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OZET

DORT FARKLI BAL CESIDININ FiZIKSEL KIMYASAL AKTIVITELERI
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ARASTIRILMASI VE KARSILASTIRILARAK INCELENMESI
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Bu c¢alismanin amaci, Tiirkiye'de ariciligin ekonomiye 6nemli katki sagladig:
uc il olan Bayburt, Ordu ve Rize illerinden alinan bal 6rneklerinin fizikokimyasal ve
biyolojik karakterizasyonlarinin incelenerek belirlenmesi ve karsilastirilmasidir
Bayburt Kitre kéyune ait iki, Ordu Yoroz yoresine ait bir ve Rize Anzer yoresine ait
birer tane olmak lizere dort bal numunesi toplanmistir. Toplanan érneklerin toplam
fenolik ve flavonoid icerikleri ve DPPH serbest radikal temizleme ve FRAP tayini ile
antioksidan aktiviteleri, Kirby-Bauer Disk diffiizyon analizi ve Minimal Inhibitér
Konsantrasyon (MIK) tayini ile de antibakteriyal aktiviteleri incelenmistir. Ayrica
drneklerin enzim inhibisyon analizi olarak treaz, glukoz-oksidaz aktivitesi, UV-Vis
ve FTIR analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda fenolik icerigi en yiiksek olan bal
Anzer bali en diisiik olan bal Kara Kovan bali olarak tespit edilmistir. Test edilen dort
bal numunesinde flavonoid madde igerigi Anzer ve Kestane balinda tespit
edilebilmigtir. Antioksidan degerine bakildiginda en yiliksek deger Anzer ballinda
tespit edilmistir. incelenen numunelerin arasinda ¢ok degisken olmasada farkliliklar
gozlenmistir. Tespit edilen bu farkliliklarin nedeni olarak farkli cografik kosullar ve
balin icermis oldugu bilesenlerin farkli miktarlarda olmasiyla agiklanabilir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION AND COMPARISON OF PHYSICO-CHEMICAL
ACTIVITIES, ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL
PROPERTIES OF FOUR DIFFERENT HONEY VARIETIES
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This study aims to examine, determine and compare the physicochemical and
biological characterizations of honey samples taken from Bayburt, Ordu and Rize,
three provinces where beekeeping contributes significantly to the economy in Turkey.
Four honey samples, two from Bayburt Kitre village, one from Ordu Yoroz region and
one from Rize Anzer region, were collected. Total phenolic and flavonoid contents of
the collected samples, antioxidant activities with DPPH free radical scavenging and
FRAP determination, and antibacterial activities with Kirby-Bauer Disk diffusion
analysis and Minimal Inhibitory Concentration (MIC) assay were investigated. In
addition, urease, glucose-oxidase activity, UV-Vis and FTIR analyzes were performed
as enzyme inhibition analysis of the samples. As a result of the analysis, Anzer honey
with the highest phenolic content was determined as Black Hive honey with the lowest.
In the four honey samples tested, the flavonoid content could be determined in Anzer
and Chestnut honey. Considering the antioxidant value, the highest value was
determined in Anzer honey. Differences were observed, although not very variable,
among the samples examined. The reason for these differences can be explained by
different geographical conditions and the different amounts of components contained
in honey.

Keywords: Antibacterial, Antifungal, Honey, Bioactivity



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi ve c¢alismanin yiiriitiilmesi esnasinda bana yol
gdsteren danisman hocam Saym Dog. Dr. Omer ERTURK e ve tez yazim asamasinda
desteklerini esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Melek COL AYVAZ’a tesekkiir ederim.
Ayrica, analizlerin yapimindaki desteklerinden dolay1 Sayin Dr. Ogr. Uyesi Elif CIL’e

tesekkiir ederim.

Ayni zamanda, yasamim boyunca maddi ve manevi desteklerini her an
tizerimde hissettigim babam Arslan Azmi DEMIR, annem Emine DEMIR ’e tesekkiirii
bir borg bilirim.

Ayrica, tez calismasina B-1827 numarali proje ile destek saglayan Ordu

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigiine tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa

TEZ BILDIRIMI.......cocooiiiiiiiiic e |
(@ )74 = E 1
ABSTRACT .ttt sttt b et r et et nae e i
TESEKKUR ....cocooviiiiiieeeeeeeeee ettt sttt en sttt v
ICINDEKILER ..........ooiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt \Y;
SEKIL LISTEST ..ottt Vil
CIZELGE LISTESI .......ooooiooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt Vil
SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI..........cccccoovviniiniiseee e IX
L IR 123 1R 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI ...ttt 3
2.1 AriciliZin Tarihi GeliSImi.......coiueiiiiieiiiieiiii e 3
2.2 Diinya’da ve Tiirkiye de AT1CIlIK ......coooviiiiiiiiii 4
2.3 Bl i ettt es 4
2.3.1 Bl HASAL...coiiiiiiii ittt et e e e e aaae e e 6
2.3.2 Turkiye’de ve Dinyada Bal TiCareti.........ccocevvverveiisiesiese e ese e 6
2.3.4 Balin FiziKSel OZEIIKIETT .......vvveveeeeieeeeeeeeee et e e, 9
2.3.5 Balin Kimyasal OZellIKIET . ..........ccoveveverereeeeeeererereeesesesesesesesesesesesesesesesesesesenenens 11
2.5 POIBN. .« bbb b 16
G I (0] 010 1RSSR 17
2.7 Bal IMUMU <.ttt bttt st sne b 18
R I & A< o o U UPRRSPSR 18
N o B 113 SRR 19
2.10 Balin Insan Sagligi Uzerindeki EtKiSi.......ocoovevovereverererieirieieeeeeesesesesenesenesesenenens 19
2.11 Balin Ureaz Enzimi Uzerinde Etkisi ve Ureaz Enziminin Kullanim Alanlari... 22
3. MATERYAL Ve YONTEMLER .....cceiiiiiiiiieeeeeeee e, 23
3.1 Numunlerin Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmas.................ocooieiiennen, 23
3.2 Ballarin Baz1 Fiziksel ve Kimyasal Analizleri.........cccccccovviiiiieniiieniiiccniien, 24
2 L N . e e ee e 24
3.2.2 Glikoz Ve FruKtoZ MIKtar........ccceeeiiiiiiieeiiiiee et 24
3.2.3 DIASAZ SAYIST.cuviiiiiiiiiiiiiiriee it 25
3.2.4 Elektriksel T1etkenliK ......c.cvcviveveiiieieiietes ettt 25
3.2.5 PH OIGUMU ...ttt 26
R 07 1S (S N =1 § -2 S PSR 26
3.2.7 Serbest ASIIIK ANAIZI ......cooviiiiieice e 26
3.2.8 HMF (Hidroksimetilfurfural) Analizi...........cccccveviiiiiieeie e 26
3.3 Demir (/1) indirgeme Antioksidan Gii¢ — FRAP ve DPPH Radikal Temizleme
Aktivitesi Antioksidan AnalizIeri ... 27

3.4 Toplam Fenolik Madde Tayini (TPC).......ccociiieiiiieiieieee e 28
3.5 Toplam Flavonoid Madde Tayini (TFC) ....cccoveiiiiiiiereee e 29
3.6 ENZIM INNIDISYONU ...ooviiiiiiiieece e e 29
3.6.1 Ureaz Enzim INhibiSYONU.......cceeveveveveeeieieieieieeeie ettt 29
3.6.2 Glukoz-Oksidaz AKLIVITESININ TAYINT ..cc.eeviiieiiiie e 30
3.7 UV-Vis Spektrum Ve FTIR ANAIIZI .....c.ccovevveiieiicie e 31
3.8 AntimiKrobiyal AKUVITE ........ccoiiiiiie e 31
3.8.1 Kirby-Bauer Disk Diflisyon ANaliZi .........ccccoeiveveiiieieeic e 31



3.8.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ..........cccccoeevivivceeereeeceeennen. 32

3.9 IstatiStIKSEl ANAZIET........ccvevieieieereieieeeec e 34
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ottt 35
4.1 Numunelerin Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuglari...........cccccoeveiiiiiiiiininnnns 35
4.2 Antioksidan Analizleri Bulgulart...........cccoooiiiiiiiiiiii 38

4.2.1 Numunelerin Toplam Flavonoid Madde, Toplam Fenolik Madde, Demir (/111)
Indirgeme Antioksidan Gii¢ — FRAP Tayini Ve DPPH Radikal Temizleme

Aktivitesi Tayini Bulgulari..........cccoceiiiiiiiiii e 38
4.3 ENZIM INNIDISYONU ... 43
4.3.1 Ureaz Enzim Inhibisyonu Ve Glukoz-Oksidaz Aktivite Bulgulari .................. 43
4.4 Numunelerin UV-Vis Spektrum ve FTIR Deneylerinin Bulgulari...................... 44
4.5 AntimiKrobiyal AKLIVITE .........coviieiece e 47
4.5.1 Numunelerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) ve Kirby-Bauer Disk

Difflizyon Bul@ulart .........cccoviiiiiiiiiii e 47
D SONUGC ...ttt et e e e e 52
B KAYNAKLAR .ottt b bbbt 52
(0Y.7€3 261\ 1 17T Hata! Yer isareti tammmlanmamus.

Vi



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 2. 1 Balin Saglik Uzering EtKileri.........coeveviveveeieiecieeceeceeeeeeeeeeee e 21
Sekil 3. 1 Kirby-Bauer Disk-Diflizyon Deneyi...........ocevviiiiiiiiiii i e ee 032
Sekil 3. 2 MIK Konsantrasyon TeSti......uuuuernernereseeteseeseesaeseseseeeeeeeeneeneennnn, 33
Sekil 4. 1 Toplam Fenolik I¢erik ve Antioksidan Aktivitesi Korelasyon Grafigi.............. 39
Sekil 4. 2 Toplam Fenolik igerik ve DPPH Aktivitesi Korelasyon Grafigi ...........cccveueeenee. 40
Sekil 4. 3 Antioksidan ve DPPH Aktivitesinin Korelasyon Grafigi..........c.ccoocvviveiiniiiniiennns 41
Sekil 4. 4 UV-Vis. Bal Orneklerinin Spektrumlart (H1-H4) ........oooveeeeeeeeececceceeeeenes 45

Vil



CIZELGE LISTESI

Sayfa

Cizelge 2. 1 Balin DILESIMI...c..iiuiiiieieiiesiiesie ettt sttt sneesbeeeesneenes 5
Cizelge 2. 2 Tiirkiye’de yillara gore bal tretim miktarmnin (ton) degisimi .........coovineriins 7
Cizelge 3. 1 Bal OMMEKIEIT .....oc.viiiiiieeee e 23
Cizelge 3. 2 Kullanilan Bakteri ve Mantar TUIIETT ......ocveieeiviie e 31
Cizelge 4. 1 Bal Numunelerinin Fizikokimyasal Analiz Sonuglart............ccccceveriinvinnnnnnne 37
Cizelge 4. 2 Bal Orneklerinin Toplam Fenolik (TP), Toplam Flavonoid (TF) igerik........... 39
Cizelge 4. 3 Bal orneklerinin fenolik icerikleri (ug fenolik/mg 6rnek cinsinden.................. 43
Cizelge 4. 4 Bal Orneklerinin Ureaz Enzimi Inhibisyonu ve Glikoz-Oksidaz Aktivite........ 44
Cizelge 4. 5 Bal Orneklerinin UV-Vis. Absorpsiyon Bantlart (H1-H4) .........ccccccoevrevnnene, 45
Cizelge 4. 6 Orneklerinin FTIR Spektrum Atamalart (H1-H4)........coccoovveeeeceeececceeeenes 46
Cizelge 4. 7 Dért Farkli Bal Numunesinin Bakteriler ve Funguslar Uzerinde Yaptigi
Antimikrobiyal Etki Disk Diflizyon Yontemiyle Olusan.........c.ccceviveiiiiieniiiienninnene 51

Vil



SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI

%

°C

ATR
FeSOq
FRAP
FTIR
HDA-10
H20
H20:2
H1

H2

H3

H4
HMF
HPLC
MeOH
MiK
mg

mg GAE/kg

- YUzde

: Santigrat

: Atenuated Toplama Yansima

: Demir Stlfat

: Demir Indirgeyici Antioksidan Giic
: Fouriertransform Kizil Otesi

: 10-hidroksi-2-dekanoik asit

:Su

: Hidrojen Peroksit

: Bayburt Kara Kovan Bali

: Bayburt Cigek Bali

: Kestane Bali

. Anzer Bali

- Hidroksi metil furfural

. Yiiksek performansl Sivi Kromatografi
: Metil Alkol

: Minimal Inhibitér Konsantrasyon

: Miligram

: Milligram Gallik AsitEsdegeri/kilogram
: Mikromolar

: Milimolar

: Sodyum Hidroksit

: Ultraviyole Gorunir Spektrum

: Tirk Gida Kodeksi




1. GIRIS

Bal en eski ¢aglardan beri insan tarafindan deger goren besin kaynaklarindan
biridir. Arilar tarafindan tretilen bir gida olan balin giinlimiizde yaygin bir sekilde
ticareti yapilmaktadir (Crane, 1980 ve 1990). Arilar ¢ok ¢esitli bitkisel kaynak
kullandiklarindan dolay1 bal ¢esitliligi cok olup ve hig bir bal tam olarak digeri ile ayn1
degildir. Bunun en 6nemli nedeni ballarin farkli iklim sartlarina maruz kalmasi ve
farkli bitkilerden elde edilmesidir. Uretilen ballarin cesitliliginde yaklasik olarak
farklilik gosteren 181 maddenin bazilarinin balin kendi yapisina 6zel ve benzersiz
oldugu bilinmektedir (Crane,1990). Bu farklilik satisa standart iiriin ¢ikarmakta sorun
olarak goriilmektedir. Balin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi, belli cografi ve

bitki orijinlerine goére smiflandirilmasi tiiketiciye Ozel {iriin olarak sunulmasinda

etkendir (Crane, 1979a; Oddo ve ark., 2004).

Insanlarin ariciign dgrenmeleri ve gelistirmeleri ile birlikte basta bal olmak
Uzere insanlara hem saglik hem besin agisindan yarar1 olan birgok Onemli Griin
uretilmektedir. Hem beslenme hem sagliga etkisi bakimindan bal onemli igerige
sahiptir. Balin icermis oldugu bu bilesenlerin basinda karbonhidratlarin gelmesiyle
birlikte bir miktar protein, enzim, iz element, vitamin, polifenol, aminoasit, mineral ve
aroma Dbilesenlerini de icerisinde bulundurmaktadir. Bal, besinlerin sindiriminin
gerceklesmesinde yararli etki gostermekle birlikte besinlerin geri emiliminde de etken
bir sekilde rol oynayarak insanlarin besinlerden faydalanma derecesini arttirmaktadir

(Ay ve Yigit, 2016).

Bal; bitkilerin ¢igeklerinde bulunan nektarlarin (bal 6ziiniin) arilar tarafindan
toplandiktan sonra, viicutlarinda bilesimlerinin degistirilmesi ve petekte olgunlagmasi
ile meydana gelen tath iiriindiir (Otles, 1995). Nektar, balin ham maddesi olarak bilinir.
Icerisinde ¢oziinmiis seker bulunduran bir siv1 olan nektarm, farkli oranlarda yag,
vitamin, alkaloit, aminoasit, protein, enzim, organik asit ve antioksidanlar icerdigi
belirtilmistir. Nektarda farkli bilesiklerin bulunmasi, balin arilar tarafindan
toplandiktan sonar midesinde olgunlastirma islemini gercgeklestirdigi esnada farkli
bilesenlerin bala eklendigini gostermektedir (Krell, 1996). Arilar nektar1 toplarken,

beslenmesinde kullandig1 polenleri de kovana tasir ve depo eder (Unlii, 1994).



Hastaliklara kars1 bagisiklik sistemini gili¢lendirici, iyilestirici, koruyucu etkiye
sahip olan polen, icerisinde fazla miktarda protein, mineral ve protein bulundurur
(Sorkun, 1987; Cakmak, 2001). Bu bilesiklerin bazilar1 bitkisel bazilar1 ar1 kokenlidir
(Sato ve Miyata, 2000). Bal, bazi ilaglarin yapiminda kullanilmasiyla birlikte,
gidalarda dogal tatlandirici olarak da kullanilabilmektedir (Molan, 2001). Son yillarda
dogal bir {irlin olan balin bagisiklik sistemini kuvvetlendirici ve kanseri engelleyici

nitelikte oldugu gosterilmistir (Lien ve Li, 1985).

Bu calismanin amaci, Tiirkiye'de ariciligin ekonomiye énemli katki sagladigi
uc il olan Bayburt, Ordu ve Rize illerinden alinan bal 6rneklerinin fizikokimyasal ve

biyolojik karakterizasyonlarinin incelenerek belirlenmesi ve karsilastirilmasidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bal, arilar tarafindan iiretilen, insanlar tarafindan deger verilen 6nemli besin
kaynaklarindan birisidir. Baz1 medeniyetler bal i¢in avlanmakta, bal ve bal arilarini
kutsal olarak gormektedir. Bal avciligi pek ¢ok yerde ariciligin 6niine gecerek uzun
bir siire bu sekilde devam etmistir (Crane, 1979a ve 1990).

