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OZET

KARADENIZ BOLGESINDE URETIiLEN KESTANE (Castanea sativa Mill.)
BALLARININ BiYOKIiMYASAL OZELLIKLERININ iINCELENMESI

Belde OMUR

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, 2015
Yiksek Lisans Tezi, 86s.

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Melek COL AYVAZ

Bal insanligin bilinen en eski gida iiriinlerinden biridir. Insanhk tarihinin
kaydedilebilen baslangicindan bu yana, bal sadece beslenme icin degil, ayn1 zamanda
terapotik uygulamalarda da kullanilmistir. Kestane bali en lezzetli ve yiiksek kaliteli
ballardan biri olmasinin yani sira diger ballara oranla i¢ piyasada daha fazla alici
bulabilmektedir. Karadeniz bolgesi hem bal hem de kestane iiretiminde 6nde gelen
bolgelerimizdendir. Bu noktadan hareketle bolgemizdeki bu dogal kaynag
degerlendirmek adma bu c¢aligma kapsaminda Karadeniz Bolgesi illerinden temin
edilen 49 farkli kestane bali numunesi cesitli biyokimyasal yonleri agisindan
degerlendirildi. incelenen bal numunelerinin tamammin prolin degerlerinin Tiirk
Gida Kodeksi tarafindan belirtilen en diisiikk degerden yiiksek oldugu bdylece
numunelerin tagsise maruz kalmadigi saptandi. Ortalama protein degeri ise 1 g bal
icin 19.5 mg olarak hesaplandi. Ballarin diastaz sayilari i¢in bulunan degerlerde limit
deger olan 8’in lstlindedir. Ayrica invertaz ve katalaz aktiviteleri de sirastyla 189
U/kg bal ve 1600 U/g bal olarak hesaplanmistir. Kestane ballarinin toplam fenolik
icerikleri ve toplam antioksidan aktiviteleri i¢in bulunan ortalama degerler (sirasiyla
0.774 mg GAE/g bal ve 133.2 mg AAE/g bal) karsilastirma amaciyla incelenen gigek
ve ormangiilii bal numuneleri i¢in hesaplanan degerlerden yiiksek bulunmustur.
Aksine flavonoid igerik i¢in bulunan ortalama deger diger tiir ballar i¢in bulunan
degerin altindadir. Denenen bal numunelerinin DPPH serbest radikalini siipiirme
etkinlikleri hemen hemen ayni derecede iken FRAP degerleri (268 pmol TE/ 100 g
bal) acisindan kestane ballar1 {istiindiir. Denenen tiim bal numunelerinin %28’inin
hidroksil radikali ile olusturulan DNA hasarina kars1 koruyucu oldugu da gosterildi.

Boylelikle Karadeniz Bolgesi illerinden temin edilen kestane ballarinin tiiketicinin
ithtiyacini karsilayabilecek niteliklere sahip oldugu ortaya konulmustur. Bolge ballar
terapotik amagla da degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Kestane bali, Prolin, Diastaz, Invertaz, Fenolik icerik,
Flavonoid igerik, DPPH, FRAP, DNA hasar1 inhibisyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE BIOCHEMICAL PROPERTIES OF THE
CHESTNUT (Castanea sativa Mill.) HONEYS PRODUCED IN THE

BLACK SEA REGION

Belde OMUR

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Natural and Technology
Department of Chemistry, 2015
MSc. Thesis, 86p.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Melek COL AYVAZ

Honey is one of the oldest food products known to mankind. Since the start of
recorded human history, honey has been used not only for nutrition but also in
therapeutic applications. Chestnut honey is the most delicious and high quality honey
and can find more buyers in the domestic market compared to other honeys. The
Black Sea region is one of our leading region both in chestnut and honey production.
From this point, to evaluate this natural source in the our region, 49 different
chestnut honey samples obtained from the Black Sea Region provinces were
evaluated in terms of various biochemical properties. It is detected that all of the
honey samples investigated had the proline value greater than the minimum value
specified by Turkish Food Codex and did not expose adulteration. The average
protein value was calculated as 19.5 mg for 1 g of honey. The found values for
diastase number of honey samples were also above the 8 which is the limit value.
Furthermore, invertase and catalase actvities were calculated as 189 U/kg honey and
1600 U/g honey, respectively. The average values (0.774 mg GAE/g honey and
133.2 mg AAE/g honey, respectively) for total phenolic contents and the total
antioxidant activities of the chestnut honey samples were found higher than the
calculated values for flower and rhododendron honey samples examined for
comparison. On the contrary, the found average value for flavonoid contents was
below the values calculated for other kinds of honey. The DPPH free radical
scavenging activities of the analyzed honey samples were almost equally, while in
terms of FRAP values (268 umol TE/100 g honey) chestnut honeys were superior. It
was also demonstrated that the 28% of all honey samples tested to be protective
against DNA damage generated by hydroxyl radicals.

Thus, it revealed that the chestnut honeys obtained from the Black Sea Region
provinces have the properties to meet the needs of consumers. Regional honey can
also be evaluated for therapeutic purposes.

Key Words: Chestnut honey, Proline, Diastase, Invertase, Phenolic content,
Flavonoid content, DPPH, FRAP, DNA damage inhibition



TESEKKUR

Calismamin her agamasinda engin hosgorii ve sabri ile yardimini esirgemeyen ve
bana ‘‘Karadeniz Bolgesinde Uretilen Kestane (Castanea sativa Mill.) Ballarmnin
Biyokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi’’ konulu yiiksek lisans tezini veren, yapici
ve yonlendirici fikirleri ile daima yol gdsteren Ordu Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Kimya Boliimii 6gretim {iyesi, danigman hocam Saym Yrd. Dog. Dr.

Melek COL AYVAZ’a yiirekten tesekkiir ederim.

Bal numunelerinin temin edilmesini saglayan Ordu Aricilik Enstitiisii calisan1 Yiik.
Ziraat Miih. Dilek KABAKCI’ya ve bal temininde iireticilerle iletisim kurmamizi

saglayan Aricilar Birligi Baskanlarina tesekkiir ederim.

Laboratuvar calismalarim siiresince teknik yardimlarindan dolayr Kimya Bolimii

laboratuvar sorumlusu iThan IRENDE ye tesekkiir ederim.

Ayrica bu siiregte beni yalniz birakmayan ve sikintili anlarimda beni destekleyen
arkadaslarima ve tiim hayatim boyunca maddi ve manevi destekleriyle beni yetistiren

cok sevdigim aileme tesekkiirlerimi bir borg bilir, siikranlarimi sunarim.

