaydedilmistir. FMPR1 FRAP degeri 127.2 pumolFeSO4.7H20/g tespit
edilmistir. Ulusoy ve ark., 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada 13 tane Anzer poleni ile
calisilmis ve numunelerin FRAP sonuglar1 11.77-105.06 pmolFeS0O4.7H20/g olarak
tespit edilmistir (Ulusoy ve ark., 2013).
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Sekil 4.1 Toplam Fenolik Igerik ve FRAP degerleri Korelasyon Grafigi
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Numunelere radikal temizle aktivitesi olarak DPPH testi yapildi ve SC 50
degerleri bal numuneleri i¢in 74.43-90.75 mg/mL olarak tespit edildi. Malkog ve ark.,
2019 yilinda 11 farkli anzer bali ile yaptiklar1 ¢alismada serbest radikal temizleme
aktivitesi (DPPH) 38.04 ile 64.12 mg/mL arasinda oldugu tespit edildi (Malkog ve
ark., 2019).

Demir (2022), 4 farkl bal ¢esidini inceledigi arastirmada Anzer balinin DDPH
20.226 mg/mL olarak tespit etmistir. Ayrica ¢alistig1 karakovan bali, kestane bal1 ve
cicek bali arasinda en yiiksek DDPH degerini Anzer balindan elde etmistir (Demir,
2022). Baska bir calismada Anzer balinin 11 Orneginde antioksidan aktivite

incelenmistir. Ballarin DPPH sonuglari 35.10-64.12 mg/mL arasinda degistigi
belirlenmistir (Malkog ve ark., 2019).

Ulusoy ve ark., 2013 yilinda 11 tane Anzer poleni ile yaptigi c¢alismada
polenlerin DDPH sonuglari 0.65-8.20 mg/mL olarak tespit edilmistir (Ulusoy ve ark.,
2013). Tirkiye’nin farkli lokasyonundan 10 adet polen numunesini inceledikleri
calismada 3 adet Anzer poleni 20.31-25.61 mg\mL DPPH aktivitesi tespit edilmistir.
Incelenen diger polenler arasinda kestane polenleri en yiiksek antioksidan aktiviteye

sahipken, onu Bayburt ve Anzer polenleri izlemektedir (Kalaycioglu ve ark., 2017).

Tirkiye polen ve propolis numunelerinin 10, 100 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarindaki DPPH siiplirme aktiviteleri incelenmistir. Polen i¢in DDPH
aktiviteleri sirastyla 5.75, 10.51 ve 28.42 pg/mL. Propolis i¢cin DDPH aktiviteleri
sirasiyla 4.92, 70.80 ve 89.57 pg/mL. Propolis 6ziitiiniin TPC degerinin (86.90 £ 11.15
ug GAE/mg) polen 6ziine (45.24 + 5.75 ng GAE/mg) kiyasla DPPH'ye kars1 daha
yiiksek antiradikal aktivite gostermistir (Kahraman ve ark., 2022).

30



10000 TPC ve DDPH Aktivitesi Grafigi

20,00

60,00

TPC (g GAE\100g)

40,00

R2? Linear = 0,125

20,00

y=20,35-0,24"x

oo - -

00 20,00 40,00 50,00 80,00 100,00

DPPH (SC 50 mgimL)

Sekil 4.2 Toplam Fenolik i¢erik ve DPPH Aktivitesi Korelasyon Grafigi

FRAP ve DDFH Aktivitesi Grafigi
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Sekil 4.3 FRAP degerleri ve DPPH Aktivitesinin Korelasyon Grafigi

Antioksidan bilesenlerin belirlenmesinde kullanilan yontemlerin basinda RP-
HPLC-UV yer almaktadir. Calismada, 25 farkli fenolik bilesik standardi kullanilarak
RP-HPLC-UYV cihaziyla 280 ve 315 nm dalga boylarinda analizler yapilmistir. Cizelge
4.4’te de goriildigi tizere ¢alismada Anzer bali, polen ve propolis 6rneklerinin fenolik
igerigi incelenmistir. FMBO1 numunesinin benzoik asit, ramnetin ve krisin fenolik
bilesikleri i¢erdigi tespit edilmistir. FMB02 ve FMBO03 numunelerinin benzoik asit,
ramnetin, Kkrisin, kumarik asit ve sinnamik asit fenolik bilesikleri icerdigi tespit
edilmistir. FMB0O1 ve FMBO03 numunelerinde en fazla bulunan fenolik bilesik krisin
(1.5-4.26 mg\100g) en az bulunan p-OH benzoik asit (0.96-1.09 mg\100 g). FMB02
numunesinde en fazla bulunan fenolik bilesen krisin (1.5 mg\100 g) en az bulunan t-