2.1 Aricihigin Tarihi Gelisimi

Arilarin diinyaya insanoglu yerlesmeden bal iiretmeye bagladiklar1 yapilan
caligmalara gore bilinmektedir. Ariciligin ¢ok eski caglara dayandigi magara
resimleriyle, eski tarihlere ait fosiller ve benzeri bulgularla ortaya koyulmaktadir.
Yapilan kazi calismalarinda ar1 kiiltiiriintin ilk kez yapildig1 tilke Misir’dir. An
yetistiriciliginin Misirda basladigini tarihi kayitlar, resimler ve yazitlar gostermektedir
(Korkmaz, 2010). An yetistiriciligi Anadolu ile birlikte Avrupa’da da 6nemli yer
tutmaktadir. Farkl iilkelere go¢menler ile tasinan aricilik, kutuplarin yer almadigi
yerlesik hayata gegirilen bir¢ok uygun yerde yapilir. Birgok alanda yayilim gosteren
ve bu alanlara daha iyi adapte olmus arilarin, yayilim gosterdikleri tilkelerde de aricilik
olduk¢a yayginlagarak gelisim gdstermektedir. Tarihi gelisim siirecinde 6nce agac
kiitiikleri sonrasinda kil ve topraktan yapilmis kovanlar kullanilmistir. Giinlimiize

gelene kadar bugiin kullanilan kovanlar gelistirilmistir.

Eski ¢aglardan beri aricilikla ilgili calismalar 16. yUzyildan beri birbirini takip
eden bilim ve teknolojik gelismelerle dogru orantili olarak ortaya ¢ikmistir. Yapilan
bazi ¢caligmalarla birlikte ana arinin yumurtadan olustugunun, kralige arinin ana ve disi
ar1 oldugu, bal arilarinin Apis mellifera olarak adlandirildiginin, kralige arinin kovan
disina ¢ikip ucarken ciftlestiginin, is¢i arilarin kovanlara nektar getirdikten sonra
kovanlar iizerinde ugarak birtakim hareketler yaptiklari bilim insanlari tarafindan rapor
edilmistir. Bal arilarinin ana vatan1 Afrika, Asya ve Avrupa olmastyla birlikte modern
ariciligin temeli ABD'ye bal arillarinin goétiiriilmesiyle baslamistir. Arilarin dogal
yasamima uygun ilk kovan tipi Lorenzo Langstroth’un gelistirdigi bildirilmistir

(Korkmaz, 2003).



Insanlar balm belirli bir miktarin1 kovandaki arilara zarar vermeden alarak,
belirli bir miktar bal1 da balin toplandig1 aga¢ kovuklarindaki arilara birakarak aricilik
meslegine bagladiklar1 bildirilmistir. Arilarin hayat dongiisiiniin ve biyolojik yapisinin
aricilar tarafindan anlagilmaya baslamasiyla aricilikla ilgili yontemler gelistirilmistir.
Gelistirin yontemlerle birlikte arilarin {stiindeki kontroliin kovanlarin iglerinin
izlenmesine imkan bulundugu ve monte edilebilir kovanlarin elde edilmeye

baslanmasiyla modern ariciligin temelinin atildig1 bildirilmistir (Sunay ve Samanci,
2008).

2.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de Aricilik

Diinya niifusunun artisiyla beraber aricilik faaliyetlerinde de artis
goriilmektedir. Aricilik diinyada bircok alanla beraber yayilim gostermis
uygulamalardan birisidir. Arilarin  zirai {riinlerin  gelisiminde ve bitkilerin
tozlasmasinda fazla miktarda yararli katki saglayan bir rolii oldugu bilinmektedir

(Oztiirk, 2001; Crane, 2003).

Arilarin habitatinin ve biyolojisinin anlasilmasiyla birlikte aricilik teknikleri
gelismis ve arilar lizerinde kontrol daha etkili bir sekilde saglanmistir. 1851 yilinda
monte edilebilir kovanlarin elde edilmesiyle modern aricilik adimlar1 atilmistir.
Tirkiye’de son yillarda zengin bitki ortiisii ve ¢evresel kosullar1 sayesinde aricilik
genis alanlarda yayilim gostermektedir. Bu yayilim iilkemizde kovan ve koloni
sayisin1 arttirmistir (Kumova ve Korkmaz, 2007). Ulkemizin bitki ortisi, cevresel
kosullari, yiiz 6l¢timii ve topografik yapisi dikkate alindiginda aricilik mesleginde ¢ok

daha iyi durumda olmalidir (Sirali, 2002).

2.3 Bal

Evrimsel gelisime bakildiginda, bitkilerden toplanan nektar ve salgilar ile arilar
bal yapabilir hale gelmistir (Crane, 1990). Bal, TGK’da 2012 / 58 sayili teblige gore
“bal arisinin bitki nektarlari, bitkinin canli kisimlar1 salgilar1 ya da bitkinin canli
kisimlar iizerinde yasayan bitki emici boceklerin salgilarini toplayip kendine 6zgii
maddelerle birlestirerek degistirdigi, nem miktarin1 diisiiriip peteklerde depolayarak

olgunlastirdigi dogal iiriin” olarak tanimlama yapilmistir (Anonim, 2010).



Bal yapisal olarak igerisinde 200°e yakin farkli ¢esit bilesen bulunmaktadir.
Balin igeriginde organik asitler, flavonoitler, vitaminler, mineraller, fenolik asitler,
aminoasitler, enzimler vb. bilesenler bulunmaktadir. Bal icerdigi bilesenlerle birlikte
besin deger yiiksek, hazmi kolay, ¢ogu hastalia koruyucu etkisi olan hastalik
tedavilerinde tercih edilen bir gidadir (Ozmen ve Alkin, 2006; Spilioti ve ark., 2014).

Balin ham maddesi nektardir. Balin hammaddesi olan nektarin biiyiik bir kismi
ciceklerden gelmektedir. Ballarin bir kismmin nektari ¢icegin digindaki bitkisel
kaynakli canli kisimlardan elde edilerek {iretilir. Salgi bali iiretimi bu sekilde
gerceklestirilen bal ¢esididir. Salgi baz1 emici boceklerin salgiladig: bitkisel kaynakl
fakat cicekle ilgisi olmayan igerisinde seker bulunan bir sividir. Bitkiler tarafindan
iiretilen nektar ve polen, boceklere veya benzeri bagka hayvanlara ¢igekler tarafindan
tozlagma i¢in yem olarak sunulur. Bdceklerle tozlasan birgok bitki hi¢c nektar
Uretmeden sadece polen iretir. Tozlasmada arilar en 6nemli eklembacaklilardir.

Tozlagmayla birlikte bal bitkilerin yan tiriiniidiir (Crane, 1979b).

Balin bilesiminin degisken olmasinda bir¢ok faktor etkilidir. Bu etkenlerin
basinda ¢i¢ek kaynagi gelmekle beraber, isleme, gevresel ve mevsimsel faktorler de
dis etmen olarak etkili olmaktadir. Bal, friiktoz (%38) ve glikoz (%31)
monosakkaritlerinin bulundugu doygun bir ¢ozeltidir (Alvarez—Suarez ve ark. 2010).
Balin kuru agirliginin biiyiik bir kismi1 karbonhidrat kaynakli olmakla birlikte bu
karbonhidratlar monosakkarit, disakkaritler ve oligosakkaritlerden olusmaktadir.
Genel olarak sekerlerin %70’1 monosakkarit %10-15"1 disakkaritler ve geri kalam

oligosakkaritlerden olusmaktadir (Aygun, 2015).

Cizelge 2. 1 Balin bilesimi (Santos-Buelga ve Gonzalez-Paramaés, 2017)

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




Bal igerisinde insanlarin saglig1 lizerinde yararli etkiye sahip fazla miktarda
mineral igeren besleyici bir gidadir. Incelenen ¢alismalarda balin igerisinde yararl
metallerin yan1 sira agir metallere de rastlanmistir. Bu agir metalleri igeren ar1
tirtinlerinin ¢evre kirliligi indikatorii ve ¢evre kirliliginin tespitinde ucuz ve etkili bir

takip yontemi olabilecegi belirtilmistir (Nisbet ark., 2013).

2.3.1 Bal Hasati

Hasat islemi kolonilerden uzak olan arazi gibi agik alanlarda "hasat cadir"
denen kapali bir alanin kurulmasi ile baslar. Hasat ¢cadirinin igerisinde bal hasat1 islemi
icin gerekli olan peteklerin ve ballarin yerlestirilecegi bos balliklar ve bal tenekeleri,
balin siiziilmesi i¢in slizme makinasi gibi hasat ekipmanlar1 da bulunmaktadir.
Genellikle bal hasat1 petek gozlerinin 2/3’1 veya 3/4“t kadarinin is¢i arilar tarafindan
bal mumu ile karistirildiktan sonra yapilmasi ve hasat yapilirken arilar igin yeterli
oranda balin birakilmasi gerekir. Yeterli balin birakilmamasi “yagmacilik” olarak
adlandirilir. Arilarin yeterli miktarda kullanacagi balin olmamasi balin verimini

olumsuz olarak etkiler (Korkmaz, 2003).

Bal hasati i¢in hazirlanan araziye arilarin girigini engellemek icin yeterli
onlemlerin alinmas1 gerekmektedir. Onlemler alindiktan sonra alinan balli petekler
silkelenerek petekte bulunan arilarin uzaklastirilmasi saglanir. Arilarin uzaklastirilma
islemi bir firca yardimi ile de gergeklestirilebilmektedir. Uzaklastirma islemi
gerceklestirildikten sonra petekler bos balliklara yerlestirilip ¢adira getirilir.
Peteklerdeki yabanci maddelerin ekipmanlar yardimiyla temizlenme iglemi
gerceklestirildikten sonra bal iceren petekler siizme islemi i¢in makinaya alinir ve
stizliliir. Bal siiziildiikten sonra bosalan petekler ar1 kovanlarina tekrar yerlestirilir.
Stiziilerek elde edilen balin igerisinde istenmeyen bir¢ok kalint1 ve yabanci madde
bulunabilir. Yabanci madde kalintilarinin siiziilen baldan uzaklastirilmasi igin elekten
gecirilmeli ve yaklagik 2 giin dinlenme tankinda bekletilmelidir. Dinlendirilen ballar

kavanoza alinir ve pazara sunulmaktadir.

2.3.2 Turkiye’de ve Dunyada Bal Ticareti

Diinyada bal ihracatinin yiiksek bir kismi Arjantin ve Cin yapilmaktadir.
Geriye kalan balin ihracatim1 ise Tiirkiye ile Macaristan, Meksika, Brezilya, Sili,
Uruguay, Romanya, Kanada, Bulgaristan, Hindistan, Salvador ve Vietnam

yapmaktadir.



Bu iilkelerden bal ihracatinin basinda gelen Cin, Arjantin ve Meksika ihracatin toplam

pazar paylarinin %59’unu olusturmaktadir (Oztlirk, 2001; Sunay ve ark. 2004).

Diinyada besin degeri yiiksek olan bal ile birlikte ar1 siitii, propolis, polen, ar1
zehri, bal mumu gibi ar1 Uriinlerinin de ticareti yapilmaktadir. Ticareti yapilan bu
urtnler pek ¢ok llkede bir¢ok hastalik tedavisinde kullanilmaktadir. Tarimi gelismis
tilkelerde bitkisel iiretimde miktar ve kaliteyi artirmak i¢in de aricilik yapilmaktadir.
Dogaya zarar vermeden yapilan ender tarimsal faaliyetlerden biri olan aricilik ¢evreye

zarar vermeden siirdiiriilebilen bir tarim faaliyeti olacaktir (Oztiirk, 2001).

Tiirkiye bal tiretimi acisindan biyolojik ¢esitlilik, iklim ve ytikselti farliliklar:
gibi nedenlerden dolay: elverisli lilkelerden biri olarak kabul gérmektedir. Turkiye en
ylksek kovan ve bal {liretimini yaparak 2017 yilinda ilk bes {ilke arasina girmektedir

(Anonim, 2019).

Cizelge 2. 2 Tirkiye’de yillara gore bal tiretim miktarinin (ton) degisimi

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

Kovan bagina bal {iretiminde lilkemiz diger iilkelere gore geride kalmistir.
Ulkemizde bal iiretiminin {iretici profili, ar1 hastaliklari, ar1 zararlhilar1 ve destekleme
politikalar olarak siralanabilir. Aricilik iglemlerinin iyilestirilmesi bal veriminde daha
karli ve verimli iiretim saglayacaktir (Sakarya ve Cevrimli, 2018). Ulkemizde
thracatin1 yaptigimiz balin biiyiik bir kismini ¢am bal1 olusturmaktadir. Son yillarda
ay cicek ve pamuk ballarmin da ihracati yapilmaktadir. Ulke olarak yapilan bal

ihracatimiz 10.000 ton civarindadir.



Diinyada bal ithalatinin en 6nemli pazarlar1 Japonya ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde bulunmaktadir. Diinyada bal {iretiminin bir kismi1 uluslararasi ticarete
girmektedir. Diinyada bal ithalatinda en 6nemli orana Avrupa pazarlari sahiptir.
Avrupa’da ithalat¢1 iilkelerden en onemlisi Almanya’dir. Tiirkiye’nin bal iiretimi

Almanya’nin yapmus oldugu bal ithalatindan azdir (Oztiirk, 2001; Sunay ve ark. 2004).
2.3.3 Bal Cesitleri

Ballar kaynagini almis olduklar1 bitki orijinine gore siniflandirilir. Bal elde
edildigi kaynaginin yani sira, fiziksel durumuna, mevsimine, cografik orijine, satis ve
tiretilis sekline gore de siniflandirilabilir (White, 2003). Satisa sunulan bal ¢esitlerinin
elde edimesinde sadece bir ¢gigekten ya da birden fazla ¢igekten elde edilmis ¢ok ¢esit
bal bulunmaktadir. Arilarin sadece bir ¢igekten topladiklar1 nektar ile yaptiklari ballara
monoflora ballar, arilarin farkli gigeklerden topladiklari nektarlar ile yaptiklar1 ballara
poliflora ballar denir (Sunay ve ark., 2004). Tiirk Gida Kodeksi (TGK) 2012/58 nolu
Bal Tebligi’ ne gore bal ii¢ temel sinifa ayrilmaktadir (Anonim, 2012).

Kaynagina Gore Ballar:
Salgi bali ve ¢igek bali bu siifina ait bal gesitleridir.

Cicek bali: Kaynak olarak nektarin kullanildig: bal ¢esididir. Bu balin eldesinde bir
cicekten ya da birden fazla gigekten nektar toplanabilir.

Salg1 bali: Cam bali olarak da bilinen, bitkinin canli kisimlarinin salgisindan ya da

canli kisim {izerinde yasayan emici boceklerin salgilarindan elde edilen bal ¢esididir.
Pazara Sunulus veya Uretim Sekline Gore Ballar:

Petekli bal, siizme bal, sizma bal, pres bal, petekli siizme bal, filtre bal bu sinifa ait bal

cesitleridir.

Petekli bal: Saf balmumundan hazirlanmis ana peteklerin tamami veya biiyiik boliimii

sirlanmis olarak satisa sunulan bal ¢esididir.

Stizme bal: Sirlar1 alinan yavrusuz peteklerden santrifiij yolu ile elde edilen bal

cesididir.
S1izma bal: Peteklerden sizdirilarak elde edilen bal ¢esididir.

Pres bali: Yavrusu olmayan peteklerin dogrudan veya 45°C’yi agsmamak iizere
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sitilarak preslenmesi ile elde edilen bal ¢esididir.

Petekli stizme bal: Siizme bal icerisinde petekli bal pargalari ile hazirlanmis bal
cesididir.
Filtre edilmis bal: Yabanci organik veya inorganik maddelerin filtrasyon yolu polen

icerigi Onemli Ol¢iide azalmis bal ¢esididir.
Uretilmis Oldugu Materyale Gore:
Dogal petekli bal, firincilik bali, kara kovan bali bu sinifa ait bal ¢esitleridir.

Firincilik bah: Yabanci tat ve kokuya sahip fermente olmus veya yiiksek sicaklikta
islem gormiis, endiistriyel veya daha sonra islenecek diger gida maddelerinde bilesen

olarak kullanilma amagli bal ¢esididir.

Dogal petekli bal: Modern kovanlarda ana petek kullanilmadan, arilar tarafindan

petegi ile beraber {iretilen bal ¢esididir.

Kara kovan: Kara kovanlarda igerisinde ana petek kullanilmadan, arilarin petek

kullanarak yapmis oldugu bal cesididir (Nakilcioglu ve Otles, 2015).

2.3.4 Balin Fiziksel Ozellikleri

Viskozitesi (Kivami)

Bal viskozitesi yiiksek bir besindir. Balin seker igeriginden dolay1 sicaklik
arttikga viskozitesi azalir, kuru madde yogunlugu arttik¢a viskozitesi artar (Oroian,
2013). Yapilan calisma ve arastirmalara gore aycicegi, kekik, koknar, portakal, pamuk
ve ¢am ballarinin viskozitesi 2.54-23.4 Pas arasinda degismektedir (Yanniotis ve ark.,
2006). Arastirmalarda toplanan bal numunelerinin viskozite degerinin 1.77-11.38 Pas
araliginda degistigi bildirilmektedir. Yapilan calisma 6rneklerinden viskozite degeri
en diisiik olan bal yonca, viskozite degeri en yiiksek olan bal sedir bali oldugu

belirtilmistir (Anonim, 2010).