Bu aragtirma, Ordu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan “TF-1441” numarali ve ‘‘Karadeniz Bolgesinde Uretilen Kestane
(Castanea sativa Mill.) Ballarinin Biyokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi’* isimli
Yiiksek Lisans Tez projesi kapsaminda desteklenmistir. Ilgili kurum ve ¢alisanlarina

desteklerinden dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Belde OMUR
2015
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1.GIRIS

Asirlar boyunca insanoglu i¢in 6nemli bir besin kaynagi olan bal Tiirk Gida Kodeksi
(TGK) tarafindan bitki nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin salgilarinin veya
bitkilerin canli kisimlar1 tizerinde yasayan bitki emici boceklerin salgilarinin bal aris1
Apis mellifera tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii maddelerle birlestirerek
degisiklige ugrattigi, su icerigini diisiirdiigii ve petekte depolayarak olgunlastirdigi

dogal tatl iirlin olarak tanimlanmistir (Codex Alimentarius, 2001).

Balin igerigi ve kalitesi, arilarin bulundugu bélgenin bitki Ortiisti, bu bitki 6rtiistinden
aldiklar1 nektar tipi ve miktari, cografik konumu, yiikseltisi, 1s1 degisimleri ve ar1
kaynaklarmin safligi gibi bircok oOzellige baghidir. Ancak yapilan arastirmalar
gostermistir ki insan saglig1 agisindan fonksiyonel 6zelliklere sahip olan balin nektar
kaynag1 biiyiik olclide ¢icege baghdir (Effem, 1988) ve balin kalitesi esas olarak,
bitkisel kaynagi ve kimyasal bilesimi ile degerlendirilmektedir. Boylelikle, farkli
bolgelerde tretilen ve farkli bitkisel orijinli ballarin bilesimi farklidir (Yildirim,

2013).

Piyasada saf ballarin yaninda oldukga fazla tagsis edilmis bal bulunmaktadir. Taklit
ve tagsis uluslararasi pazarlarin ve kiiresel rekabetin agilmasindan kaynaklanan ve
giderek artan bir olaydir. Bunun baslica nedeni kolay kazang saglanmasidir. Yasal
olmayan bu olaya endiistrinin de goz yumdugu bilinmektedir. Giiniimiizde, bu
sahteciligi siirlamak ve risklerini azaltmak i¢in gidalarin uygun yontemlerle etkili
bir sekilde kontrol edilmesi zorunludur (Cotte ve ark., 2003). Sanayilesme, tarimda
pestisitlerin yaygin kullanimi, meralarin tahrip edilmesi ve iklim degisiklikleri, dogal
florada 6nemli zararlara yol agmaktadir. Bu nedenle iireticiler, 6zellikle ana nektar
akim1 donemlerinde dogal floradan yeteri kadar bal alamadiklar1 durumlarda arilara
seker surubu vererek bal liretmektedirler (Karkacier ve ark., 2000). Bunun yani sira
piyasada, farkli cesitteki ballarin karistirllmasindan kaynaklanan orijinal adinin
ozelliklerini tagimayan, seker suruplarina aroma veya boya ilave edilen ve dogal
ballara ¢esitli seker suruplari, su, nisasta gibi maddeler katilmak suretiyle elde edilen
ballar bulunmaktadir. Baldaki tagsisin saptanmasi i¢in bal tiplerinin dogal
bilesimlerinin ¢ok 1iyi tespit edilmesi gerekmektedir. Bu amagla; balin bitkisel

kaynaginin belirlenmesi i¢in polen analizi yapilirken, gerceklik kontrolii ig¢in



kimyasal 6zellikleri belirlenmektedir (Cinar Bilgen, 2010; Sunay ve ark., 2003; Cotte
ve ark., 2003).

Tiirkiye zengin bitki ortiisii, uygun ekolojisi ve koloni varligi agisindan aricilikta
onemli bir yere sahiptir. Ulkemizde aricilik, arili kovan sayis1 bakimindan son
yillarda biiytik artislar gostererek diinya siralamasinda iist noktalara gelmistir (Cinar
Bilgen, 2010). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), Tiirkiye’nin bal haritasina gore
2014 yili i¢inde bal tiretiminde ilk sirada Mugla, son sirada ise Kilis olmak iizere
iilke genelinde 103 bin 539 ton balin iiretildigine iliskin raporunu sunmustur. TUIK
verilerine gore, 2014 yilinda en fazla bal iiretilen iller 15 bin 282, 15 bin 39 ve 9 bin
715 ton ile sirastyla Mugla, Ordu ve Adana’dir. 2014 yili verilerine gore en az bal

tiretimi 14 ton ile Kilis’te gergeklesmistir (Anonim, 2015).
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Sekil 1.1. TUIK 2014 yili verilerine gore iller bazinda bal iiretimi (kg) dagilimi tematik
haritas1 (Arslanalp, 2015)

Cesitli caligmalar, farkli lilkelerden farkl: tip ballarin biyolojik olarak aktif, farkl tiir
bilesiklerin konsantrasyonuna bagli olarak antioksidan kapasiteye sahip olduklarini
ortaya koymuslardir (Mariod ve ark., 2009; Vit ve ark., 2009). Antioksidan aktivite
flora kaynagma bagli oldugu kadar mevsimsel ve g¢evresel faktorlere de baghidir.
Isleme de balin bilesimini ve antioksidan aktivitesini etkileyebilir. Cok zengin bitki

florasina sahip olan iilkemizde degisik tiirde ballar {iretilmektedir. Bu ballardan tek



florali bal olarak iiretilen kestane ballar1 diger cicek ballarina gore antioksidan

yonden oldukga zengin igerige sahiptir (Giirel, 2012).

Bu bilgiler 1s18inda bu tez ¢alismasi kapsaminda kestane {iretiminin yaygin oldugu
Karadeniz Bolgesi illerinden temin edilen 49 adet kestane bali numunesinin
antioksidan aktivitelerini ortaya koyabilmek amaciyla toplam fenolik ve toplam
flavonoid igeriginin saptanmasi, toplam antioksidan aktivitesinin tespit edilmesi ve
1,1-difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikalini silipiirme aktivitesi ile Fe®*
indirgeme antioksidan kuvvveti (FRAP) ve hidroksil radikali tarafindan indiiklenen
DNA hasarin1 6nleyebilme etkinliklerinin belirlenmesini igeren testler yaninda, diger
biyokimyasal o6zelliklerini ortaya koyabilmek i¢in bal numunelerinin protein ve
prolin miktarlarinin saptanmasi ve katalaz, diastaz ve invertaz enzim aktivitelerinin

belirlenmesi islemleri gerceklestirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR (veya GENEL BILGILER)

2.1. Balin Tanimi ve Kestane Balh

Tirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’'ne gore bal; bitki nektarlarinin, bitkilerin canh
kisimlarinin salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar1 iizerinde yasayan bitki emici
boceklerin salgilarinin bal arist Apis mellifera tarafindan toplandiktan sonra kendine
0zgli maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattig1, su icerigini diislirdiigii ve petekte

depolayarak olgunlastirdig1 dogal {iriin olarak tanimlanmistir (Anonim, 2005).