Elektriksel iletkenlik

Cigek ballar1 ile salgi ballarin1 ayirt etmek i¢in kullanilan bir degerdir.
Elektriksel iletkenlik degeri ayrica ballarin mineral ve asit miktarina gore degisim

gosterebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda bu deger salgi ballarinda daha yiiksektir.

Salgi ballarinin iletkenlik degeri en diisiik 0.8 mS/cm iken ¢icek balinda ise en
yiiksek iletkenlik degeri 0.8 mS/cm olarak belirlenmistir (Bilgen Cinar, 2010; Anonim,
2012; Batu ve ark., 2013). Balda bulunan protein miktari, organik asit ve mineraller
elektriksel iletkenlik degerini arttirici, balin su igeriginin ise iletkenlik degeri ile

azaltic1 yonde iliski kurdugu belirlenmistir (Chua ve ark., 2012).
Kristallenme (Kristalizasyon)

Balin igerisinde bulunan glikoz sekerinin bir siire sonra belirli bir degere
ulasarak dibe ¢okmesine kristalizasyon denir. Balin kristallenme hiz1i igerisinde
bulunan seker ve su miktarina gore degisim gosterebilmektedir. Cicek ballarinda
mutlaka belirli bir siire sonra kristallenme olur. Balin kristalize durumu ve miktari,

icerdigi seker yapisi, sicakligi ve nem igerigi ile ilgilidir.

Kristallenmenin baslica nedenleri;

* Yararlanilan bitki tiirii

» Kovandan bal alimin zamaninda olup olmamasi

* Yeni veya eski peteklerin kullanilmasi

* Partikiil ve polen miktari

* Bal depo edilen yerin maruz kaldig: sicaklik ve nem

* Balin icerdigi hava kabarciklar

* Ambalaj kaplarinin ¢esitleri gibi nedenlerdir (Zircher ve Hadorn, 1974).

Peteklerdeki kapali hiicreler balin nemden, tozdan, diger kontaminantlardan ve
diger kristallerden korunmasinmi saglar. Bundan dolayr genel olarak bal petekte
kristalize olmaz (Crane, 1980). Kristallenme i¢in ideal olan sicaklik degeri 14°C’dir.
Ancak 10°C’nin altinda kristallesmenin yavaslamasiyla birlikte 26.5°C’nin (zerinde

bal kristalize olmaz (Zlrcher ve Hadorn, 1974).
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Kristalizasyon balda, glikoz miktarinin olmasi gereken seviyenin altina
diismesi ile su miktarinda meydana gelen artisla birlikte balda maya hiicreleri geliserek
mayalanmaya neden olur (Shafiq ve ark., 2012). Bu ger¢eklesen mayalanma ile birlikte
balin yapisinda bozulmalar oldugu gézlemlenmistir (Anonim, 2014; Nakilcioglu ve
Otles, 2015).

Renk

Bal rengini, bala uygulanan 1si1l islem, sahip oldugu sicak iklim, igerdigi
mineral miktar1 ve maruz kaldig1 doga kosullar1 gibi etmenlerin etkiledigi bildirilmistir
(Anonim, 2011). Nektardaki renk degisimleri, esmerlesme reaksiyonlar1 polen rengi
ve bal g¢ercevelerinin kullanim siiresinin de bal renginin degisimde etkili oldugu
belirtilmistir (Nombré ve ark., 2010). Balin renginin tanimlamasinda Lovibond
kolarimetresininden veya Pfund sikalasindan yararlanilmaktadir (Nakilcioglu ve
Otles, 2015). TGK ve TSE ‘ye gére bali rengi “su beyazi ile koyu kahverengi arasinda
degisebilen’’ tonlarda olmalidir (Anonim, 2011). Mineral madde igerigi fazla olan

ballarin daha koyu renkli oldugu ifade edilmistir (Sahinler, 2000).

Bal rengi balin lezzetiyle iliskilendirilmektedir. A¢ik renkli ballarin tatlar1 daha
yumusakken, renkleri daha koyu olan ballar tatlar1 daha keskin ve belirgin oldugu
ifade edilmistir (White, 2003). Balin rengi balin ticaretinde de olduk¢a Gnemli ve
etkileyici bir 6zelliktedir. Agik renkli ballarin tiikketimde 6n planda iken koyu renkli
ballarin daha ¢ok endiistriyel olarak kullanildig: ifade edilmektedir (Krell, 1996).

2.3.5 Balin Kimyasal Ozellikleri
Antioksidan Aktivite

Antioksidan, toksik maddelerin viicuttan uzaklastirilmasini saglayan ve
viicudu serbest radikal zararlilarindan koruyan maddelerdir. Bitki 6ziitlerinden elde
edilen balin i¢ermis oldugu antioksidan degerinin yiiksek olmasi bala olan ilginin
artmasina neden oldugu belirtilmektedir (Rice-Evans ve Miller, 1997). Balin
antioksidan aktivitesi, fenolik icerigi ile pozitif iligkilidir. Genel olarak rengi koyu olan
bal cesitlerinde fenolik icerik ve antioksidan aktivitenin diger bilesiklere gore daha

yiiksek oldugu bilinmektedir (Sarikaya, 2009).
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Balin sahip oldugu antioksidan etkinin bir¢ok hastaliklarin ve kanser
tedavilerinde 6nemli etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Al-Habori ve ark., 2002;
Pyrzynska ve Biesaga, 2009; Miotto, 2010).

Su icerigi

Balin icerdigi suyun temel kaynagi nektardir. Balin hasat zamani, iklim
kosullar1, depolama sartlar1 ve sirlanmis petek ylizdesi balin su igerigi iizerinde
etkilidir. Bal tebligine gore su icerigi %20°‘yi gecmemeli ve %10-20 arasinda
olmalhidir. Balin igerisinde su yiizdesi balin kalitesinde, kristallesmesinde
viskozitesinde, tadinda, balin raf dmriiniin ve olgunlagma diizeyinin belirlenmesinde
onemli bir kriter olarak tercih edilmektedir. Incelenen ¢alismalarda su iceriginin balda
az olmasi mayalanmay1 engelledigi yiiksek su i¢eriginin mayalanmaya neden oldugu

tespit edilmistir (Nombré ve ark., 2010; Anonim, 2012; Islam ve ark, 2012; Karabagias
ve ark., 2014; Stephens ve ark., 2015).

Enzim I¢erigi ve Aktivitesi

Bal enzimler bakimindan ¢ok zengin bir igerige sahiptir. Baldaki enzim igerigi
cok degiskendir. Cesitli arastiricilar balda diastaz veya amilaz, nikotin, invertaz,
katalaz, oksidaz, fosfataz enzimlerini bulmuslardir. Bu enzimlerin bir kismi1 bitkiden
gelmekte bir kismi ise arinin basindaki bezlerden salgilamaktadir. Diastaz, invertaz ve
gliko-oksidaz gibi enzimler balin igerisinde bulunan baslica enzimlerdir. Diastaz
enzimleri nektar ve ar1 kaynaklidir. Diastaz enzimleri bala uygulanan 1sil islem
depolama sirasinda balin tazeliginin degerlendirmesinde bir 6zellik olarak kullanilir

(Sak-Bosnar ve Sakac, 2012).

Glikoz-oksidaz, glikozu glikonik asit ve hidrojen peroksite katalizleyen diger
onemli bir enzimdir. Balin yara, hazimsizlik gibi gastrointestinal hastaliklarda,
bakteriyel gastroenterit, iilser ve duodenal iilserlerde tedavi edici olarak kullanilmasini
saglayan antimikrobiyal 6zelligi agirlikli olarak, hidrojen peroksit igerigine baglidir.
Balin enzim igerigi pek ¢ok faktdrden etkilenebilmekte ve bundan dolay1 orijin tespiti

i¢in uygun degildir (Anklam, 1998).
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Nem ve Fermantasyon (Mayalanma)

Balin icerdigi su miktarinin mayalanma {izerinde Onemli bir etkisi
bulunmaktadir (Chirife ve ark., 1982). Balda mayalarin etkisiyle mayalanma
ger¢eklesmektedir. Genellikle fruktoz ve glikoz kullanilarak etil alkol mayalanma

gercekleserek karbondioksit aciga ¢cikmaktadir

Balin igerisinde bulunan alkol oksijenle karsilastiginda su ve asetik aside
parcalanmaktadir. Bu par¢alanmanin sonucunda mayalanma gergeklesmesi balin
tadin1  eksitmektedir. Ozmotolerant mayalar balda genelde dogal olarak
bulunmaktadir. Saccharomyces spp. en ¢cok balda gézlenen maya tirleridir (Chirife ve
ark., 2006). Balin icerisinde bulunan su miktar1 raf dmriinii ve olgunlasma seviyesini
belirlemede 6nemli olgiitler arasindadir. TGK 2005’¢ goére balin igermis oldugu su

miktarinin %20°nin altinda olmasi gerekli goriilmektedir (Karadal ve Yildirim, 2012).
Mineral

Bal mineral i¢erigi bakimindan ¢ok zengin besleyici bir gidadir. Sodyum, iyot,
kalsiyum, stlfur, magnezyum, klorin, fosfor, potasyum, aliminyum, titanyum, boron,
bakir, krom, molibden, ¢inko, kursun, kalay, nikel, demir gibi maddelerin
miktarlariin degisken olabilecegi tayin edilmistir. Yapilan bir¢ok arastirmada rengi
koyu olan ballarin mineral igeriginin agik renkli ballardan daha fazla oldugu

belirlenmistir (White, 1979; Crane, 1990; Krell, 1996; White 2003).
Vitamin

Balin igerisinde mineral bilesenlerinin yani sira vitamin bilesenleri de yer
almaktadir. Riboflovin, pantotenik, niasin, tiamin, piridoksin ve askorbik asit
vitaminleri balin yapisinda degisken miktarda bulunan vitaminlerdir (White, 2003).
Bu vitaminlerin yaninda balda folik asit ve biotinin de bulundugu goriilmektedir

(Krell, 1996).
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Sekerler (Karbonhidratlar)

Bal, yapisinda bulunan karbonhidratlarin basinda monosakkaritlerin
gelmesinin yami sira disakkaritler ve yiiksek sekerlerde fazla miktarda bulunur.

Yapilan arastirma ve ¢alismalara gore balin yapisinda bulunan sekerler:
. Monosakkaritler olarak D-glikoz ve D-fruktoz

. Disakkaritler olarak sakkaroz, maltoz, izomaltoz, nigeroz, turanoz, maltuloz,

kojibiyoz, af- trehaloz, gentiobiyoz, laminaribioz, neorehaloz

. Yiiksek sekerler olarak panoz, erloz, maltatrioz, 1-ketoz, melizitoz,
izomaltositglikoz, theandroz, sentoz, izopanoz, izomaltosiltetroz, izomaltosilpentoz ve
rafinoz bulunur (White, 1979 ve 2003; Krell, 1996).

Nektarin yapisinda bu sekerlerden ¢ogu bulunmaz, fakat enzim ve asitlerin
etkisiyle balin olgunlagsmasi sirasinda olusmaktadir (White, 1979 ve 2003). Balin
icerisindeki seker orani tathilik seviyesini belirlemekle birlikte bazi ballar arasinda
tatlilik seviyesinde farklilik olusturmaktadir. Bu farkliligin temel nedeni ballarin
icerisindeki bulunan seker miktarindan kaynaklanmaktadir. Ballarin biliyiik bir
kisminda fruktoz sekeri miktar olarak diger sekerlere oranla fazladir, bir kag sekerden

glikoz miktarinin fazla oldugu belirtilmistir (White, 1979; Crane, 1980).

Yiiksek fiyatli bir¢ok gida tiriinlerinde hile oldugu gibi balda da basvurulan ve
sik rastlanan hile yontemleri gozlenir. Bala, yiiksek fruktozlu misir surubu (HFCS),
misir surubu, invert seker surubu gibi farklilik gésteren seker suruplarini ilavesi balda
en sik raslanan hile yontemlerinden biridir. Balin igeriginde bulundurdugu seker
yapilarinin bilinmesi, yapilan bu hilelere karsi tespit agisindan kolaylik saglar. Balin
icinde bulunan sakkarit tespitinde fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemler
kullanilabilmektedir. En sik olarak kullanilan yontemler Yiiksek performanslt Sivi
Kromatografi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC), Gaz Kromatografisi (GC)

ve amperometrik atimli dedektorlii iyon kromatografisidir (Anklam, 1998).

Oligosakkoritlerin balda tespiti yapilan hilenin anlasilmasi igin bir yontem
olabilir. Oligosakkoritlerin olugsmasi, kimyasal ve enzimatik yontemlerle HFCS ve

invert seker liretimi sirasinda gergeklesmektedir.
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Italyan bal numunelerin seker yapilart GC ydntemi ile aydinlatilmistir (Zunin
ve ark., 1987). Ayrica hile tespitinde baldaki sakkaroz ve erloz igerigi kullanilabilecegi
belirtilirken, maltoz / izomaltoz orani hile tespitinde uygun bulunmamistir (Anklam,

1998).

Cizelge 2. 3 Balin bazi1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (Anonim 2012; Anonim 2015)

Tiirk Gida Kodeksi Tiirk Standartlar Enstitiisii
Cigek Bali Salgi Bali Cigek Bali Salg1 Bah
Nem %20 %20 %20 %20 3.4-6.1
pH - - 3.4-6.1
Renk Su beyazindan Pfund skalaya Su beyazi ile Cogunlukla
koyu kahve gbre en az 60 koyu kahve koyu renkte,
rengine kadar olmahdir rengine arasi Pfund
skalayagore en
az 60
Olmahdir
Nisasta - Olmamal1 Olmamal1 Olmamali
Sakkaroz (en fazla) 5 g/100g 5 g/100g %5 (kitlece) %5 (kutlece)
Fruktoz-Glukoz (en 60 g/100g bal 45 g/100g bal %60 (katlece) %45 (kitlece)
az
Fr)uktoz/GIukoz 0.9-1.4 1.0-14 0.9-14 1.0-14
Elektrik iletkenligi En fazla 0.8 En az 0.8 mS/cm - -
mS/cm
Diyastaz sayisi (en 8 8 8 8
az)
HMF (en fazla) 40 mg/100 kg 40 mg/100 kg 40 mg/100 kg 40 mg/100 kg
Protein miktar1 (en 300 mg/100 kg 300 mg/100 kg 300 mg/100 kg 300 mg/100 kg
az)

Nektar kaynag1 olan binlerce bitki tiirli dogada bulunmaktadir. Dogadaki bu
bitki gruplarina drnek verecek olursak; yem bitkileri, kiiltiir bitkileri, kir ¢igekleri, agac
ve ¢alilar vb. bitkiler sayilabilir (Dogaroglu, 1999). Bir ¢igekten iiretilecek bal miktari,
nektarin seker i¢erigine ve toplam iiretilen nektar miktarina baghdir. Genellikle bitkide
bir seferde diisiik 6l¢iide nektar bulunur. Fazla miktarda nektar tireten ¢icekli bitkilerde
bile bu deger belirli bir 6l¢tidedir (Crane, 1979b). Arilarin tagiyabilecegi toplam nektar
miktar1 ortalama olarak 70 mg dolaylarindadir (Dogaroglu, 1999). Arilar bitkiden
nektar1 aldiktan sonra bal iirliniinii olusturabilirler. Arilarin nektara ulasamamasi, tath
olmamasi ve nektar kaynagi olan ¢igegin seklinin arinin davraniglarinda yorucu olmasi

nektarin bal i¢in kullanilma sansinin azalmasina neden olur (Crane, 1979b).
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Nektar tiretimini etkileyen bir¢ok etken gibi sicaklikta biiytlik dl¢lide iiretimi
etkilemektedir. Her bitkinin nektar {retecegi sicaklik farlilik gosterir. Hava
sicakliginin yiliksek olmamasi nektar iiretimini engeller. Ayrica ar1 tlirlerinin hepsi

12°C sicakligin altinda ugamazlar (Crane, 1979b).

2.5 Polen

Polen, ¢igege sahip olan bitkilerin erkek organlarinin tist bolumiinde yer alan Greme
hiicresidir. Arilar tarafindan toplanirken, agizlarinda bulunan 6zel enzimle birlikte
polen yapiskanlik kazanir. Bu yapiskanlik polenlerin topak halini almasini saglar ve
olusan bu {irline ar1 poleni denir (Anonim, 2014). Polenlerin renkleri, bigimleri ve
boyutlar1 bitkiden bitkiye farklilik gosterebilir. Bu farklilik ¢icegin 6zellikleri, iklim
kosullari, topragin 6zelliklerine gore degisebilmektedir. Renk olarak genellikle sar1
olmasmin yam sira ¢ok farkli renklerde de goriilebilmektedir (Korkmaz, 2010;
Anonim, 2011). Arnlarin tek protein kaynagi polendir (Standifer 2003). Polen ar1
yavrulari i¢in vitamin, protein, steroit, mineral ve lipit maddelerince zengin igerige
sahip elzem bir besin kaynagidir (Krell, 1996; Schmidt, 1997). Arilar polen toplamak
icin sabah erken saatleri tercih ederler. Ar1 ¢ok sayida gigek igerisinde dolasirken
viicudunda bulunan yap1 olarak sert olan killarina yapisan polenleri firgalarin
bulundugu arka bacaklari vasitastyla topladigi ve agizdan ¢ikan salgi ile nemlendirerek

birbirine yapistirarak polen sepetinde kovana tasidigi bilinmektedir (Korkmaz, 2010).

Polen toplarken polen toplanilan ¢icek miktari, polen paleti yapma siiresi,
giinliik ugus sayisi, havanin sicakligi, ¢igegin tiirii, riizgarin siddeti ve hava nemine
gore farklilik gosterebilmektedir. Arilar sadece iki tane polen paleti tasiyabilmekte ve
polen tanelerinin polenin toplanildig bitkiye ait oldugu belirtilmektedir (Artik ve
Konar, 2018). Insanlar i¢in &nemli bir besin kaynagi olan polenin, blylimeyi
hizlandiran, yorgunluk giderici, kansizligi 6nleyebilen ve metabolizmay1 diizenleyici
etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir. Ayrica X 1smlarimin zararh
etkilerinden insanlar1 ve hayvanlari koruyucu etkiye sahip oldugu da belirtilmistir

(Sahinler, 2000; Anonim, 2014).
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2.6 Propolis

Arilarin, bitkilerin tomurcuk, yaprak ve birgok benzer kisimlarindan toplayip
kovanda mumla karistirarak bir¢ok amacla kullanilan regine gibi kokan, rengi sar1 ve
kahverengi arasinda degisen yapigskan kivamda olan bir iiriindiir (Kutluca Karlidag ve

Geng, 2007).

Propolis ilk olarak yunan uygarliginda kullanilmasi ile birlikte yunan
yazitlarinda birgok iltihapli yaralarda, ¢iiriklerde kiir yapiminda kullanilip dogal
antibiyotik olarak kullanildigi belirtilmistir. Yunan Uygarliginin yani1 sira Antik
Roma’da yaralarin iyilesmesi amaciyla bir¢ok karisimin elde edilmesinde propolis
uriind kullanildigi belirtilmistir (Yavuz ve ark., 2012). Arilarin propolisi kovanda 6len
bliyiik bocekleri disartya tasiyamadiklar: ve 6len canlilarin bedenlerinde bozulmalar
meydana gelip a¢iga ¢ikan maddelerin diger canlilara zarar vermesini engellemek
amaciyla Oli canlilart mumyalarken kullandiklari bildirmistir. Ayrica kovanda
meydana gelen ¢atlak veya delikleri propolis ile sivayip tikama islemi yapilmaktadir

(Yavuz ve ark., 2012).

Insan saglig1 izerinde propolisin ¢ok dnemli etkileri bulunmaktadir. Bagisiklik
sistemini uyararak direnci arttirmakla birlikte, antimikrobiyotik, aneztezik ve
antioksidan gibi bircok 6zellige sahiptir. Bir¢ok deri hastaliklarin tedavisinde, dis eti
tedavisinde, romatizma ve eklem rahatsizlarinda doku yenilenmesi ve yanik

tedavisinde kullanilmaktadir (Yavuz ve ark., 2012).

Uluslararas1 ticareti yapilan propolis ayrica marketlerde de satisa
sunulmaktadir. Art tlrlerinin propolis toplama miktar1 degiskenlik gostermektedir.
Kafkas irkinin propolis toplama miktar1 diger ar1 irklarindan yiiksektir. Fiziksel 6zellik
olarak propolis; 10°C’nin altindaki sicaklik derecelerinde katilasarak sertlesir ve
kirtllganlagir, 30°C-40°C araliginda yumusayarak yapiskan bir hal almakta, 80°C’de

stvilagsmaya bagladig: belirtilmistir.
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Kovan disina ¢iktiktan sonra yapigkan bir hal alip kendisine ait bir kokusu
bulunmaktadir (Bianchi, 1995). Propolisin toplanabilmesi igin tercih edilmesi
gerekilen donem kis ayilar1 ve soguk gecen sonbahar aylaridir. Toplanan propolisin
kagit iizerinde toz halinde serilmesiyle birlikte yabanci atiklardan ayiklamasi
gereklidir. Ayrica sicakliga maruz birakilip 1sitilmadan ve ufalanmadan toplanmasi

gerekmektedir (Kutluca Karlidag ve Geng, 2007).

2.7 Bal Mumu

Bal mumu is¢i arilarin ventral kisminda bulunan salgi bezlerinden salgilanan
maddedir. Salgilandiginda rengi agik bekletildiginde ise rengi giderek
koyulagmaktadir. Bal mumu arilar tarafindan salgilanmadan 6nce bal tiiketmektedir.
Arilarin belirli bir miktarda bal mumu iiretmeleri i¢in ¢ok miktarda bal tiiketmeleri
gerekmektedir. Bal tiiketimi gerceklestikten sonra uygun sicaklik olarak 35°C’de
birbirine ge¢mis halkalar gibi salkim seklini olusturarak bal mumu salgiladiklar

belirtilmigtir (Pirim ve ark., 2011).

Arilar bal mumunu bal, polen depo etmek icin gerekli depo gozlerini 6rmek ve
yavrular yetistirip biiylitmek amaciyla salgilamaktadir. Aricilikta ise bal mumu petek
yapiminda, esyalarin parlatilmasinda, boya endiistrisinde c¢esitli amaglarla
kullanilmaktadir. Insan saghginda ise bal mumunun yiiz kremlerinde, discilik

alaninda, merhem benzeri ilag tiretiminde kullanildig1 bildirilmistir (Sahinler, 2000).

2.8 An1 Zehri

An zehri, arilarin alkali ve asit salgi bezlerinde firetilip zehir torbasina
depolanan bir salgi oldugu bilinmektedir. Ar1 sokmalarinda bu salg1 igne i¢indeki zehir
kanalindan ignenin girmis oldugu bolgeye birakilir  (Anonim, 2014).
Sokulan bolgeye birakilan bu sivinin yapisinda histamin hiyaluranidaz, MCD-
peptidifosfolipaz-A2, apamin ve mellitin bulunmaktadir. Renk olarak sarimtirak
renktedir. Kristalize hale ge¢mesi sivi ve oksijen ile temas ederek kurumasiyla
gerceklesmektedir (Anonim, 2015). Arilardaki zehir miktarinin armin yapisina,
gelisimine, kag giinliik olduguna ve mevsimine gore 0.05-0.03 ml/ar1 olacak sekilde
degisim gosterebilecegi tespit edilmistir. Ar1 zehrinin bir¢ok hastalik tedavisinde

onemli etkilere sahip oldugu belirtilmektedir.
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Eklem rahatsizliklari, romatizma, iltihap kurutucusu, grip, ortopedik
hastaliklarda, agr kesici olarak hastalik tedavilerinde ve ila¢ yapiminda kullanilarak

onemli bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Anonim, 2014).

2.9 An Siitii

A siitii, en yiiksek besleyici degeri olan ar1 iiriiniidiir. Is¢i arilarinin alt gene
ve bogazlarindaki salgi bezlerinden salgilanan sivi bir maddedir. Ayrica kovanda
bulunan ana artya asilanmis larvalarin beslenmesini de saglamaktadir (Anonim, 1989).
Ana an yetistiriciligi, yavru yumurtalarin gelisimini tamamlamast ile birlikte belli bir
asamada durdurulup an siitliiniin depo edildigi yavru yumurtalar1 yok edilerek
toplanmasi sonucu ar1 siitiintin iiretimi yapilmaktadir. Toplama islemi gerceklestikten

sonra ar1 siitii koyu renkli 151k gecirmeyen siselerde saklanilacagi belirtilmistir

(Korkmaz, 2010).

Kimyasal icerik agisindan ar1 siitiinin arilarin beslenmesine, mevsimine,
iretim yontem sekline, larva yasmma bagl olarak degisim gosterebildigi
gozlemlenmistir. Genellikle ar1 siitlnln icerisinde dikarboksilik asit ve hidroksi
asitleri bulunmaktadir. Hidroksi asitlerinin koloni gelisiminde 6nemli bir etkiye sahip
oldugu bilgisi yapilan bir¢ok calismada bulunmaktadir. Ozel bilesenlerden biri olan
10-HDA (10-hidroksi-2-dekanoik asit)’nin degeri ar1 siitiinden ar1 siitiine degisim
gostermektedir. Bu deger yeni toplanmis ari siitiinde 1.4 g/100g’den fazla iken
liyofilize ar1 siitiinde 3.5g/100gdan yiiksektir (Sabatini ve ark., 2009). 10-HDA ’nin
yapilan gesitli ¢aligmalarda 6mrii uzattig1 ve menopozu Onleyici etkiye sahip oldugu
ileri stirilmistiir. 10-HDA ‘nin mili molar (Mm) seviyelerdeki konsantrasyonlari ile
bircok yapilan arastirmada cildi korudugu, yaslanmay1 geciktirdigi ve antiromatoid
aktivitelere etki gosterdigi bildirilmistir (Ugar, 2018). A siitiiniin besin degeri ¢ok
yiiksek olmastyla birlikte saglik {izerinde bir¢ok hastaligi iyilestirici ve tedavi edici

etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Sahinler, 2000).

2.10 Balin insan Saghg Uzerindeki Etkisi
Antimikrobiyal etki: Balin, insanlarda hastaliga neden olan bakterilerin
gelismesini Onleyici ortam olusturan bir etkisi bulunmaktadir. Yapilan aragtirmalara

gore balin sadece bakteriler iizerinde degil bir¢ok viriis, mantar ve parazitlere karsida
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gelisimlerini Onleyici etkisi bulunmaktadir. Ecinococcus granulosus paraziti hidatik
kiste neden olmaktadir. Yapilan bir c¢alismada bu parazit %10’luk bal
konsantrasyonuna maruz birakildiktan belirli bir siire sonra parazit i¢in oldiiriicii etkiye
neden olmustur (Karadal ve Yildirim, 2012). Bunun yani sira baska bir ¢alismada
Bing6l yoresinden toplanan bal drneklerinin belirli bir degerinin (0.1 ml) birgok
parazit, bakteri ve mantar tiirlerinin gelisimini Onleyici etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Aksoy ve Digrak, 2006).

Antioksidan etki: Gida bilesenlerinin oksijenle temas etmesi sonucu
gerceklesen oksidasyonu sonucunda gidalarin besin degeri diismekle beraber renk,
koku, tat gibi balin 6zelligini belirleyen etmenlerde bir takim degisimler ortaya
cikmaktadir. Gida da dogal olarak bulunan ya da disaridan ilave edilen oksidasyon
olayini engelleyen maddeler antioksidan madde olarak tanimlanir (Koksel, 2007). Bal
dogal olarak antioksidan maddeler iceren bir gida iriiniidiir. Nektarin toplanmis
oldugu bitkisel kaynak, mevsimsel faktorlere ve ¢evredeki faktorlere bagli olarak balin
iginde bilesen olarak bulunan antioksidan bilesikler degisim gostermektedir (Spilioti
ve ark., 2014). Glikoz-oksidaz, katalaz, oksidaz, peroksidaz enzimleri gibi, fenolik
asitler, flavonoidler, karotenoidler, riboflavin, tokoferoller, tiamin ve askorbik asit gibi
vitaminler de balin igerisinde bulunarak antioksidan etki olusturmaktadir (Khalil ve
ark., 2012; Isidorov ve ark., 2015). Balin igermis oldugu toplam fenolik madde igerigi
antioksidan 6zelliginin artis1 ile iliskilendirilmektedir (Alzahrani ve ark., 2012). Koyu
renkli bal gesitlerinin fenolik madde igeriklerinin acik renkli ballardan daha yiiksek
olmastyla birlikte antioksidan degerlerinin de yiiksek oldugu bazi caligmalarda

incelenerek agiklanmistir (Ajibola ve ark., 2012; Marshall ve ark., 2015).

Ballarin renklerinin ve balin igermis oldugu prolin aminoasitinin antioksidan
Ozelligin bir goOstergesi oldugu Banglades ballar1 {izerinde yapilan ¢alismada
belirtilmistir (Islam ve ark., 2012). Balin antioksidan 6zelligi gidalarda esmerlesme ve
acilagsmaya neden olan oksidasyon reaksiyonlarin1 da engellemektedir (Karadal ve
Yildirim, 2012).
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Sindirim, Kanser ve Deri hastaliklar: iizerinde etkisi: Balin igeriginde
bulunan metabolitlerin antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin sindirim sistemi,
kanser ve deri rahatsizlar1 gibi bir¢ok hastalik tizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir.
Bal, mide rahatsizlig1 {ilsere neden olan Helicobacter pylori bakterisinin gelisimini
azaltic1 yonde etkiye sahiptir (Ajibola ve ark., 2012). Farelerle yapilan bir ¢alismada
diyetle beslenen denek farelerinin mide rahatsizliklarinin azalttigini tespit edilmistir
(Zanini ve ark., 2014). Balin igermis oldugu flavonoidler ve fenolik asit gibi bir¢ok
bilesen kanser hiicrelerinin gelisimini engelleyici yonde etkisi bulunmaktadir
(Othman, 2012). Diizenli bir sekilde belirli miktar bal tiiketiminin bir¢ok kanser
tedavisinde olumlu sonug verdigi gézlenmistir (Abdel-Latif, 2015). Bal bircok kronik
yaralarin iyilesme siirecinde tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Aljadi ve

Kumaruddin, 2004).

Baz1 antibiyotiklere direngli Gelam bal, antioksidan
Streptococcus  faecalis, etki gésterir ve radikal
Shigella disenteria gibi
organizmalar Uizerinde ten'!IzI-evicl Zivites
etkilidir. |_> sahiptir.

ﬁ Antibakteriyal Antiinflamatuvar
ve
antimikrobiyal

Balin saghik
Uzerine
etkileri

Sekil 2. 1 Balin Saglik Uzerine Etkileri (Batt ve Liu, 2012; Yaghoobi ve
Kazerouni, 2013; Vallianou ve ark., 2014)
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2.11 Balin Ureaz Enzimi Uzerinde Etkisi ve Ureaz Enziminin Kullanim Alanlar:

Bal ¢esitli enzimleri igermesinin disinda bazi hastaliklara neden olan (reaz
enzminin aktivitesini engelleyen inhibitor maddeler icermektedir. Ureaz enzimi,
tirenin karbondioksit ve amonyaga hidrolize katalize edilen bir enzimdir. Peptik ulser
gunumuzde ¢ok yaygin olan hastaliklardan biridir. H. pylori midedeki mukus tabakasi
icersinde bulunmaktadir. H. pylori iireaz enzimi salgilayarak iireyi amonyaga
doniistiirtir ve tirettigi amonyak ile kendini mide asidinin etkisinden korur (S6kmen ve

ark., 2016).

Ureaz enziminden kaynakli olusan hastaliklarin oniine gegmek icin dogal
inhibitdrler iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Onado ve ark., 1990). Ureaz enzimi
bazi hastaliklar teshis edilirken iire miktarinin belirlenmesinde, atik sularda iirenin

temizlenmesinde ve gida endiistrisinde iireyi uzaklastirmak icin kullanilmaktadir

(Rajesh ve ark., 2005; Dindar ve ark., 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1 Numunelerin Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Turkiye’nin ii¢ ayr1 bdlgesinden dort bal drnegi toplanmistir. Bayburt Kitre
kdyune ait iki tane bal numunesi, Ordu Yoroz yo6resine ait bir tane bal numunesi ve
Rize Anzer yoresine ait bir bal numunesi toplanmistir. Ballar aricilikla ugrasan bal
ticareti yapan aricilardan bal sagimi yapildiktan sonra alinarak c¢alismada
kullanilmistir. Bal 6rnekleri 2020 yilinda agustos ve eyliil aylarinda toplandi. Toplanan
bal orneklerinin kodlar1 ve bilgileri Cizelge 3.1'de listelenmistir. Bal 6rnekleri
ekstraksiyonu ig¢in uygun oda sicakliginda ve 1siksiz ortamda laboratuvarda

bekletilmistir.

Cizelge 3. 1 Bal Ornekleri

Numunenin Ismi Bal Cesidinin ismi Toplandi@ Yer
H1 Kara Kovan Bali Kitre kdyi-Bayburt
H2 Cigek Bali Kitre kdyi-Bayburt
H3 Kestane Bali Yoroz, Ordu

H4 Anzer bali Anzer Yaylasi, Rize

Her bal 6rneginden yaklasik 10 g esit hacimde (50 ml) %99.9 etanol icerisine
ilave edildi ve bir karistiricida 3 dakika homojenize edildi. Karisim bir calkalayici
(Heidolph Promax 2020, Schwabach, Almanya) ile oda sicakliginda 24 saat strekli
karigtirildi. Partikiiller filtre kagit1 ile uzaklagtirildi. Cozeltinin nihai hacmi %99.9
etanol ile ayarland1 (Akyiiz ve ark., 2014). Etanolik ekstrakt, ilki antioksidan testler
igin, ikincisi fenolik bilesikler i¢in ve tgilinciisii iireaz enzim inhibisyonu igin
kullanilan ii¢ kisma ayrildi. Bal numunlerinde Ureaz enzim inhibisyonu igin
konsantrasyonu 200 mg/ml olacak sekilde etanolik ekstraklar hazirlandi. Glukoz-
oksidaz analizinde farklilik ise ¢oziicii olarak pH 6.1 olan 100 mM sodyum fosfat

tamponu ¢ozeltisiyle gergeklestirildi.