Ballar arilarin kullandigi kaynaga gore ¢icek ve salgi bali olarak siniflandirilir
(Yildirim, 2013). Thlamur, mese, erik ve cam agaglar1 gibi bitkilerin yapraklarinin
sizdirdiklar1 sekerli siv1 ile yaprak bitkileri, kirmiz bocegi ve bazi ufak boceklerin
yaprak iizerine salgiladiklar tatli stvidan meydana gelen bala salgi bali, ciceklerin
bal ozliikleri tarafindan salgilanan nektar (baldzii) dan meydana gelen bala da ¢igcek
bali denilmektedir (Keskin, 1982). Ayrica ballarin orman giilii ve datura gibi
bitkilerden aldiklar1 zehirli maddelerden meydana getirdikleri bala ise zehirli bal
(deli bal) denilmektedir (Senocak, 1971; Yilmaz, 1994). Uretim veya pazara sunus
sekline gore ise, petekli bal, siizme bal, petekli siizme bal, sizma bal, pres bali ve
filtre edilmis bal gibi siniflardan s6z edilmektedir. Bunlarin disinda kalan ve kendine
0zgii dogal koku ve tada sahip olmayan veya fermantasyon baslamis veya fermente
olmus veya yiiksek sicaklikta iglem gormiis, endiistriyel amacgli kullanima uygun
veya diger gida maddelerinin iretiminde bilesen olarak kullanmaya uygun bala da

“firincilik bali” denilmektedir (Anonim, 2005; Cinar Bilgen, 2010).

1960’11 yillara kadar baz1 Avrupa’ll ar1 yetistiricileri salgilarin boceklerden geldigine
inanmasa da, 1696 yilinda Van Leeuwenheok salgilarin bodcekler tarafindan
tiretildigini belirtmis, 1829’da ise Ehrenfels salgilarin bitkilerden kaynaklandigini
diistinmiistiir. Daha sonra salgilarin boceklerden kaynaklandig: Stern (1841), Stoehr
(1842), Noerdlinger (1854) ve Buechen (1891) tarafindan da belirtilmistir
(Pechhacker, 2008; Ciar Bilgen, 2010).

Cigek ballarindan biri olan kestane bali, Fagaceace familyasinin Castanea cinsine ait
agaclardan elde edilmektedir. Kestane agacinin bilinen 13 tiirii genellikle kuzey
yarim kiirenin degisik bolgelerine yayilmistir. Tiirkiye’de Karadeniz, Marmara ve

Ege Bolgelerinin ormanlik alanlarinda Castanea sativa Mill. tiiri dogal olarak



yetismektedir (Subasi, 2004; Ozkarakas, 2008). Kestane agaci arilar igin yaz
aylarmin basinda nektar ve polen i¢in en iyi kaynaklardan biridir (Yang ve ark.,
2012). Haziran ayinin basindan itibaren kestane ¢igeklerine ¢alismaya baslayan arilar
tiim giiclerini ortaya koyarlar. Asil bal akimi budur. Geceleri de kovan Onlerinde
kanat cirparak tasidiklart bali olgunlastirirlar. Gece sessizliginde ugultu ariliktan
gelmektedir. Ortaya c¢ikan kestane bali koyu renkli, agir agir akan, tatli sert bir bal
olur. Tadma alisanlarin devamli1 aradiklar1 bir mucize olarak ortaya ¢ikmistir (Giirel,

2012).

Kestane bal1 en lezzetli ve yiiksek kaliteli ballardan biri olmasinin yan sira (Castro-
Vazquez ve ark., 2010) diger ballara oranla i¢ piyasada ¢ok kisa siirede alici
bulabilmektedir. Ayrica, kestane bali yiiksek fruktoz ve diisiikk glukoz igerigi
sayesinde, yliksek glukoz igerigine sahip olan bu nedenle hizli kristallesen aycicegi
balinin aksine sivi halde daha uzun siire kalabilmektedir (Persano-Oddo ve Piro,
2004). Kestane balinin astim ve solunum hastaliklar i¢in iyi bir etnik tedavi edici
olduguna inanilmaktadir (Orhan ve ark., 2003). B ve C vitaminleri agisindan zengin
olan kestane bali kaslar1 kuvvetlendirici, kan dolagimini diizenleyici, mide ve
karaciger yorgunlugunu giderici, bagisiklik sistemini gii¢lendirici etki yapar.
Ozellikle tadi, rengi ve aromasindan dolayr diger ballardan daha kolay ayirt
edilebilmektedir (Kolayli ve ark., 2006). Biitiin koyu renkli ballar gibi antioksidan
olmasi sebebiyle kansere karsi koruyucudur. Arastirmalarda antibiyotik 6zelligiyle
Beta Hemolotik streptecoc’lara karsi etkili oldugu tespit edilmistir (Giirel, 2012).
Koku ve aromasina gore kestane ballart kompleks bir aroma tanimi ile odunsu,
kimyasal, ¢lirlimiis ve bitkisel olacak sekilde kokulu ve aromali iirlinlerdir. Kestane

bali ac1 tadi ve agizda kalan lezzeti ile bilinmektedir (Yang ve ark., 2012).

2.2. Balin Tarihcesi

Arlarin  diinyamizda milyonlarca yildir, genis diizliklerin bitki Ortiistiyle
kaplanmaya basladig1 {i¢iincii jeolojik ¢agdan beri goriildiigli belirtilmektedir. Cok
eski caglarda insanlarin agag¢ ve kayalarda yuvalanan ogul arilar1 dldiirerek, bunlarin
ballarindan yararlandiklar1 bilinmektedir (Sar16z, 2010). Ama insanoglunun baldan
ciddi olarak faydalanabilmesi i¢in uzun bir siire ge¢mistir. Ilk olarak ticari anlamda

bal toplayiciliginin baslamasinin ancak M.O. 7000 dolaylarina denk geldigi,



Valensia'daki LaAranas Magarasindaki duvar resimlerinden anlasilmaktadir.
Insanlarin yerlesik hayat diizenine gecip, ¢iftcilikle ugrasmaya baslamasi ile birlikte
cok zor sartlarda topladiklar1 bali iiretme istegi ile kovan yapimi baglamistir. Bunlar
yoresel yasayisa gore i¢i oyulmus agac kiitiikleri, saz ve samandan Orme sepet
seklinde veya killi topraktan yapilmis 6zel ¢omlekler olarak agaclara asmak sureti ile
M.O. 6000 dolaylarinda bugiinkii ariciligm &nciiliigiinii olusturmuslardir. Zamanla
bircok toplumda sadece seker ihtiyaci disinda saglik, giizellik ve zenginlik kaynagi
olarak goriilen balin yiiceltilmesi ile ilgili en giizel 6rneklere M.O. 3200 dolaylarinda
eski Misir hierogliflerinde rastlanmaktadir. Bu yapilarda ar1 sembolil firavunlari
temsil ederken, bal Giines Tanris1 Ra'min "diinyadaki go6zyaslar" olarak
goriilmektedir. Bal bu kadar cok sevildiginden, memurlar siirekli, Suriye ve
Yunanistan’dan bal getirmek zorunda kalmislardir. II. Ramses donemindeki
memurlarin maaslarinin bir kismi bal ile denmistir ve bal ¢cok degerli bir para birimi
olarak kullanilmistir. Bir kavanoz bal karsiliginda bir esek veya inek

alinabilmekteymis (Anonim, 2015).