HPLC ile fenolik profil analizi igin sivi-siv1 ekstraksiyonu yapildi. Ilk olarak
etanolik ekstrakt doner buharlastirici ile 40°C'de kurutuldu. Tortu, 10 ml asitlestirilmis
damitilmis su (pH 2) ig¢inde ¢oziindiiriildii ve daha sonra 5 ml dietil eter ve 5 ml etil

asetat ile ii¢ kopya halinde 6zii ¢ikarildi (Kim ve ark., 2006).

Hem dietil eter hem de etil asetat fazlar1 havuzlandi ve doner buharlagtirma (IKA-
Werke, Staufen, Almanya) ile 40°C'de kurutuldu. Kalintilar 2 ml etanol i¢cinde yeniden
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stispanse edildi, siringa filtreleriyle (RC-membran, 0.45 um) siiztildii ve HPLC aletine
enjekte edildi. Bal 6rnekleri (10 g), dijital orbital ¢alkalayici ile 200 rpm'de ve 20°C'de
(Manyetik Isiticili Mikser. Mtops Brand. Ms300hs Model, Shaker. Biosan 3d Mini
Shaker S. klima kabini, Grotech marka, GR8 model, Unitroniks) 18/6
aydinlik/karanlik periyodu ile siirekli karistirtlarak 250 ml %95 etanol ile 6ziitlenmistir
(tek ekstraksiyon). Cozelti siiziildii ve slipernatant ayrildiktan sonra 10.000 rpm'de 15
dakika santrifuj edildi. Etanolik ¢dzelti daha sonra ham maddeyi elde etmek icin

40°C'de azaltilmis baski altinda doner bir buharlastiricida yogunlagtirildi.

3.2 Ballarin Baz1 Fiziksel ve Kimyasal Analizleri

Ballarin dogallik ve safliginin belirlenmesin de seker oranlari, nem, pH, diastaz
sayis1 renk ve elektriksel iletkenlik gibi kriterler kullanilir. Bu yapilan ¢alismada pH,
nem, elektriksel iltekenlik, diastaz sayisi, fruktoz-glikoz miktari, Ca seker ve serbest

asitlik degerleri dlgiilerek belirlenmistir.
3.2.1 Nem

Homojen edilmis bal numunelerinin kirilma indisi refraktometrenin prizma
yiizeylerine konularak 20°C’de belirlenmistir. Kirilma indisinin 20°C sicakliktaki
oranlar ile rutubet oranlari karsilastirilarak elde edilen sonug yiizde (%) olarak

hesaplanarak belirlendi (TS 3036, 2002).

3.2.2 Glikoz ve Fruktoz Miktar1

Numunelerden tartilarak 5 g bal alindi. Alinan bal 1sitilmadan 40 ml damitilmis
suda ¢oziilmesi saglanmistir. Elde edilen ¢ozelti, pipetle onceden 25 ml MeOH
eklenmis 100 ml’lik 6l¢iilii balona aktarilmistir. Isaretlenmis ¢izgiye kadar balon, su
ile doldurularak membran filtreden gegcirilip siiziilme islemi yapildiktan sonra deney

tiipiine eklenir. Orneklerin analizi HPLC cihazinda yapilmistir (TS 13359, 2008).
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3.2.3 Diastaz Sayisi

Analiz edilecek bal numunelerinden tartim yapilarak 10 g bal alinip 15 ml saf
su ile birlestirilerek seyreltme islemi yapilmistir. Is1 uygulama iglemi yapilmadan elde
edilen ¢ozeltiye tampon ¢Ozelti olarak 5 ml asetal eklenerek tamamen ¢oziinme islemi
gerceklestirilmistir. 50 ml’lik 2 erlenmayer kullanilarak birine nisasta, digerine bal
soliisyonu koyulup 40°C’de su banyosuna birakildi. Nisasta soltiisyonundan 5 ml alinip
bal soliisyonuna ilave edilip belirli araliklarla elde edilen karisimdan 0.5 ml alinip 5
ml seyreltilmis ve iyot ¢ozeltisi ilave edilmistir. Oncesinde standart diliisyon seviyesi
belirlenmis saf su karisima eklenerek spektrometrede 600 nm’deki absorbansi okunup
kaydedilmistir. ilk okumanin 5. dakikada olmasina 6zen gosterilmelidir. Okunan
absorbans degerine gére zaman araliklar belirlenerek, 0.235 absorbansa denk gelen

reaksiyon siiresi, 300 rakamina boliinerek diastaz sayist belirlenmistir (TS 13364,
2008).

3.2.4 Elektriksel iletkenlik

Tartim iglemi yapilarak alinan 20 g kuru bal damitilmis su ile ¢ozdiiriiliip
cozelti elde edilmistir. Elde edilen ¢ozelti 100 ml’lik balona aktarilarak saf su
eklenerek balonun c¢izgisine kadar doldurulup tamamlanmistir. Cozeltinin 40 ml’si
erlene aktarilarak ideal sicakligi 20°C’ye su banyosunda ayarlanmistir. Elde edilen
cozeltiden geriye kalan numune iletkenligin OSl¢iilmesinde kullanilarak iletkenlik

hicresinin yikanmasinda kullanilmistir.

Cozeltinin icine iletkenlik Olglilerine baglanan elektrotlar birakilarak
sicakligin kararli hale gelmesi beklenilmistir. Cozeltinin iletkenligi (mS) cinsinden
okunarak, 20 g kuru baldan elde edilen ¢ozeltinin 6z iletkenligi B y = K.G (mS/cm)
bagintisi ile hesaplanarak belirlenmistir (Acquarone ve ark., 2007; TS 13366, 2008).

K: Huicre sabiti, (cm™)

G: Numune ¢6zeltisinin elektrik iletkenligi, mS
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3.2.5 pH Olgumii

Balda bulunan toplam asitlik, igermis oldugu esterler, laktonlar ve serbest
asitler ile ifade edilir. Asitlik balda mikroorganizmalara kars1 dayaniklilig1 artirirken,
formik asidin diisiik pH degerinden sorumlu asit oldugu belirlenmistir. Formik asit
arilarin, ignesinden bal gozleri sirlanmadan gozlere biraktiklar: asittir. Ayrica formik
asit pH seviyesini diislirmesinin yan1 sira balin olgunlagsmasima da yardimci
olmaktadir. Balin pH degeri 3.4-3.5 arasinda degisim gostermektedir. Tartilarak
numuneden alinan 10 g bal 10 ml saf su ile karigtirilarak ¢éziinmesi saglanir ve ii¢

paralel olarak pH 6l¢iimii yapilir (TS 13360, 2008).

3.2.6 C4 Seker Analizi

Bu tayin islemi ham baldan elde edilen protein ¢ozeltisinin yakilma islemi
gerceklestikten sonra ¢ikis yapan karbondioksit (CO2) gazinin C atomunun C13/Ci4
oraninin tespit edilmesiyle elde edilen degerlerden %Cs seker orani hesaplamasi
yapilmaktadir. Bu islem Cs sekeri eklenerek ya da Cs sekerinin besin olarak kullanip

arilara verilmesi sonucu elde dilen ballar1 ayirt etmekte kullanilir (TS 13360, 2008).

3.2.7 Serbest Asitlik Analizi

Numunelerin homojenize islemi gergeklestikten sonra tartim islemi yapilarak
numunelerden 10 g alinmis ve 75 ml su ilave edilerek karistirma islemi yapilmustur.
Cozeltiye elektrotlarin daldirma islemi yapilip karisim karistirilirken beraberinde
NaOH eklenerek pH 8.3 degerine ulasana kadar titre edilmistir. Eklenen NaOH ¢ozelti
miktar1 not edilerek NaOH cinsinden mmol/kg olarak hesaplanmigtir (TS 13360,
2008).

3.2.8 HMF (Hidroksimetilfurfural) Analizi

10 g bal alinarak 25 ml su ile karistirilip ¢ozelti elde edilmistir. Balon jojedeki
cozeltiye 1 ml Carrez-1 ve 1 ml Carrez-2 koyulup hacmi 50 ml’ye tamamlanarak
karistirtlmistir. Elde edilen karisimin 10 ml’si filtrenelerek lavaboya, geriye kalan
miktar ise behere siiziilmiistiir. Stiziintiiden D1 ve D2 olmak Uzere iki deney tlpu

olusturulmustur.
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Deney tuplerine pipetle 2’ser ml bal ¢ozeltisi eklenmis ve 5 ml p-toluidin
karisimi eklenerek c¢alkalama islemi yapilmistir. Calkalama isleminden sonra 1-2
dakika beklenerek D1 tupune 1 ml su, D2 tiplne 1ml barbitiirik asit karisimi ilave
edilip tekrar ¢alkalama yapilmistir. D1 tiiplinden elde edilen karisim ile spektrometre
de sifirlama yapilmistir. D2 tiipii kiivete alinarak 3-4 dakika gegmeyecek sekilde kor
numuneye karst 550 nm’deki absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Maksimum absorbans

degerine kadar okuma yapilmis ve en yiiksek deger alinmistir (Aydin ve ark., 2014).

3.3 Demir (/III) Indirgeme Antioksidan Gi¢c — FRAP ve DPPH Radikal
Temizleme Aktivitesi Antioksidan Analizleri

FRAP metodu antioksidanlar varliginda (Fe(l11)-TPTZ- 2,4,6-tris (2-piridil)-S-
triazin) kompleksinin indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(l1)-TPTZ olusmasi ve
olusan kompleksin 595 nm’de en yuksek Ustlinlik gostermesi esasini1 gézetmektedir.
FRAP yontemi kullanilan birgok yonteme gore kolaylikla standardize edilebilen basit
bir yontemdir. FRAP (Fe (111) indirgeme guct (Ferric reducing antioksidan power))
metodu bal ekstraklardaki antioksidan kapasitenin belirlenmesinde gecerli bir yontem
olarak kabul edilmektedir (Benzie ve Strain, 1996).

Kalibrasyon i¢in FeSO4.7H20’un degisen konsantrasyonlari (31.25- 62.5- 125-
250- 500- 1000 uM) kullanilarak ¢alisma egrisi hazirlandi. Devaminda 1.5 ml FRAP
reaktifi (300 mM pH 3.6) asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl3(10: 1: 1)] ile
50 pl numune karistirildi. 4 dakika siire sonunda 595 nm’de absorbans degerleri
okundu. Kalibrasyon egrisi eldesi i¢cin FeSO4.7H20’un degisen konsantrasyonlari
kullanilarak absorbanslar okuma islemleri gerceklestirildi. Orneklerin sonuglari
FeS04.7H.0O’la karsilagtirilmali olarak bulundu ve uM FeSO4.7H2O esdegeri
antioksidan guc olarak ifade edildi.

Ticari olarak satin alinabilenen DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
100 uM’lik etanolik ¢ozeltisi hazirlandi. Yontemin esast Molyneux (2004)’e gore
yapildi. Orneklerin metanolik ekstraktlar1 kendi ¢oziileri ile seyreltilerek degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. DPPH ¢o6zeltisi ve numune ¢ozeltileri esit miktarda
(750 pl) kanstiriip 50 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme isleminin

sonucunda DPPH’1n 517 nm’de en yiiksek absorbanslar1 verdigi okundu.
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Kor olarak DPPH ¢ozeltisi ve numunenin ¢oziildiigii ¢oziicii kullanildi. Bulunan
absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso degerleri

hesaplandi.

3.4 Toplam Fenolik Madde Tayini (TPC)

Numunelerde teshis edilen fenolik maddelerin tayin yonteminin baglica nedeni
Folin Ciocalteu reaktifi ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir
(Singleton ve Rossi, 1965; Singleton, 1999). An iiriinlerinde toplam fenolik madde
tayini 6l¢timiinde ¢ok siklikla tercih edilen yontemdir. Reaksiyon sonunda olusan koyu
mavi renkli kompleks 760 nm’de maksimum absorbans olusturur. Olgiilen absorbans

degeri fenolik madde miktar1 ile dogru orantilidir.

Standart grafigin hazirlanmasinda referans olarak gallik asit fenoligi
kullanilmistir. Gallik asit standardi 1 mg/ml konsantrasyondaki ¢o6zeltisinden
baslanilarak 0.500, 0.250, 0.125, 0.062, 0.031 ve 0.015 mg/ml’lik ¢alisma g¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanmis olarak alti farkli konsantrasyondaki degerlerine karsilik
absorbans grafigi cizildi. Standart kalibrasyon grafiginden faydalanilarak ornek
icindeki fenolik madde miktar1 belirlendi. Elde edilen sonuclarda gallik asit esdegeri
100 g 6rnek basina (mg GAE /100 g) olarak verildi.

RP-HPLC-UYV ile fenolik bilesiklerin analizi

Numunelerdeki ve standartlardaki fraksiyonlarin belirli  bilesenlerinin
belirlenmesi, bir UV detektori ile HPLC (Elite LaChrom Hitachi, Japonya)
kullanilarak yapildi. Ayirma, bir ters fazli C18 kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5 um;
Fortis) olan bir kolon Gzerinde, 30°C'de bir gradyan solvent A (su iginde %2 AcOH)
ve solvent B (70:30, asetonitril) kullanilarak gergeklestirildi. Su karistirmadan 6nce
sonikasyona tabi tutuldu ve yerlesik HPLC sistemi tarafindan siirekli gazdan
arndirildi. Akis hizi, gradyan programlama kullanilarak 1 ml dk-1'de sabit tutuldu;
Mobil fazin akisi B (%5) olarak 3. dakikada baslamus, 8, 10, 18, 25 ve 35. dakikalarda
kademeli olarak %15, 20, 25, 40 ve %80'e yikselmekte ve 40 dakika sonra %5'e
diismektedir. Fenolik profil kolonda dengelenmesi igin 10 dakika birakilmadan 6nce
Can ve Baltas (2016) tarafindan tarif edildigi gibi belirlendi.
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3.5 Toplam Flavonoid Madde Tayini (TFC)

Fenoliklerin bir alt grubu olan flavonoidler bitkilerde bulunan dogal
antioksidan kaynaklaridirlar. Yontem Fukumoto ve Mazza (2000)’e gore yapildi.
Reaksiyon sonucunda olusan sar1 renkli kompleks 415 nm’de Sl¢iilmesiyle toplam
flavonoid madde miktar1 belirlendi. Sonuglarin hesaplanabilmesi i¢in standart olarak
kuersetin kullanildi ve kalibrasyon grafigi elde i¢in stok 1 mg/ml olarak hazirlandi. Bu
stoktan seri seyreltme ile 0.500, 0.250, 0.125, 0.062, 0.031 ve 0.015 mg/ml’lik ¢alisma
cozeltileri hazirlanip metoda gore absorbans degerleri okundu. Kuersetin
konsantrasyonuna karsilik absorbans grafigi ¢izilerek standart kalibrasyon grafigi elde
edildi. Standart kalibrasyon grafiginden yararlanilarak 6rnek i¢inde bulunan toplam
flavonoid miktar1 hesaplandi ve sonuglar gram 6rnek basina mg Kuersetin esdegeri

(mg QE/100g) olarak verildi.

3.6 Enzim inhibisyonu

3.6.1 Ureaz Enzim Iinhibisyonu

Ureaz, iirenin hidrolizini karbondioksit ve amonyaga katalize eden bir enzimdir. Ureaz
enzimi inhibisyon calismalari, Weatherburn (1967) tarafindan gelistirilen fenol-
hipoklorit metodundan yararlanilarak spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Enzim
substrati olan iireyi igeren, pH’s1 8.2 olan tampon ortaminda enzim-substrat etkilesimi
sonucu olusan amonyum iyonu, fenol reaktifi (%1 fenol+ %0.005 sodyum nitropurisit)
ve alkali reaktifi (%0.5 NaOH + %0.1 sodyum hipoklorit) ilavesiyle birlikte mavi-
lacivert renk olusturmaktadir. (Jack Bean iireaz) 5U/ml olacak sekilde 0.01mM
pH=7.4 Na;HPQ, ile hazirlandu.
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Yontem enzim 200 pl ve 500 pl tampon (100 mM Ure, 1 mM EDTA, 0.01mM
Na;HPO4, 0.01 M LiCl pH:8.2) iceren deney tlplne 100 pl test bilesikleri (%70’lik
etanolik ve sulu ekstreler) ilave edildi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Daha sonra herbir deney tipine 600 ul fenol reaktifi (%1 w/v fenol ve
%0.005 w/v sodyum nitroprusside) ve 600 pl alkali reaktif (%0.5 w/v sodyum
hidroksit ve % v/v0.1 NaOCI) ilave edildi, 50 dakika inkiibasyona birakildi. Olusan
mavi-lacivert renkli karisim spektrofotometrik (Spectro UV-Vis Double Beam PC
LAboMED Inc., Los Angeles, CA, USA) 625 nm dalga boyunda 3 tekrarli absorbans
degerleri olgiildii (Weatherburn, 1967). Pozitif kontrol olarak iireazin yaygin olarak
bilinen inhbitori asetohidroksamik asit (AA) kullanildi. I1Cso degerlerini hesaplamak
igin, ayni reaksiyon kosulunda elde edilen bal numunelerinin ve standartlarin farkli
konsantrasyonlar1 test edildi. Farkli ¢oziiclilerde hazirlanan Kestane ve Cicek bali
ektrelerinin Ureaz enzim Uzerindeki % inhibisyon degerleri; % Inhibition= [(Axkontrol-
Asmik)! (Axontror)X100].

3.6.2 Glukoz-Oksidaz Aktivitesinin Tayini

Bal numunelerinde glukoz oksidaz inhibisyon aktivitesi belirlemek icin yaban
turpundan izole edilmis peroksidaz enzimi ve reaktan olan o-dianisidin substrat:
kullanilmistir (Flanjak ve ark., 2016). Yontemin esasi, bal igerisinde bulunan glukoz-
oksidazin D-glukoz D-glukonolaktona oksidasyonun olusumu ve akabinde de
glukonik asit ile hidrojen peroksite (H20) doniisiimiiniin katalizidir. H2O>, ko-substrat
olarak bilinen o-dianisidin ile suya indirgenirken olusan renkli Uriin spektrofotometre
ile maksimum absorbansin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Yontem, pH 6.1 100 mM
sodyum fosfat tamponu icerisinde ¢6ziinen 2.14 mM 0.7 ml glukoz ¢ozltisi, 1 mg/ml
etanolik olarak hazirlanan 0.1 ml o-dianisidin, pH 6.1 100 mM sodyum fosfat tamponu
60 U olarak hazirlanan 0.1 ml yaban turpu peroksidazi ve 0.2 g/ml olan 0.1 ml bal
ekstrakti karistirildi. Daha sonra karisim 30 dk. 37°C’deki su banyosunda inkubasyona
birakildi. Bekletilme suresi sonunda 1 M hidroklorik asit ¢ozeltisinden 0.1 ml ilave
edilerek reaksiyon sonlandirildi ve 400 nm’de maksimum absorbans dlgiimii yapildi.

Sonuglar pg H202/g bal’a doniistiirtildii.
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3.7 UV-Vis Spektrum Ve FTIR Analizi

UV-Vis. (Ultraviyole-goriiniir) spektrumlar, oda sicakliginda 200-600 nm
dalga boyu araliginda Shimadzu UV-1800 spektrofotometrede kaydedildi.
Numunelerin konsantrasyonu 2 mg numune/l ml mutlak etanol olmustur. FTIR
(Fourier transform kizilotesi) spektroskopi c¢aligmalari Shimadzu IR Affinity-1
spektrofotometresi kullanilarak ATR (Atenuated toplam yansima) teknigi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.8 Antimikrobiyal Aktivite
Antimikrobiyal aktiviteler ve Antibakteriyel ve Antifungal deneyler, minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve agar petri kabinda disk difiizyon islemi

kullanilarak degerlendirildi. Kullanilan mikroorganizmalar (Cizelge 3.2)’de verildi.

Cizelge 3. 2 Kullanilan Bakteri ve Mantar Tiirleri

Mikroorganizmalar

Bacillus subtilis B209 Pseudomonas aeruginosa ATCC®13883
Bacillus cereus ATCC®10876 Escherichia coli ATCC®25922
Staphylococcus aureus ATCC® 6538 Yersinia enterocolitica ATCC®27729
Listeria monocytogenes ATCC®7677 Saccharomyces cerevisiae ATCC®976
Micrococcus luteus B1018 Candida albicans ATCC®10231
Citrobacter freundii ATCC® 43864 Aspergillus niger ATCC®9642

Klebsiella pneumoniae ATCC®13883

Tiim bakteri tiirleri Mueller Hinton Broth ortaminda (Merck) 37°C'de 24 saat
biyatuldu ve mantar turleri Sabouraud Dekstroz Broth'ta (Difco) 30°C'de 48 saat
biyiitiildii. 0.5 McFarland bulanikligina sahip bakteriyel silispansiyon ve 1.0
McFarland standartlarinda bulanikliga sahip mantar slispansiyonu elde edilmistir. %
inhibisyon degerleri; % Inhibition= " [(Akontrol-Asmk)/(Akontrol)X100]  formiluyle

hesaplanmustir.

3.8.1 Kirby-Bauer Disk Difiisyon Analizi

Yuklenecek her numuneden 30 pl (40 mg/ml) igin steril kagit diskler (6 mm
capinda) agar iizerine yerlestirildi. Tamamui yerel bir eczaneden temin edilen mantarlar
icin 100 Unite Nistatin ve bakteriler icin Ampisilin ve Sefazolin pozitif kontrol olarak

kullanildi. 27°C'de 48 saat inkiibasyonun ardindan inhibisyon zonlar1 belirlendi.
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Farkli organizma tiirlerinin numuneleri, farkli inhibisyon bdélgeleri,
antibakteriyel ve antifungal maddenin guclnd tahmin etmek icin dijital bir kumpas

yardimiyla sinirlandirildi ve ardindan ¢izelge haline getirilmistir (Sekil 3.1).

Tim degerlendirmeler, {¢lii numuneler tizerinde gergeklestirilmistir. 15
mm’den diisiik inhibisyon zon ¢aplar1 direngli, 15-20 mm arasi1 inhibisyon zon ¢aplari
orta seviye antimikrobiyal aktivite, 20 mm’nin {izerindeki inhibisyon zon c¢aplar1 ise

duyarli olarak degerlendirilmistir.

4y
v Z 24 -48 saat

Disklerin Gizerine 37-27 derece ve 27

Petride besiyeri : numune yiklemek
) Bal numunesi

-

Sekil 3. 1 Kirby-Bauer Disk-Diflizyon Deneyi
3.8.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK)

MIK degerleri, mikroorganizmalarin biiyiimesini dogru bir sekilde sinirlayan
ve mikro kuyu seyreltme yontemiyle tanimlanan en diisiik dort farkli bal etanolik 6ziit
konsantrasyonunu sembolize eder. Bal ekstraktlarinin tamami, %70 etanol ve su i¢inde
¢ozlilmiis ve bundan sonra, seyreltme serileri 96 kuyucuklu mikroplaka (Corning)
icinde diizenlenmistir. Bir Tris tamponu (Amresco 0826-500G) karisimi (1:4) 30°C'de
esit miktarda broth ¢ozeltisi (mantarlar icin Sabouraud Dextrose broth (Oxoid) ve
bakteriler icin Mueller Hinton broth (Merck)) ile harmanlanmigtir. Her dort farkli bal
numunesi 1000, 500, 250, 125, 62.5, 32.25, 15.625 ve 7.8125 pg/ml
konsantrasyonlarinda test edilmistir. Test organizmasinin bir gece boyunca inkiibe
edilmis bakteri siv1 kiiltiirti, 0.5 McFarland, mayalar i¢in 1 McFarland standartlarinin
bulanikliginda hazirlandi. COzUndiirmeden sonra, her kuyuya 5 pl taze diizenlenmis
1x10® bakteri, 1x107 mantar/ml bakteri siispansiyonu asilandi ve 37°C'de 24 saat
inkibe edildi.
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Bakteriler igin pozitif kontrol olarak Amoksisilin ve Sefazolin, mantarlar igin
1500, 750, 375, 187.5, 93.75 46.75, 23.375 ve 11.687 pg/ml konsantrasyonlarinda

Nistatin, negatif kontrol olarak ise %70 etanol kullanildi.

Daha sonra her kuyucuga 30 ul 3-(4, 5-dimetil-tiazol-2-il)-2.5-difenil
tetrazolyum bromir (MTT) 0.5 mg/ml son konsantrasyonda taze su ilave edilerek
eklenmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir. Kirmizi rengin degistirilmesi, bakterilerin
biyolojik olarak aktif oldugunu gosterdi. MIK, MTT'de higbir renk degisiminin
izlenmedigi kuyuya alind1 ve MIK degerleri, iiclii analizin ortalamas1 olarak verildi

(Sekil 3.2).

0.5l bakteri + 100 I besiyer+80 NV Y VeV NN S SRS
gt oo | [AQQCQOQOOOQOQOOOC W
0826-500G) mixture (1:4) O O OOOOOOOO
san renk negatif bliylime mor renk ise O O OOO@OOOO
OOOOOOPP©®®®

O@®O
OLYO,

pozitif biiylimeyi temsl eunektefiir. O
®OOH@@@®®
@®OOO@®®®
OOCIOONOOOOO0)
OO0
Mikroorganizma tizerinde etkili olan mininum madde miktar
MIK konsantrasyon testi.

diphenyl-tetrazolium
bromide (MTT ) s

OO0
OO0
OO0
OO0
@®0
@®0O

IGOGMMmMOO®m>»

Sekil 3. 2 MIK Konsantrasyon Testi
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3.9 Istatistiksel Analizler

Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Veriler, IBM SPSS
istatistik sirim 26 yazilimi kullanilarak analiz edildi (USA, 2019). Uygulanan analiz
temel olarak tanimlayici, alt kiimelere gore korelasyon analizi, parametrik ve
parametrik olmayan analiz olmustur. TPC ve antioksidan aktivite verilerinin sayisal
degiskenlerinin normal olarak kabul edilebilecegi tespit edildi. Bununla birlikte,
homojen dagilmamistir, bu nedenle homojenligin yoklugunda Welch'in saglam testini
kullanildi. Tiim test sonuglart Ortalama+SE katsayis1 olarak temsil edildi. Harflerle
temsil edilen istatistiksel farkliliklar, tek yonlii bir varyans analizi (ANOVA) yoluyla
elde edildi. Istatistiksel olarak anlamli olan her faktdr icin ortalamalar, Tamhane'nin
T2 testi kullanilarak (tum dagilimlar heteroskedastikti) p<0.05 ile karsilastirildi.
Spearman siralama korelasyonlar1 da sunulmustur. Antimikrobiyal aktivite testinden
elde edilen veriler normal dagilmamis olarak kabul edilebilir, bu nedenle istatistiksel

degerlendirme i¢in parametrik olmayan bir test (Kruskal-Wallis) kullanildu.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Numunelerin Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuclari

Kara Kovan bali (H1), Cigek bali (H2), Kestane bali (H3) ve Anzer bal (H4)
ballarinin temel icerik ve 6zelliklerini belirlemek igin antioksidan, antimikrobiyal ve
enzim inhibisyon deneyleri yapilarak elektiriksel iletkenlik, pH ol¢iimii, Cs seker
analizi, serbest asitlik, diastaz sayisi, glikoz ve fruktoz sayisi, nem gibi parametreler

degerlendirilmistir.

Numune oOrnekleri i¢in temsil edilen fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar
(Cizelge 4.1)’de verilmistir. Bal numuneleri i¢in elde edilen veriler genellikle yasal
parametre degerleri igerisinde yer alirken bazi degerler bazi numunelerde farklilik
gostermektedir. Nem ballarin fermente olarak kisa siirede bozulmasina neden
olmaktadir. Nem orani balin toplanma zamanina, hasat yerinin cografik faktorlerine
gore farklilik gosterdigi bilinmektedir (Oddo ve ark., 2004). Balin nem igerigi
%]17“den diisiik ise hi¢ bir sekilde fermentasyon gerceklesmemektedir (Amor, 1978;
Molan, 1992; Singh and Bath 1997). Ulkemizde genellikle balin petek yiizeylerinin
1/2-2/3"0 sirlandig1 zaman, yeteri kadar olgunlasmamig balin hasat edilmesi, ¢ok su
icermesi, dolayisiyla erken kristallesmesine ve fermantasyonuna neden olmaktadir
(Dogaroglu, 1999; Tolon 1999). Yaptigimiz ¢calismada nem orani en fazla %20 olmasi
gerekirken H4 balinda bu deger %20.5 ¢ikmistir. Bu da akla ilk olarak yanlis bal hasati
yapilmis olabilecegini akla getirmektedir. HI, H2, H3 bal numunelerinde ise yasal
deger orani asilmamaktadir. Yapilan literatiir taramasinda buna benzer durumlarin
rapor edildigi belirlenmistir. Hotoman (2015) ¢alismasinda da Anzer balinin nem
iceriginin degisken oldugu gozlenmis ve nem icerigi %17.90-20.27 degerleri arasinda
bulunmustur. Bunun disinda Bing6l, Ordu, Giresun ve Kirgisiztan gibi bolgelerden
temin edilen ballarin nem oraninin yasal parametreyi agmadig1 fakat bolgeden bolgeye
farklilik gosterdigi belirtilmistir (Bilgen Cinar, 2010; Kabake¢1 ve ark., 2012; Ates,
2014; Sahin, 2019).
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Can ve ark., 2016’de yayinladiklari ¢alismada Karadeniz bdlgesinden toplanan
Kestane bal1 6rneklerinde ve yapmis oldugumuz ¢aligmada Kestane balinin fiziksel ve
kimyasal parameter analiz sonuglari birbirine oldukc¢a yakin degerlerde elde edilmistir.
Bu calismada da en yiiksek elektrik iletkenligi kestane balinda bulunmustur. Salgi
ballarinda 6rnegin ¢am ve kestane ballarinda elektrik iletkenligi en az 0.8 mS/cm

beklenmektedir.

Baldaki kristallenmeyi engellemek, pastorizasyonla baldaki
mikroorganizmalar1 yok etmek amaciyla ballara 1s1l islem uygulanabilmektedir. Fakat
1s11 iglem uygulamasi, besin oOgelerinin, vitaminlerin ve diastaz aktivitesinin
azalmasina, HMF miktarinin ise artmasina neden olabilmektedir (Bilgen Cinar 2010).
H2 balinda HMF degerinin ¢ok yiiksek ¢ikmasi ama buna karsilik diastaz sayisinin
tespit edilememesi bu numunenin uygun olmayan bigimde 1s1l isleme maruz kalmis

olabilecegi sonucunu akla getirmektedir ve bu istenmeyen bir durumdur.
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Cizelge 4. 1 Bal Numunelerinin Fizikokimyasal Analiz Sonuglari

NUMUNE ADI
Ozellikler istenilen Degerler* H1 H2 H3 H4
Yabanci madde ihtiva
etmemeli; koku, tat, UYGUN UYGUN UYGUN UYGUN
Yabanc1 Madde akicilik, renk ve
Tayini goriinim bakimindan
grup ve tipine 6zgi
olmali
Nem Miktari, % En fazla % 20 155 15.0 19.0 20.5
Serbest Asitlik, En fazla 50 315 325 215 295
meg/kg
Maltoz, % En fazla %4 1.76 1.72 0.69 1.54
Sakaroz, % En fazla %5 0.08 TE TE TE
Fruktoz, % 36.98 36.63 37.32 36.23
Glukoz, % 31.59 30.80 23.89 27.40
) Cigek bali i¢in en az %
Fruktoz+Glikoz, 60 68.57 67.43 61.21 63.63
[0)
& Cam bali i¢in en az %45
igek Baliigin 0.9-1.4
Fruktoz/Glikoz ¢ 117 119 156 132
Cam bal1 i¢in 1.0-1.4
Cigek bal1 i¢in en fazla
Elektrik 0.8 0.83 0.22 1.25 0.36
Iletkenligi, mS/em  Cam ve kestane bali icin
enaz 0.8
Diastaz Sayisi, ds Enaz8 30.00 TE 12.00 40.00
HMF, mg/kg En fazla 40 5.30 123.20 16.00 5.12
Cicek Bali i¢in -23 ve
daha negatif -26.40 -26.20 -25.90 -25.70
Delta C13 Bal Cam bali i¢in -22.5 ve
daha negatif
Delta C13 Protein -25.50 -25.80 -25.20 -25.90
Delta C 13 Farka 0 veyadaha pozitif -0,90 -0.39 -0.69 0.23
(¢am bal1 harig)
0,
%C4 En fazla %7 (gam bal 5.42 2.38 4.26 1.41
haric)
Polen Analizi Yayla Yayla %80 Kestane Yayla

* TURK GIDA KODEKSI BAL TEBLIGI 2020/7

37



4.2 Antioksidan Analizleri Bulgular

4.2.1 Numunelerin Toplam Flavonoid Madde, Toplam Fenolik Madde, Demir
(/111) Indirgeme Antioksidan Gii¢ — FRAP Tayini Ve DPPH Radikal
Temizleme Aktivitesi Tayini Bulgulari