Balin tek basmna tliketilmesinin yaninda baska yiyeceklerin hazirlanmasinda
kullanildig1r ve hastaliklar1 tedavi edici 6zelliginden faydalanildigi anlagilmis olup
(Sar16z, 2010) aricilikta ekonomik degeri bulunan art siitii, propolis, polen, bal mumu
ve ar1 zehiri gibi diger tirtinlerin {iretimi ve bu iriinler {izerine tedavi amagh olarak
tip diinyasinda apiterapi adi altinda galismalar yapilmaktadir (Oztiirk, 2001; Parlakay
ve ark., 2008; Sari6z, 2010; Kartal, 2012). Ayrica gida endiistrisinde genis bir
uygulama alan1 vardir (Giiler, 2005).

2.3. Diinya’da Aricihik ve Bal Uretimi

Gilinlimiizde aricilik, biitlin diinyada yapilan en yaygin ve énemli miktarda ekonomik
degeri bulunan, doga ve cevreye zarar vermeden yapilabilen ender bir tarimsal
faaliyettir. Bugilin diinyada 65 milyon koloni ile 1.5 milyon ton bal {iretimi

yapilmaktadir (Kayral, 2015).

Diinyada en 6nemli bal fireticisi iilkeler Cin, Arjantin, Tiirkiye, Ukrayna, ABD,
Meksika ve Rusya’dir (Gokdemir, 2014). En ¢ok bal ithal eden iilkeler ise, Almanya,
ABD, Japonya, Ingiltere, Italya, Isvigre, Fransa, Avusturya ve diger Avrupa
tilkeleridir (Arslanalp, 2015).



Balin yaninda; ar siitii, propolis, polen ve balmumu gibi ar1 iiriinlerinin de diinya
ticaretinde yer aldig1 goriilmektedir (Oztiirk, 2001; Usal, 2007; Kartal, 2012). Diger
yandan tarimi gelismis llkelerde aricilik, ar1 iiriinleri {iretiminin yaninda, bitkisel

tiretimde miktar ve kalitenin arttirilmasi amaciyla da yapilmaktadir (Anonim, 2013).

Cizelge 2.1. FAO 2011verilerine gore Diinya bal iireticileri siralamasi (Anonim, 2013)

Ulkeler Uretim Miktar1 (ton)
Cin 446.089
Tiirkiye 94.245
Ukrayna 70.300
ABD 67.000
Rusya 60.010
Hindistan 60.000
Arjantin 59.000
Meksika 57.783
Etiyopya 53.675

fran 47.00

2.4. Tiirkiye’de Aricihk ve Bal Uretimi

Tirkiye’de aricilik gegmisten bu yana geleneksel olarak yapilan sosyo-ekonomik
tarimsal bir faaliyettir. Tiirkiye nin ekolojik ve sosyo-ekonomik yapisi geregi, tiim
bolgelerinde aricilik yapilabilirken sirasiyla Ege, Karadeniz ve Akdeniz Bolgeleri
iretim ve kovan yoniinden en zengin bolgelerimizdir. Tiirkiye bal iiretiminin
yaklasik yaris1 bu {i¢ bolgemizden saglanmaktadir. Bal iiretiminde ilk on ilimiz;
Mugla, Ordu, Adana, Aydin, Sivas, Antalya, Izmir, Icel, Erzincan ve Samsun olarak

stralanmaktadir (Oztiirk, 2001).

Tiirkiye yilda 94.245 ton bal iiretimi ve 6.01 milyon koloni varligiyla Cin’den sonra
diinya ikincisi olmasma ragmen {ilkemizde aricilik yeterince verimli degildir,
tilkemizde kovan bagina bal verimi ortalama 15.68 kg’dir (GTHB, 2012). Bu deger
Cin’de 46.4 kg iken Diinya ortalamasi 23.5 kg’dir (MTO, 2012). Tirkiye yillik
olarak trettigi balin yaklagik 87.000 tonunu i¢ pazarda tiiketmektedir. Buna ragmen



kisi basina bal tiikketimi sadece 1200 gr kadardir (Cizelge 2.2). Bu yoniiyle
diistintildiigiinde iilke i¢ pazarinin oldukg¢a yliksek bir pazar potansiyeline sahip

oldugu goriilmektedir (Anonim, 2013).

Cizelge 2.2. Tiirkiye’ye ait aricilik verilerinin yillara gére dagilimi (Anonim, 2011; Kartal,
2012; Anonim, 2013)

Yil Arih Kovan Bal Uretimi Bal Verimi Balmumu Kisi Basina
(adet) (ton) (kg/kovan) (ton) Diisen Bal
Tiiketimi
(kg/kKisi)
2002 4.160.892 74.554 18 3.448 11
2003 4.288.853 69.540 16 3.130 1.0
2004 4.399.725 73.929 17 3.471 1.1
2005 4.,590.013 82.336 18 4.178 1.2
2006 4.851.683 83.842 17 3.484 1.2
2007 4.825.596 73.935 15 3.837 1.0
2008 4.886.316 81.364 17 4.539 1.1
2009 5.339.224 82.003 15 4.385 11
2010 5.602.669 81.115 15 4.148 1.1
2011 5.862.312 94.245 16 4.235 1.1
2012 6.191.232 89.162 15 4.222 1.1

Tiirkiye, 2013 yili TUIK verilerine gére 6.641.000 adet toplam kovana sahip olup,
%20’s1 Ege, %]17’s1 Akdeniz, %14’i Dogu Karadeniz ve %9.6’s1 Ortadogu Anadolu
Bolgesi’nde bulunmaktadir. Bal iiretiminin ise %21°1 Ege, %18’1 Dogu Karadeniz,
%19’u Akdeniz ve %7’si Ortadogu Anadolu Bolgesi’nden saglanmaktadir. Ege ve
Karadeniz Bolgeleri gerek koloni varligi gerekse bal iiretimi agisindan diger
bolgelere oranla daha stratejik bir dneme sahiptir. Bu iki bolge kestane {iretiminde de
benzer bir misyon yiiklenmistir. 2012 yili TUIK verilerine goére 57.881 ton kestane
tiretiminin % 59.1°1 Ege Bolgesi’'nde, % 31.45’1 Karadeniz Bolgesi’nde, %9.25’1
Marmara Bolgesi’nde ve geriye kalan % 0.20’lik dilim ise Akdeniz ve Dogu
Anadolu Bolgesi’nden saglanmaktadir (Cizelge 2.3).