Bitkilerin ¢ogu ¢ok genis yelpazede polifenol ve flavonoid madde igerdigi
bilinmektedir. Polifenolik maddelerin igerikleri ballarin florasiyla ilgili olup,
antioksidan, antitimoral, antimikrobiyal aktivitesi gibi bircok aktiviteden sorumludur.
Bu tez calismasinda farkli bal 6rnekleri bunlar H1, H2, H3, H4 temin edilmis ve
bunlarin etanolik ekstraktlar1 hazirlanarak hem antioksidan kapasiteyi belirleme adina
toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde miktari, FRAP ve DPPH
radikal temizleme testleri uygulandi ayni zamanda da ballarin fenolik profilleri
aydinlatilmistir (Cizelge 4.2). Calismada ballarin toplam fenolik igerikleri en yiiksek
H4 57.060 mg GAE/100 g numune olarak tespit edildi. En diisiik toplam fenolik igerik
ise H1 31.927 mg GAE/100 g olarak tespit edildi. Malkog ve ark., 2019 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada 11 tane Anzer bali ¢alisilmis ve toplam fenolik madde igerikleri
19.50-38.30 mg GAE/100 g numune olarak tespit edilmistir. Mevcut ¢calismamizda ise
H4 toplam fenolik madde igerigi literatiire gore yiiksek bulunmustur. Bagka bir
caligmada Bayburt bolgesinden toplanan bal Orneklerinde toplam fenolik madde
igerigini 21.94-76.88 mg GAE/100 g olarak belirlenmis (Bayram ve ark., 2021).
Mevcut ¢calismamizda H2 toplam fenolik madde igerigi 52.237 mg GAE/100 g olarak
H1 toplam fenolik madde igerigi ise 31.927 mg GAE/100 g olarak tespit edilmistir.
Literatiirle kiyaslama yapildiginda kiigiik farkliliklar disinda uyumlu oldugu tespit
edilmistir. Y1ldiz ver ark., (2014) yilinda yapmis olduklari calismada Kestane bali (H3)
toplam fenolik igerigini 98 mg GAE/100 g olarak tespit edilmistir. Mevcut
caligmamizda ise 41.811 mg GAE/100 g olarak tespit edilmistir. Calismamizda H3
toplam fenolik madde igerigi literatiire gore diisiik elde edilmistir. Bunun sebebinin
H3 balinin saf Kestane bali (H3) olmadigin1 sdyleyebiliriz. Ballarin toplam flavonoid
madde miktar1 H3 ve H4 tespit edilmistir. Diger iki balda ise toplam flavonoid tespit

edilememistir.
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Cizelge 4. 2 Bal Orneklerinin Toplam Fenolik (TP), Toplam Flavonoid (TF) igerik

ve Antioksidan Aktivite Sonuglari

Numuneler TP (mg GAE/100 TF (mg QE/g FRAP (umol DPPH SCso
g numune) numune) Fe2S04.7H20/g mg/mL
numune)
H1 31.927+2.593 - 1.116+0.001  62.516+0.001
H2 52.237%0.687 - 2.087+0.112  32.746%0.001
H3 41.811+1.005 0.021+0.001 1.680+0.083  38.204+0.001
H4 57.060£2.089  0.005+0.001 3.458+0.135  20.226%0.001
Troloks 0.004+0.000

Balin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde ¢ok sayida yontemler olup,
bunlar arasinda en yaygin kullanilan ve tercih edilen FRAP metodudur. Ballarin FRAP
sonuclart 1.116- 3.458 pmol FeSO4.7H20/g arasinda degisim gdstermektedir.
Calismada en yiiksek FRAP degeri H4 balinda tespit edilmistir. H4 toplam fenolik
madde igeriginin yiiksek ¢ikmasi antioksidan aktivitesi ile dogru orantili ve gucli
pozitif yonde iliski oldugunu yapmis oldugumuz korelasyon grafigi ile syleyebiliriz
(Sekil 4.1).

TP VE FRAP AKTIVITESI GRAFIGi
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Sekil 4. 1 Toplam Fenolik Icerik ve FRAP degerleri Korelasyon Grafigi

Bal drneklerinde radikal temizle aktivitesi olarak DPPH testi yapildi ve SCsg
degerleri 20.226-62.516 mg/ml araliginda olacak sekilde tespit edildi. En yuksek
DPPH degeri H4 tespit edildi. Malko¢ ve ark., (2019) 11 tane Anzer bali (H4)
orneginde antioksidan aktivite bakilmistir. Ballarin DPPH sonuglar1 35.10- 64.12
mg/ml olarak tespit edildi. Calismamizda H4 20.226 mg/ml olarak tespit edilmistir.
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Kolayli ve ark. (2008), yapmis olduklar1 ¢aligmada farkli bal 6rneklerinin
antioksidan aktiviteleri karsilagtirmislar ve en yiiksek DPPH aktiviteyi Kestane bali
(H3) 6rneklerinde tespit etmislerdir. Mevcut ¢alismamizda da H3 érneginin DPPH
aktivitesi 38.204 mg/ml olarak tespit edildi. Toplam fenolik icerik (TP) ile DPPH
aktivitesi bulgular1 ¢alismamizda karsilastirilarak aralarinda negatif yonde giiclii
korelasyon oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Bununla birlikte ¢aligmamizda FRAP
ve DPPH aktivite bulgular karsilagtirilarak aralarinda negatif yonde gii¢lii
korelasyon oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3). Ballardaki antioksidan aktivite balin
icerigindeki fenolik profilinden kaynaklanmaktadir (Can ve ark., 2016). Calismada
ballarin fenolik profili RP-HPLC-UYV ile aydmlatilmistir. H3 p-kumarik asit major

bilesen olarak belirlendi. H4 kafeik asit ve siringik asit major bilesen olarak tespit

edildi.
TP VE DPPH AKTIiVITESi GRAFiGi
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Sekil 4. 2 Toplam Fenolik igerik ve DPPH Aktivitesi Korelasyon Grafigi
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FRAP VE DPPH AKTIVITESI GARAFIGi
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Sekil 4. 3 FRAP degerleri ve DPPH Aktivitesinin Korelasyon Grafigi

Ballarin antioksidan o6zelliklerinden sorumlu bilesenlerin baginda fenolik
bilesikler yer almaktadir (Silici ve ark. 2010; Santos ve ark., 2017). Calismada 25 farkli
fenolik bilesen standardi kullanarak RP-HPLC-UV ile 280 ve 315 nm
dedeksiyonlarinda analizler yapildi. Andrade ve ark. (1997) kapiler zon elektroforez
teknigi kullanilarak Kestane bali (H3) fenolik agisindan olduk¢a zengin olup, p-OH
benzoik asit, protokatekuik asit, klorejenik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik
asit, sinnamik ve ferulik asit igerdigini tespit etmistir. Mevcut calismamizda da H3
Klorejenik asit, p-kumarik asit bileseni tespit edildi. Malkog¢ ve ark. (2019) yapmis
olduklar1 ¢calismada H4 fenolik bilesenleri belirlenmis degisik oranlarda tespit edilmis

mevcut ¢calismamizdaki sonuglar ile uyum iginde oldugu tespit edildi.

Calismada bal orneklerinin fenolik icerikleri de incelenmistir. Cizelge 4.3’de de
goriildiigi lizere bal, dogal olarak antioksidan gorevi gordiigii bilinen bir dizi bilesen
igcermektedir. Bazi 6rnekler kumarik asit, ferulik asit, sinamik asit, kafeik asit, siringik

asit ve diger fenolik bilesikleri igerdigi belirlenmistir.
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H1 balinin p-OH Benzoik Asit, Syringic Asit, Hesperidin, krizin ve
Pinocembrin icerdigi, H2 balinin ise arastirilan yirmibes standard fenolik bilesikden
yalnizca p-OH Benzoik Asit ve Hesperidin igcerdigi belirlenmistir. H3 ve H4 nolu
ballarda ¢alisilan diger ballarda bulunmayan Klorogenik Asit tespit edilmisken, tam
tersi olarak p-OH Benzoik Asit tespit edilememistir. p-Kumarik Asit yalnizca H3
balinda, kafeik asit ise yalnizca H4 balinda tespit edilmistir.

Ayvaz ve ark., 2018’de yayinladiklari ¢alismada; Tirkiye’nin Karadeniz
Bolgesinden toplanan kestane ballarinin ¢cogunda HPLC ile analiz edilerek saptanan
fenolikler Kumarik asit ve t-sinnamik asit iken, hicbir bal 6rneginde Luteolin ve
Epicatechin saptanmadigini rapor etmislerdir. Bu sonu¢ c¢aligmamizla kismen
ortiisgmektedir. Kestane bali olan H3 nolu bal numunesinde Kumarik asit saptanmius,

Luteolin, Epicatechin ve bu ¢alismadan farkli olarak t-Sinnamik Asit saptanmamistir.

Can ve ark., 2016°da yayinladiklari ¢aligmada Karadeniz Bolgesinden toplanan
kestane ballarinda Klorojenik Asit tespit etmemisken, Kumarik asit ¢ok daha diisiik
oranda tespit edilmistir (5.52 pg fenolik/mg).

42



Cizelge 4. 3 Bal drneklerinin fenolik icerikleri (g fenolik/mg 6rnek cinsinden
verilmistir.)

Standartlar H1 H2 H3 H4
Gallik Asit N.D. N.D N.D. N.D.
Protocatechuic Asit N.D. N.D N.D. N.D.
Klorogenik Asit N.D. N.D 2.65 121
p-OH Benzoik Asit 0.50 0.70 N.D. N.D
Epicatechin N.D. N.D N.D. N.D.
Kafeik Asit N.D. N.D N.D. 3.00
Syringic Asit 0.64 N.D. N.D 1.10
m-OH Benzoic Acid N.D. N.D N.D. N.D.
Rutin N.D. N.D N.D. N.D.
Ellagic Asit N.D. N.D N.D. N.D
p-Kumarik Asit N.D. N.D 19.45 N.D.
Ferulik Asit N.D. N.D N.D. N.D.
Myricetin N.D. N.D N.D. N.D.
Resveratrol N.D. N.D N.D. N.D.
Daidzein N.D. N.D N.D. N.D.
Luteolin N.D. N.D N.D. N.D.
Quercetin N.D. N.D N.D. N.D.
t-Sinamik Asit N.D. N.D N.D. 0.54
Apigenin N.D. N.D N.D. N.D.
Hesperidin 0.72 0.71 N.D. N.D.
Rhamnetin N.D. N.D N.D. N.D.
Krizin 1.24 N.D. N.D. 0.11
Pinocembrin 0.87 N.D. N.D. N.D.
CAPE N.D. N.D N.D. N.D.
Curcumin N.D. N.D N.D. N.D.

N.D. tespit edilmedi
4.3 Enzim inhibisyonu
4.3.1 Ureaz Enzim Inhibisyonu ve Glukoz-Oksidaz Aktivite Bulgular

Peptik Ulser glinimuizde cok yaygin olan hastaliklardan biridir. H. pylori
midedeki mukus tabakasi igerisinde bulunmaktadir. H. pylori (reaz enzimi
salgilayarak {ireyi amonyaga doniistiiriir ve lirettigi amonyak ile kendini mide asidinin

etkisinden korur (S6kmen ve ark., 2016).

Ureaz enziminden kaynakli olusan hastaliklarin 6niine gegmek igin dogal
inhibitorler lizerine bir¢ok caligma yapilmaktadir (Onado ve ark., 1990). Mevcut
calismamizda bal 6rneklerinde in vitro kosullarda iireaz enzim inhibisyonu incelendi
(Cizelge 4.4). Ballarin inhibisyon potansiyelelri i¢cin hesaplanan SCso degerleri 0.026-
0.028 g/ml arasinda degisim gostermektedir. Ballarin antioksidan aktivitesi ile tireaz
enzimi arasinda dogrusal bir iliskiden s6z edebiliriz. DPPH aktivitesi yiiksek olan

ballarda treaz enzim inhibisyonunun da daha etkili oldugu tespit edildi.
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Hotoman, 2015 yapmis oldugu ¢alismada Anzer bali (H4) icin (reaz enzimi
inhibisyon sonuglarint  20.61-23-81 mg/ml olarak  bulunmustur. Mevcut
calismamizdaki H4 sonuglari ile literatiirdeki ¢calismanin uyum iginde oldugu tespit
edildi. Balin i¢eriginde yer alan miktar ve ¢esitlilik olarak ¢ok fazla tespit edilemeyen
enzimler, biyogesitlilikte tiim enzimler gibi gesitli gorevleri bulunmaktadir. Balda
bulunan enzimler invertaz, diastaz, glukoz oksidaz enzimleri baslica enzimler olup,
bitki kaynagia bagli olarak balda farkl1 oranlarda bulunmaktadir (White, 1975; Omidir,
2015; Sahin ve ark., 2020). Calismadaki orneklerde glukoz-oksidaz aktivitesi testi
yapilmis olup ballarda 0.700- 11.010 pg H:O./g ham bal olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.4). En ylksek glukoz-oksidaz aktivitesi H4 kodlu bal numunesinde tespit
edilmistir. Sahin ve ark., (2020) yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada bazi ham bal
ornekleri ve ¢igek ballarinda glukoz-oksidaz aktivitelerini degerlendirilmis ve en
yuksek aktiviteyi ¢icek balinda 11.207 pg H20./g olarak tespit edilmislerdir. Mevcut
calismamizda da H2 kodlu numunenin glukoz-oksidaz aktivitesi yakin degerde
bulunmustur. Flanjak ve ark., (2016) 45 tane bal Orneginde glukoz-oksidaz
aktivitelerini incelenmis ve sonuglar1 40.3-347.7 ug H:0:/g bali olarak tespit

edilmistir. Tespit edilen bu degerler mevcut ¢alismamizin sonuglarindan daha

yuksektir.
Cizelge 4. 4 Bal Orneklerinin Ureaz Enzimi Inhibisyonu ve Glikoz-Oksidaz Aktivite
Bulgular
Numuneler Ureaz-1Cso (g/mL) Glikoz-Oksidaz pg H202/ g bal
H1 0.028+0.001 0.700+0.200
H2 0.026+0.001 11.010+0.100
H3 0.026+0.001 8.820+0.700
H4 0.026+0.001 1.917+0.100
Thiourea pg/mL 15.09+0.001

4.4 Numunelerin UV-Vis Spektrum ve FTIR Deneylerinin Bulgular:

Numunelerin UV-Vis spektrumlari, numuneler arasinda bazi dikkate deger
benzerlikler ve farkliliklar gostermistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.4). Bulgularimizi iig¢ gruba
ayirabiliriz. 11k olarak, tiim numunelerde 201-209 nm dalga boyu araliginda orta ila
yuksek yogunluklu bantlar, aromatik sisteme ve >C=C<, -C=C- ve >C=X (X:0, S, N)
gruplari tasiyan yapilara karsilik gelir.
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Ikinci olarak, H1, H2 ve H4 &rnekleri icin 220 ile 275 nm arasindaki bantlar,
>C=X (X: O, S, N) yapisi n-n* gegislerinden kaynaklanabilir. Son olarak, H3
orneginin 330 ve 340 nm'sindeki bantlar, konjuge sistemlerin n-n* ve n-n* gecislerine

karsilik gelir (Renuka ve ark, 2016).

Cizelge 4. 5 Bal Orneklerinin UV-Vis. Absorpsiyon Bantlar1 (H1-H4)

Numuneler Amax (M) Absorbans
H1 201, 205, 211, 226 1.805, 1.851, 0.353, 0.268
H2 201, 204, 207, 274 0.734, 0.586, 0.534, 0.174
H3 201, 207, 209, 214, 240, 330, 2.02,1.317,1.301, 1.288, 0.842, 0.332, 0.278
344
H4 201, 204, 244 0.656, 0.547, 0.199
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Sekil 4. 4 Bal Orneklerinin UV-Vis. Spektrumlari (H1-H4)
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Bal kimyasal bilesimine bakildiginda baslica sekerler (%70-80), su (%10-20)
ve enzimler, mineraller, proteinler gibi 200'den fazla farkli amino asitler, organik
asitler, vitaminler, fenolikler, flavonoidler, lipidler ve bazi ucucu bilesikler gibi minor
bilesenden olusan viskoz bir sivi olarak kabul edilebilir. Spektral bulgularimiz bu
kimyasal profili dogrulamaktadir. FTIR ve UV-Vis. spektrumlari, balin kiigiik
bilesenlerinin fonksiyonel gruplar i¢in karsilik gelen bantlari ortaya ¢ikardi. H1-H4
ballarina ait UV-Vis. spektrumlari, 6rnekler arasindaki farkliliklart FTIR verilerinden
daha iyi ortaya ¢ikardi. Farkl bal tiirleri i¢in benzer IR spektral sonuglar1 elde edilse
de balin ¢ok karmagik bir besin matrisi oldugunu bilinmektedir. Baldaki molekdler
yapilarin belirtecleri ve konsantrasyonlar1 bir¢ok faktdre baglidir. Bu faktorler temel
olarak bitkilerin botanik ve cografi kokeni ile mevsimsel ve iklim kosullari, ar1 tiirleri
ve toprak Ozellikleridir (Parri ve ark., 2020). H3 ve H4 kodlu bal numuneleri peptit
>C=0 gerilmesi gostermedi. Bunun nedeni, bu numunelerdeki amino asitlerin ve/veya

proteinlerin diisiik igerigi olabilir.