Cizelge 2.3. Kestane iiretimi yapilan illerimizin meyve veren agac sayisi, aga¢ basina

ortalama verim ve iiretim miktarlar1 (TUIK, 2013)

Agac basina Meyve veren
Uretim (ton) ortalama agac sayisi

verim (kg) (adet)
[zmir 9.617 28 342.675
Aydin 19.782 31 629.809
Denizli 1.545 24 63.625
Mugla 46 53 875
Manisa 2.573 45 57.700
Afyon 86 48 1.800
Kiitahya 558 16 34.550
Ege Bolgesi 34.207 30.24 1.131.034
Tokat 2 14 140
Diizce 563 33 16.907
Kastamonu 6.836 42 162.505
Zonguldak 1.206 24 49.585
Bartin 2.865 34 85.020
Sinop 4.240 28 151.800
Samsun 464 18 26.050
Trabzon 100 24 4.087
Ordu 861 22 38.850
Giresun 328 7 44.650
Rize 469 13 36.595
Artvin 272 21 12.950
Karadeniz Bolgesi 18.236 28.98 629.139
Istanbul 50 10 5.000
Balikesir 1.354 30 45.813
Canakkale 740 29 25.620
Bursa 1.702 31 54.170
Kocaeli 300 32 9.495
Sakarya 69 27 2.600
Yalova 1.138 33 34.040
Marmara Bolgesi 5.353 30.28 176.738
Bitlis 14 20 700
Antalya 73 90 810
Isparta 28 41 680
Diger 115 52.11 2.190

Kestane disinda iilkemizde akasya, ¢am, kdknar, ladin, thlamur gibi bal veren meyve

agaclar1, kekik, geven gibi mera bitkileri ve aycicegi, pamuk, narenciye, piirem,



korunga, yabani ¢ilek tiirleri bulunmaktadir. Diinya’daki bal verimi yiiksek olan
bitkilerden 3000’1 endemik tiir olmak tizere 12.000 ¢esidi tilkemizde bulunmaktadir.
Bu yoniiyle iiretilecek ar1 driinlerinin ¢esit ve kalitesi rekabet {istiinligi

saglamaktadir (Cakal, 2013).

2.5. Karadeniz Bélgesinde Bal Uretimi

Karadeniz Bolgesi sahilden 3376 m yiikseltiye kadar degisen yiikselti farkliligi,
daglarin denize paralel uzanmasi, kuzey sinir1 Karadeniz’in olusturmasi, ¢cok sayidaki
dereleri, irili ufakli golleri, toprak ve iklim oOzellikleri nedeniyle ¢esitli ekolojik
birimleri biinyesinde barindirdigindan zengin bir flora ve vejetasyona sahiptir.
Bolgede dogal olarak yetistigi bildirilen 2239 bitki taksonundan 514’iiniin endemik
olma olasiligindan s6z edilmektedir (Ansin, 1980).

2014 yilinda Dogu Karadeniz’de bal iiretimi bir 6nceki yila gore yiizde 12.6 oraninda
artarak 19 bin 794 ton olmustur. Ayni siire igerisinde Trabzon, Giresun, Rize ve
Artvin’de sirastyla %9.9, 6.8, 12.8 ve 4.6 oraninda azalma ile birlikte 1007, 1253,
692 ve 850 ton bal iiretilmistir. Ordu, Karadeniz Bolgesi’nde bal iiretiminde ilk
sirada yer alirken ayni1 zamanda Mugla’dan sonra Tiirkiye’de en fazla bal tiretiminin

gergeklestigi 2. ildir (Anonim, 2013).

2.6. Balin Bilesimi ve Kimyasal Yapis1

Balin yaklasik olarak % 80'1 degisik yapidaki sekerlerden, %17'si sudan meydana
gelmektedir. Geriye kalan %3'liik kismi ise basta enzimler olmak {izere, bala bal
ozelligi kazandiran ve bali degerli kilan maddelerden olusmaktadir (Korkmaz, 2006).
Ayrica % 0.3 oraninda protein ihtiva etmekte olup bunun yani sira potasyum,
kalsiyum, magnezyum, aliiminyum, fosfor, silisyum, demir, bakir, kobalt, nikel ve

krom gibi mineral maddeleri de icermektedir (Y1ldirim, 2013).

Gelisen teknoloji sayesinde ballarin nitelikleri detayli bir bigimde belirlenmektedir
(Giiler, 2005) Balin kimyasal bilesimi ve ozellikleri arilarin ziyaret ettigi bitkilere,
dolayli olarak topraga ve iklim kosullarma da baglhidir (Perez ve ark., 2008). Bu
nedenle piyasaya sunulan ballarin kalitesi Anupama ve ark. (2003)’na gore cografik

bolgeye, iklim kosullarma, nektar kaynagina, uygulanan prosese, ambalajlama
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teknigine ve depolama siiresine bagli olarak farklilik géstermektedir (Cinar Bilgen,
2010).

Balin tanimlanmasinda kullanilan baslica kimyasal 6zellikler; nem igerigi, pH degeri
ve asitlik, kiil icerigi ve mineral madde profili, protein ve prolin miktari, karbon
izotop orani, enzim aktivitesi, hidroksi metil furfural (HMF) igerigi ve antioksidan

aktivitesidir (Cinar Bilgen, 2010).

Farkli caligmalarda ¢esitli bal Ornekleri {lizerinde yapilan incelemeler sonucunda

belirlenen bal bilesimleri ¢izelge 2.4’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.4. Farkli ¢calisma sonuglarina gére balin genel bilesiminin degisimi (Bulut, 2007;
Bakan, 2009; Yildirim, 2013)

Bilesen (%) White (2003) Otles (1995)  Sahinler Bentabol Degisim
ve ark., Manzanares stmirlar:
(2001) ve (Min-mak)

ark.,(2014)

Nem 17.2 17.2 17.2 16.38 12.2-229

Diastaz 20.8 20.8 - 14.5 2.1-61.2

Sayisi*

Glukoz 30.3 30.3 - 30.22 22.9-40.8

Sakkaroz 1.3 1.3 - 1.43 03-76

Yiiksek 14 14 - - 0.1-3.9

sekerler

Serbest asit 0.43 0.43 - - -

(Glukonik)

Toplam asit 0.57 0.50 0.57 - 0.17-1.17

(Glukonik)

Kiil 0.169 0.169 0.17 - 0.02-1.03

Azot 0.041 0.041 - - -

Maltoz® 7.3 7.3 - 5.54 3.3-182

Fruktoz 38.4 38.4 - 38.43 30.9-44.3

Ph 3.91 3.91 - 4.71 0.13-8.49

.Diastaz sayist: 1 g bal i¢indeki enzimin 40°C’de hidrolize edebildigi %1 nisasta ¢ozeltisinin mL olarak miktaridir (AOAC,
1995).