Cizelge 4. 6 Orneklerinin FTIR Spektrum Atamalar1 (H1-H4)

Functional group/ H1 H2 H3 H4
Vibration mode®

O-H and/or N-H 3387, 3325, 325 3317 (s) 3278 (s) 3217 (s)
streching (s)

Aliphatic C-H 2916, 2846 (s) 2916, 2846 (s) 2931, 2877 (m) 2931, 2877 (w)
stretching

Aromatic =C-H 1797-1998 (w) 1797-2021 (w) 1805-2005 (w) 1797-1990 (w)

overtone and
combination bands of
out of plane bending

C=0 stretching 1735 (m) 1735 (m) 1735 (w) 1743 (w)
C=0 stretching of 1697 (w) 1705 (w) - -
peptide bond

C=C stretching 1651 (w) 1651 (w) 1643 (m) 1643 (m)
Aliphatic C-H in-plane 1465, 1373 (m) 1465, 1373(m) 1419, 1342 (m) 1419, 1342 (m)
asymetric bending

C-N stretching 1157 (s) 1165 (m) 1149 (m) 1141 (m)
C-O stretching 1049, 1010 (s) 1056, 1033 (s) 1033 (s) 1026, 1049 (s)

Aromatic =C-H out of 771 (m), 726 (5) 779 (m), 717 () 779 (M), 694 (s) 771 (m), 686 (s)
plane bending

1Karsilik gelen degerler dalga sayisidir (cm-1); Tepe yogunluklart s: gliclii, m: orta, w: zayif kisaltmalariyla isaretlenmistir.
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4.5 Antimikrobiyal Aktivite

4.5.1 Numunelerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) ve Kirby-Bauer
Disk Diffiizyon Bulgular:

Kirby-Bauer Disk difiizyon testinden elde edilen inhibisyon zon ¢ap1 sonuglar1 SPSS
paket programinda analiz edildiginde, inhibisyon zon ¢aplarinin normal dagilim
gosterdigi ancak homojen olmadigi sonucuna varilmigtir. Bu sebeple gruplari
karsilastirmak i¢cin Dunnett C testi kullanilmistir (0=0.05). Bagimsiz 6rneklem t teste
gore deney grubu ve kontrol grubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark yoktur
t(df)=1.962 p=0.055 (Ho kabul gruplar aras1 fark yok.). Bununla birlikte, veriler
homojen dagilmamistir, bu nedenle ballarin antimikrobiyal aktivitelerini
karsilastirmak icin Welch testi kullanildi. Tiim test sonuglari Ortalama+SE katsayist
olarak temsil edildi. Harflerle temsil edilen istatistiksel farkliliklar, tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ile elde edildi. Yapilan bu ¢alimada elde edilen bulgulara gore
Bacillus subtilis B209 bakterisine karst H1, H2 ve H3 ballarinin higbir bir etki
gostermedigi, calismamizda kullanilan diger bal 6rnegi olan H4 balinin ise yiksek
antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.7). Ancak bu etkinin kontrol
antibiyotigi olan Ampicillin ve Sefazolin’e kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir.
H1 H2 ve H3 ballar1 i¢in MIK degeri 20< pg/ml ve H4 bal 6rneginin MIK degerlerinin
ise 2.5< pg/ml olarak hesaplanmistir. B. cereus ATCC®10876 bakterisine karsi
caligilan ballarin higbirinin antibakteriyel etki gostermedigi tespit edilmistir. Bu
bakteriye karsi kontrol antibiyotigi olan Ampicillin ve Sefazolin’de yiiksek bir etki
gostermistir. Staphylococcus aureus ATCC®6538 bakterisine karsi tiim bal 6rnekleri
farkli derecelerde etki gostermistir. S. aureus H3 balina direncli iken (10.83£0.24 mm)
H2 balina 20.33+0.74 mm’lik inhibisyon zon g¢apiyla duyarli olmadig: sylenebilir.
H1 ve H4 bali birbirine yakin inhibisyon zon ¢aplar1 vererek orta seviyede
antibakteriyel etki gostermistir (17.68+£0.73 mm, 16.59+0.98) fakat bu inhibisyon zon
capinin kontrol antibiyotigi olan Ampicillin ve Sefazolin’e kiyasla daha diisiik oldugu

belirlenmistir.
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H3, H4 ve H1 ballarinin MIK degerleri sirastyla 10< pg/ml, 5< pg/ml ve 5< ug/ml ve
H2 bal érneginin MIK degerlerinin ise 2.5< pg/ml oldugu goriilmiistiir. H1 ve H3
Listeria monocytogenes ATCC®7677 tlrline karsi orta seviyede antibakteriyel etki
gosterirken H2 ve H4 ballarinin ayni tiire kars1 direncli oldugu sdylenebilir. H2 ve H4
MIK degerleri sirastyla 10< pg/ml, 40< pg/ml iken H2 ve H1 bal 6rneklerinin MiK
degerlerinin 5< pg/ml oldugu goriilmiistiir. Micrococcus luteus B1018 bakterisitim
bal drneklerine kars1 direng gostermistir. H1, H2 ve H3 ballar1 icin MIK degeri 20<
ug/ml olarak hesaplanirken, H4 balinda MIK degerlerinin ise 10 < pg/ml oldugu
goriilmiistiir. Citrobacter freundii ATCC®43864 turlne karsi antibakteriyel aktivite
gosteren bal orneklerinin tiimiine bakildiginda H4 balinin en yiiksek antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu (25.67+0.98 mm) ve bu aktivitenin kontrol antibiyotigi ile
kiyaslandiginda oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde bu bakteriye benzer
sekilde H1 balinin da yiiksek antimikrobiyal etki gdsterdigi tespit edilmistir. MIK
degerleri incelendiginde H1, H2 ve H3 sirasiyla 2.5< pg/ml, 20< pg/ml ve 2.5< pg/ml
ve H4 6rneginin degerinin ise 1.25ug/ml oldugu gorilmiistiir. Klebsiella pneumoniae
ATCC®13883 bakterisine karsi test edilen ballarin tiimiiniin antimikrobiyal etkisi yok
denecek kadar azdir. K. pneumoniae bakterisi ¢aligmadaki tiim bal 6rneklerine direng
gdstermistir. Tiim bal orneklerinin MIK degerlerinin 20 pg/ml oldugu goriilmiistiir.
Pseudomonas aeruginosa ATCC®13883 bakterisine karsi tiim bal Ornekleri orta
derecede etki gdstermistir. Inhibisyon zon ¢aplarimin birbirine ¢cok yakin oldugu tespit
edildi. MIK degerlerinin tiim ballar igin 2.5ug/ml oldugu goriilmiistiir. Escherichia
coli ATCC®25922 bakterisine karsi tiim ballar orta diizeyde antibakteriyel etki
gostermis, kontrol antibiyotiklerine kiyasla daha diisiik aktiviteye sahip olduklar
goriilmiistiir. H1, H2 ve H3 ballar igin MiK degerlerinin 20< pg/ml, fakat H4 bal
orneginin MIK degerlerinin ise 10< pg/ml oldugu gériilmiistiir. Yersinia enterocolitica
ATCC®27729’ya karst higbir bal 6rneginin antimikrobiyal etki gostermedigi tespit
edildi. H1 bali Saccharomyces cerevisiae ATCC®976, Candida albicans
ATCC®10231 ve Aspergillus niger ATCC®9642 maya ve fungus
mikroorganizmalarina antimikrobiyal aktivite gdstermezken karst H3 ve H4 bali
sadece C. albicans ATCC®10231 mayasina kars1 direngli kabul edilebilecek seviyede
antimikrobiyal etki gostermis ancak kontrol antibiyotigine kiyasla daha diisiik

aktiviteye sahip olduklar1 da goriilmiistiir.
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Ballarin C. albicans ATCC®10231 mayasina kars1 MiK degerlerinin H1, icin
40< pg/ml, H2, H3 ve H4 i¢in 20< pug/ml oldugu goriilmiistiir. Aspergillus niger
ATCC®9642 iizerine higbir bal inhibisyon zon ¢ap1 olusturamamistir. MIK degerinin
ise 40< pg/ml oldugu gorilmistir. Calismada kullanilan bal numunelerinin
antibakteriyel 6zelligin bakterilerin gram dzellikleri ile arasinda belirgin bir farkliliga
neden olmadigi belirlenmistir (p<0.05). Gram pozitif bakteriler arasinda S. aureus
ATCC®6538 ve B. subtilis B209 tizerinde ortalama olarak ballar en iyi antibakteriyel
etkiyi gosterirken, bir diger gram pozitif bakteri olan B. cereus ATCC®10876 uizerine
ayn1 sekilde ortalama olarak ballar en az etkiyi gostermistir. Bununla beraber,
calismada yer alan Gram negatif bakteriler (zerinde de ortalama olarak en cok
etkilenen bakterimiz C. freundii ve P. aeruginosa olurken en az ortalama etki Y.
enterocolitica tizerinde ve en kiigiik inhibisyon zonu olmustur. H1, H2, H3, H4 bal
orneklerinin en yiiksek inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu mikroorganizmalar,
istatistiksel olarak birbirileri i¢inde kiyaslandiginda (H4-B. subtilis, H2-S. aureus,
H4-C. freundii, H3-L monocytogenes; Y. enterocolitica ve B. cereus,’nin en direncli
mikroorganizmalar oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan ballardan
multifloral bal haricinde, antimikrobiyal etkinin sirasiyla bakteri> maya>kiif oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Cogu bitki ¢ok sayida polifenol ve flavonoid igerir ve her
bitki farkli bir profile sahip olma egilimindedir. Polifenolik maddelerin
konsantrasyonu ve tiirii, balin ¢icek kdkenine baglidir ve antioksidan, antimikrobiyal,
antiviral ve antikanser aktiviteleri iceren biyolojik aktivitelerden sorumlu ana
faktorlerdir (Al-Mamary ve ark., 2002).

Bitkilerde bir¢ok farkli antioksidan bulunur ve 6l¢iilmesi ¢ok zordur. Radwan
ve ark., 1984 dort otantik bal 6rneginin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini
incelemistir. Yapilan bu arastirmada ¢alisilan bal 6rneklerinin E. coli’ye kars1 etkili
oldugu rapor edilmistir (Radwan ve ark., 1984). S. aureus ATCC 6538 bakterisine
kars1 tiim bal ornekleri farkli derecelerde etki gostermistir. Yaptigimiz ¢alismada da
denedigimiz bal orneklerinin ayni bakteriye karsi antibakteriyel etkisinin oldugu
goriilmiistiir (Aksoy ve Digrak, 2006). Bir diger calismada (Kiigiik ve ark., 2007),
Dogu Karadeniz bolgesine ait kestane balinin S. aureus’a karsi etkisinin arastirildigi
calismada balin susa etkili oldugu bildirilmistir, ¢alismamizda da bu susa kars1 H2

balinin etkili oldugu, H3 balinin etkili olmadig1 gézlenmistir.
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Efem ve ark., (1992), yaptiklar1 arastirmada balin S. aureus’a karst etkili
oldugunu bulmusglardir. Yapilan bir bagka c¢alismadaki farklilik ve benzerlikler bal
orneklerinin lokalitelerinin farkliliklarindan dolayisiyla da fitokimyasal faktorlerden
kaynaklandig1 sOylenebilir. Calismada kullanilan tiim bal 6rnekleri P. aeruginosa
bakterisine karsi farkli konsantrasyonlarda etkili olmustur. P. aeruginosa’ ya karsi
antibakteriyel aktivite gosteren bal orneklerinin tiimiine bakildiginda Cicek balinin

(H2) en yiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonuglar, Ayvaz 2017’de bal numunelerinin benzer FTIR spektrumlarina sahip
olmasina ragmen, tiim numunelerin degisen kimyasal bilesimlere karsilik gelen bazi
kiiclik benzerlikler ve farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir. Spektral bulgular

bal o6rneklerinin zengin bir kimyasal bilesime sahip oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4. 7 Dort Farkli Bal Numunesinin Bakteriler ve Funguslar Uzerinde Yaptig1 Antimikrobiyal Etki Disk Difiizyon Yéntemiyle Olusan
Inhibisyon Zonlar1 (mm) ve MIK Degerleri (mg/ml)

Mikroorganizmalar H1 H2 H3 H4 Ampicillin  Cephazolin  Nystatin Ortalam
a

Bacillus subtilis Disk diflizyon 9.98+0.85 10.62+0.52 10.7340.54 23.89+0.354  33.86+0.7  34.67+0.99 NT 14+0.98
(MIK; pg/ml) 20< pg/ ml 20< pg/ ml 20< pug/ ml 2.5< pug/ ml 3

Bacillus cereus Disk diflizyon 6.00+0.00 6.00+0.00 6.00+0.00 6.00+0.00 23.58+0.0 26.43+0.053 NT 6.00+0.00
(MIK; pg/ml) 80< pg/ ml 80< pg/ ml 40< png/ ml 20< pg/ ml 54

Staphylococcus aureus Disk difuizyon 17.68+0.73 20.33+0.74 10.83+0.24 16.59+0.98 12.76+0.6 6.00+0.00 NT 16.75+0.8
(MIK; pg/ml) 5< ng/ ml 2.5< pg/ ml 10< png/ ml 5< g/ ml 2 3

Listeria monocytogenes Disk difuizyon 16.92+0.82 7.48+0.88 17.53+0.92 6.00+0.00 27.34 30.34+0.83 NT 12.25+0.8
(MIK; pg/ml) 5< g/ ml 10< pg/ ml 5< pg/ mi 80< pg/ ml +0.54 5

Micrococcus luteus Disk diflizyon 13.34+0.54 10.86+.73 13.32+.72 14.82+.67 6.00+0.00  35.67+0.98 NT 13.50+0.8
(MIK; pg/ml) 20< pg/ ml 20< pg/ ml 20< pg/ ml 10< pg/ ml 8

Citrobacter freundii Disk diflizyon 20.58+0.83 13.78+.61 18.45+0.42 25.67+0.98 15.8940.3  16.11+0.34 NT 20.43+0.4
(MIK; pg/ml) 2.5< pg/ ml 20< pg/ ml 2.5< pg/ ml 1.25pg/ ml 6 3

Klebsiella pneumoniae Disk diflizyon 12.56+0.23 10.49+0.67 10.9940.65 9.99+0.87 14.24+0.8  16.27+0.74 NT 11.25+.62
(MIK; pg/ml) 20< pg/ ml 20< pg/ml 20< pg/ ml 20< pg/ ml 4

Pseudomonas aeruginosa Disk difuizyon 17.86+0.63 17.26+0.36 18.82+0.49 17.38+0.87 30.45+0.2  25.24+0.56 NT 18.25+.61
(MIK; pg/ml) 2.5< g/ mi 2.5< g/ mi 2.5< pg/ ml 2.5< ng/ mi 3

Escherichia coli Disk diflizyon 13.39+0.67 12.84+0.62 13.54+0.63 14.83+0.13 22.00+0.2  17.00+0.00 NT 14.87+0.4
(MIK; pg/ml) 20< pg/ ml 20< pg/ ml 20< pg/ ml 10< pg/ ml 3 3

Yersinia enterocolitica Disk diflizyon 6.00+0.00 6.00+0.00 6.00+0.00 6.00+0.00 25.54+0.7  24.65+0.92 NT 6.00+0.00
(MIK; pg/ml) 40< pg/ ml 40< pg/ ml 40< png/ ml 40< pg/ ml 3

Saccharomyces Disk diflizyon 6.00+0.00 6.00+0.00 10.4340.32 6.00+0.00 NT NT 17.57+0  7.25+0.13

cerevisiae 40< pg/ml 40< pg/ ml 20< pg/ ml 40< pg/ ml .32
(MIK; pg/ml)

Candida albicans Disk diflizyon 6.00+0.00 11.84+0.64 11.52+0.58 11.28+0.49 NT NT 17.87+0  10.50+0.4
(MIK; pg/ml) 40< pg/ ml 20< pg/ ml 20< pug/ ml 20< pg/ ml .32 5

Aspergillus niger Disk diflizyon 6.00+0.00 6.00+0.00 6.00+0.00 6.00+0.00 NT NT 17.90+0  6.00+0.00

(MIK; pg/ml) 40< pg/ ml 40< pg/ ml 40< png/ ml 40< pg/ ml .32
Ortalama 11.92+0.64 10.07+0.62 12.15+.72 12.84+0.98

-:Inhibisyon yok, NT: Test edilmedi, Listeria monocytogenes ATCC®7677, Bacillus subtilis B209, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC®10876, Pseudomonas
aeruginosa ATCC®27853, Citrobacter freundii ATCC® 43864 , Escherichia coli ATCC®25922, Klebsiella pneumoniae ATCC®13883, Saccharomyces cerevisiae ATCC 976, Candida
albicans ATCC®10231, Aspergillus niger ATCC®9642, Yersinia enterocolitica ATCC®27729, Micrococcus luteus B1018
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5. SONUC

Sonug olarak, bal 6rneklerinin spektral bulgulari, zengin kimyasal icerigi ve
besin profilini onaylar niteliktedir. UV-Vis. ve FTIR spektrumlari, botanik, cografi,
mevsimsel ve iklimsel kosullar ve ar1 tiirleri nedeniyle 6rnekler arasinda dikkate
deger benzerlikler ve farkliliklar gostermektedir.

Kestane balinin diger ballara nazaran daha ytiksek elektriksel iletkenlige sahip
oldugu, Anzer balinin ise biyoaktif bilesenlerce zengin bir bal oldugu sdylenebilir.

Balin gergek kalitesinin bal kodeksi verileriyle tam olarak agiklanamayacagi
sOylenebilir. Son olarak, balin fizikokimyasal ve biyolojik olarak aktif 6zellikleri,
tiretildigi floradan ve cografi varyasyonlardan etkilendigi bu ¢calismanin verileriyle

de ortaya konmustur.
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