2 ‘Indirgen disakkaritler maltoz olarak hesaplanmustir.

11



2.6.1. Baldaki Sekerler

Sekerler ballarin kuru maddesinin %95-%99’unu olusturan ana bilesenlerdir. Bu
oranin biliyiilk miktar1 fruktoz ve glukoz monosakkaritlerine aittir. Balda bulunan

diger sekerlerin dagilimi su sekildedir:
Disakkaritler: Sakkaroz, maltoz, izomaltoz, tiranoz

Yiiksek Sekerler: Maltotrioz, izomaltosil glukoz, izomaltosilpentaoz, 1-ketoz,
melizitoz, erloz, panoz, izomaltosil trioz, theandroz, sentoz, izopanoz, izomaltosil

tetroz, ve rafinoz’dur (Yildirim, 2013).

Bu sekerlerin bir kismi nektarda bulunurken biiylik bir kismi ise nektarda bulunmaz.
Bu sekerler balin olgunlagsmasi ve depolanmasi gibi asamalarda enzimler ve asitlerin

etkisiyle meydana gelmektedir (White, 1979, 2003;Y1ldirim,2013).

Bal, TGK Seker Tebligi’nde belirtilen bazi tiir sekerleri icermemelidir. Teblige gore
bu sekerler; beyaz seker, yari beyaz seker, rafine seker, seker ve invert seker
¢ozeltisi, invert seker surubu, glukoz surubu veya glukoz-fruktoz surubu veya
fruktoz-glukoz surubu (ve bunlarin kurutulmus formlari), pudra sekeri, dekstroz veya
dekstroz monohidrat ve fruktoz (saflastirllmis ve kristallendirilmis D-fruktoz) dur
(Anonim, 2005; Anonim, 2006; Kartal, 2012).

Baldaki seker kompozisyonu balin ger¢ekligi konusunda onemli bir indikatordiir.
Ballarda az miktarda bulunan disakkaritler ve trisakkaritler ¢igek ve salgi ballarini
karakterize  etmektedirler.  Seker oranlarindan  6zellikle  fruktoz/glukoz,
maltoz/isomaltoz, maltoz/turanoz, sakkaroz/turanoz oranlar1 balin gergekliginin
ispatlanmasinda kullanilan bazi parametrelerdir (Hisil ve Borekgioglu, 1986;

Anklam, 1998; Kaskoniene ve ark., 2010; Kartal,2012).

2.6.2. Baldaki Enzimler

Balda bulunan enzimlerin bir kism1 bitkilerin olusturmus olduklar1 bitki enzimleri
olmasina ragmen biiyiik bir kismi arilar tarafindan bala ilave edilmektedir (Yildirim,
2013; White, 2003). Invertaz baldaki en aktif enzimdir. Baldaki sakkaroz, invertaz
enzimi yardimiyla daha basit sekerlere (fruktoz+glukoz) yani invert sekere
doniistiiriilmektedir. Invertaz genellikle ar1 tarafindan bala ilave edilen bir enzimdir

ancak ¢ok az miktarda bitki kaynakli da olabilmektedir (Kartal, 2012; Hisil ve
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Borekgioglu, 1986; Yeygel ve Kara, 2007). Baldaki sakkaroz enziminin izole edilip
sakkaroza etki ettirildiginde pek ¢ok oligosakkaritler olusturdugu goriilmiistiir. Bu
enzimin aktivitesi devam ettirildigi zaman biitiin bu sekerler glukoz ve fruktoza
kadar ayrisabilmektedir. Is1 ile zarar gérmedigi takdirde baldaki invertaz enzimi
aktivitesini ekstraksiyondan sonra da siirdiirmeye ve sakkarozu par¢alamaya devam

eder (White, 1979, 2003; Yildirim, 2013).

Cizelge 2.5. Farkli ¢caligma sonuglarina gore balin seker kompozisyonu (Lazaridou ve ark.,
2003; Y1ldirim,2013)

Karbohidratlar White ve Lazaridouve  Yanniotis ve Habib
(%0) ark., (1962)  ark., (2003)  ark., (2006)  ve ark.,(2014)

Fruktoz 38.2 22.1-41.3 29.9-441 32.26-42.42
Glukoz 31.3 13.5-36.3 20.1- 34.9 27.78-32.35

Sakkaroz 1.3 0.2-2.7 0.3-0.8 0.56-1.66
Maltoz 7.3 1.9-6.7 2.7-4.0 0.31-2.09

Melezitoz - 9.1-14.4 0.3 -
Raffinoz - 0.2-1.0 1.7 0.0010-0.0079

An tarafindan nektara ilave edilen bir baska enzim diastaz enzimidir. Nektarlar
nisasta icermediginden dolay1 bu enzimin fonksiyonu tam anlamiyla bilinmemektedir
(White, 2003). Arnlarin diastaz enzimini polen taneciklerinde bulunan nisastay:
sindirmek ic¢in kullandiklar1 diisiiniilmektedir (White,1979). Bu enzimde diger
enzimler gibi 1sidan etkilenmekte yiiksek sicakliklarda inaktive olmaktadir (White,
1975; Yildirnm, 2013). Bu enzimin diastaz aktivitesi bulunan iki farkli formu
bulunur. Bunlar o-amilaz ve p-amilazdir. o-amilaz nisasta molekiillerinin ig¢
kisimlarindaki a-1,4- glukozidik baglarin1 pargalarken, B-amilaz nisastay: indirgen
olmayan ug¢ kisimlarindan maltoz sekerlerini ayiracak sekilde a-1,4- glukozidik
baglar1 iizerinden pargalar. Bu sekilde nisastanin iyotla verdigi renk azalir. Ballarda
diastaz tayini de bu esasa dayanilarak yapilmaktadir. (Saldamli, 1998; Yeygel ve
Kara, 2007; Tosi ve ark., 2008; Kartal, 2012).
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Onemli bal enzimlerinden olan ve arilarin yutak {istii salg1 bezlerinden salgilanan
glukoz oksidaz enzimi ise glukoz {iizerine etki ederek balin icerisinde bala
antibakteriyel 6zellik kazandiran hidrojen peroksit ve glukonik asit olusturmaktadir.
Reaksiyon sonucunda meydana gelen hidrojen peroksit, olgunlasan nektarin
mikroorganizmalar tarafindan bozulmasina engel olurken yine bu enzimin aktivitesi
sonucu meydana gelen asitli ortam nektarin fermente olmasini engeller (White,
2003). Glukoz oksidaz enzimi akiskanligi fazla olan veya olgunlasmamis ballarda
aktiftir ve seker konsantrasyonu %23-30 iken en aktif durumdadir (Crane, 1990).
Tam olgunlagsmis ballarda glukoz oksidaz enziminin aktivitesi yok denecek kadar

azdir (White, 2003; Yildirim, 2013).

Bazi arastirmalarda balda katalaz enziminin de bulundugu rapor edilmistir. Katalaz
enzimi glukoz oksidaz aktivitesini diizenleyerek hidrojen peroksit dengesini saglar.
Ayrica organik fosfatlardan fosfatlar1 uzaklagtiran bir asit fosfataz enzimine de

rastlanildigi bildirilmistir (Crane, 1990; White, 2003; Yildirim, 2013).

Invertaz, glukoz oksidaz ve amilaz (diastaz) enzimlerinin kaynagi isci arilarin
salgilaridir. Bir miktar amilaz enzimin bitki kaynakli oldugu bilinmektedir. Katalaz
ve asit fosfataz enzimleri ise tamamen bitki kaynaklidir (Crane, 1990; Yildirim,

2013).

2.6.3. Balin Asitlik ve pH degeri

Biitiin ballar asidik karakter gostermekte olup, pH’lar1 3.5-5.5 arasinda
degismektedir. Kestane ve ¢cam ballarinda pH, c¢icek ballarina gore karakteristik
olarak daha yiiksektir. Toplam asitligi baldaki serbest asitlik ve lakton igerigi
meydana getirmektedir. (Bogdanov ve ark., 2004; Gtiler, 2005; Kartal, 2012). Balda
diisiik pH degeri ise balin antibakteriyel 6zellik gostermesi iizerinde etkili olmaktadir
(Aydin ve ark., 2008; Kartal, 2012). Mikroorganizmalarin gelisebilmesi igin en iyi
pH derecesi, 7.2-7.4 araligidir (Yildirim, 2013).
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2.6.4. Baldaki Amino Asitler ve Proteinler

Ballarda azot miktar1 %0.04 liikk gibi oranlarda ¢ok diisiik seviyededir. Balda bulunan
serbest amino asitlerin biiylik bir kismin1 nektarda ve 6zellikle polenlerde bulunan

prolin amino asiti olusturmaktadir (Kartal, 2012).

Prolin, nektarin bala donilismesi sirasinda ar1 tarafindan bala katilan tek aminoasittir.
Von der Ohe ve ark., (1991)’na gore baldaki prolin miktar1 ariya bagl olan diger
bilesenlerle birlikte, sakkaraz ve glikoz oksidaz aktiviteleri gibi balin olgunluk
diizeyini yansitan bir diger indikatordiir (Hermosin ve ark., 2003). Prolin ayrica
balda gergeklik kriteri olarak da onemlidir. Amino asitlerinin esas kaynagi polen
oldugu icin, balin aminoasit profili botanik kaynaginin da bir karakteristigidir

(Hermosin ve ark., 2003; Cnar Bilgen, 2010).

Yapilan c¢esitli arastirmalarda balin botanik orjinine gore prolinden baska, lisin,
glutamik asit, treonin, serin, alanin, valin, glisin, metiyonin, arjinin, triptofan, sistein,
aspartik asit, fenilalanin, 16sin, histidin gibi amino asitler de tespit edilmistir (Ulusoy,

2010).

Amino asitlerin; ballarin polen 6zellikleri, botanik orjinleri ve olgunlasma durumlar
hakkinda yardimci oldugu belirtilmistir (Hisil ve Borekgioglu, 1986; Basoglu ve ark.,
1996; Anklam, 1998; Bogdanov ve ark., 2004; Kartal, 2012).

TGK (Anonim, 2005)’ne goére balda prolin miktarinin, en az 180 mg/kg olmasi
gerekmektedir. Hermosin ve ark., (2003) ise balin prolin miktarinin 200 mg/kg’dan
fazla ve toplam serbest aminoasitlerin en az % 66’s1 (genellikle %80-90 arasinda)

olmasi gerektigini belirtmektedir (Cinar Bilgen, 2010).

2.6.5. Baldaki Fenolik Asitler ve Flavonoidler

Fenolik bilesikler; bitkilerde aromatik amino asitlerin metabolizmas1 sonucu
sentezlenen yan bilesiklerden olusan ikincil metabolit {irlinleridir ve gidalara
karakteristik renk ve tat Ozellikleri katarlar. Bu metabolit {irinleri 6zellikle
hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asitlerin tiirevlerinden meydana gelmektedir

(Kartal, 2012).

Ballarda fenolik bilesikler ve flavonoidler botanik orjin tespitinde indikator olarak

kullanilmaktadir. Ornegin narenciye ballarinda karakteristik olarak tespit edilen
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flavonoid bilesigi hesperetindir. Ballarda fenolik asit miktarlarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir ¢calismada, 0.1-10 ppm araliginda tespit edilmistir. Koyu renkli
ballarda fenolik asit ve tiirevleri, daha agik renkli ballarda ise flavonoidler rapor
edilmistir (Anklam, 1998; Saldaml1, 1998; Bogdanov ve ark., 2004; Kartal, 2012).

Ballarda bulunan baglica flavonoid bilesikleri; trisetin, pinokembrin, pinobanksin,
luteolin, kaemferol, hesperetin, mirisetin, genkvanin, kuersetin, izorhamnetin olarak
bildirilmistir. Ballarda bulunan baslica fenolik bilesikler ise; elajik asit, protokatesik
asit, kafeik asit, sirinjik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, metil sirinjik asit, mirisetin,
kuersetin, luteolin, apigenin, kamferol, pinokembrin, Kkrisin, akasetin olarak
bildirilmistir (Bogdanov ve ark., 2004; Yeygel ve Kara, 2007; Kartal, 2012).

2.7. Balin Fiziksel Ozellikleri

Balin kalite diizeyini tanimlamada kullanilan baslica fiziksel ozellikleri; renk,

graniilasyon ya da kristallesme, viskozite, 6zgiil agirlik ve elektriksel iletkenliktir.

2.7.1. Balin Rengi

Balin renginden sorumlu olan maddeler tam olarak bilinmemekle birlikte balin rengi,
elde edildigi bitkisel kaynaga, depolanma siiresine ve kosullarina gore su
beyazindan, koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir (Krell, 2001) Bala renk
veren baslica maddeler klorofil, karoten, ksantofildir (Yurtsever ve Sorkun, 2002;

Yildirim, 2013).

Acik renkli balda, suda ¢oziinen renk pigment miktari, yagda ¢oziinenlerden daha
fazladir. Koyu renkli bal da ise durum tamamen tersinedir. Yagda ¢ozlinen renk
maddeleri karotenoidlerden olusmaktadir. Ayrica polenden ekstrakte edilen
flavonoidler pigment ve karbonil-amino reaksiyonu sonucunda olusan melanoidinler
de balin rengine katilmaktadir (Otles, 1995; Cinar Bilgen, 2010).

Balin depolanmas1 sirasinda renk degisikliklerinin hasattaki ilk rengi ve
bilesimindeki maddeler ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Ornegin, depolama
sirasinda  rengin  koyulagmasinin;  Maillard  reaksiyonundan,  fruktozun
karamelizasyonundan ~ ve  polifenollerin  tepkimelerinden  kaynaklandigi

belirtilmektedir (Gonzales ve ark. 1999; Cinar Bilgen, 2010).

16



2.7.2. Balin Viskozitesi

Viskozite balin ihtiva ettigi su oran1 ve sicaklik ile ilgilidir. Koyu renkli yavas akan
bir balin viskozitesi yiiksek, acik renkli ve gevsek yapili ballarda ise viskozite
disiiktiir (Krell, 1996; Yildirnm, 2013). Viskozitesi yliksek olan ballarin siliziilmesi
sirasinda petek gozlerinden ayrilmasi oldukea giigtiir. Balin yiiksek viskoziteye sahip
olmasi, seker konsantrasyonu yiiksek bir ¢ozelti olmasindan kaynaklanmaktadir

(Azeredo ve ark., 2003; Cmar Bilgen, 2010).

2.7.3. Balin Higroskopik Ozelligi

Bal nem tutucu bir yapida olup havadan nem alma &zelligine sahiptir. Ayrica bal
nem kaybederek de kristallesebilir (White, 1980; Yildirim, 2013). Ballarin kalite
kriterlerinden olan nem igerigi balin olgunlugu ve raf omrii {izerinde etkilidir.
Ballardaki nem icerigi mevsimsel faktorlerden etkilenmekte olup, diger fiziksel
ozelliklerinden balin viskozite ve kristalizasyonunu da etkilemektedir (Kartal, 2012).
Balda rutubet, refraktometre ile kirilma indisi belirlenerek tayin edilir (Anonim,
2009). Ballarda nem miktar1 Abbe refraktometresi ile Ol¢lilmektedir (Hisil ve
Borekgioglu, 1986; Bogdanov ve ark., 2004; Kartal, 2012).

Ballarda nem miktarinin %15 ila %25 ve su aktivitesinin 0.59-0.63 araliginda
bulunmasi, mikroorganizmalarin faaliyetini kisitlayan bir durumdur (Aydin ve ark.,
2008). Balin yapisinda gereginden fazla nem olmasi, maya fermentasyonu, bozulma,
tat ve aroma kaybi gibi olumsuzluklara neden olmaktadir (Giiler, 2005; Kartal,

2012).

2.7.4. Balin Tadi ve Kokusu

Balin tat ve koku 6zellikleri elde edildigi bitki tiiriine gore dogrudan etkilenmektedir.
Balin tadi; icerdigi seker miktari, seker tiirii ve sekerlerin birbirlerine oranlarina gore
olusur. Balin tath bir besin olmasini yapisindaki fruktoz, glukoz, glukonik asit
kombinasyonundan kaynaklanan sekerler saglamaktadir (Oder, 1981; Giiler, 2005).
Ihlamur, akasya, yonca, kestane, kolza, portakal ve lavanta gibi ballarda bu bitkilere
ait karakteristik tat ve koku 6zellikleri bulunmaktadir (Silici, 2005; Kartal, 2012).
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2.7.5 Balda Graniilasyon (Kristallenme)

Balin  kristalizasyonu  ve  kristallerin ~ biiytikliigli 1s11  islem  uygulanip
uygulanmadigina, sicaklik dalgalanmasina, su igerigine ve fruktoz/glukoz oranina

baghidir (Tosi ve ark., 2002; Cinar Bilgen, 2010).

Ulkemizde balin genellikle yeteri kadar olgunlasmadan hasat edilmesi ¢ok su
icermesine, dolayistyla erken kristallesmesine ve fermantasyonuna neden olmaktadir
(Tolon, 1999). Kristalizasyon, kristal tanesinin inceligi ve saglamligi ile tanimlanir.
Isitilmamis bir bal, genelde dogal olarak icerdigi kristal yapilarin sayisina bagh
olarak ince tanelidir. Fermantasyondan ve graniilasyondan korunmak ig¢in 1sitilan
balda daha az fakat daha biiyiik kristal olusmaktadir (Otles, 1995). Balin graniil
yapisi ticarette onemli bir kalite kriteridir ve kristalizasyonun bir¢ok dezavantaji
vardir. En 6nemli dezavantaj1 balin islenmesindeki ve akiskanligindaki giicliiktiir. Bu
nedenle dolum ve ambalajlama makinelerinin verimli ¢alismasi engellenmekte ve
ayrica balin goriniisii de degismektedir. Tiiketicilerin ¢ogu kristallenmis baldan

hoslanmamaktadir (Tosi ve ark., 2002; Cinar Bilgen, 2010).

2.8. Serbest Radikaller

Kimyasal bilesikler iki veya daha fazla sayida elementin kimyasal baglar ile
birbirlerine baglanmasi sonucu olusmaktadir. Meydana gelen bu bilesikler hem
kararli halde hem de sahip oldugu elektronlar ciftlesmis halde bulunur. Sayet
elektron ciftlesmemis ise bilesik reaktif ve kararsiz duruma gecer. Dis orbitallerinde
bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron igeren element veya bilesiklere
“serbest radikaller” denir. Serbest radikaller dis orbitallerinde bulunan
ortaklanmamis elektronlar1 kararli hale getirmek icin etrafinda bulunan molekiillere
saldirarak onlarin elektronlarini ¢alarlar bunun sonucunda kendileri kararli duruma
gecerken elektronlarini ¢aldiklart molekiilleri serbest radikal haline doniistiiriirler. Bu
reaksiyonlar bir antioksidan molekiil tarafindan durduruluncaya kadar zincirleme
seklinde devam eder (Gokpinar ve ark., 2006; Yildirim, 2013).

2.8.1 Biyolojik Sistemlerde Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller organizmada hem metabolik faaliyetler sonucu dogal olarak

meydana gelmektedir hem de radyasyon, sigara kullanimi, yagl diyetler, sagliksiz

18



beslenme, alkol tiiketimi, bocek ilaglari, pestisitler, petrokimyasal {iriinler, ilaclar ve
diger zararli kimyasallarin etkisi ile artmaktadir. Metabolik faaliyetler sonucunda
oksijenli solunum yapan hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucunda organizmada mutasyonlara neden olabilen siiperoksit (O;"),
stiperoksitin siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenmesiyle yani
dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksit (H20-), ve molekiiler oksijenin {i¢ elektron
almasiyla meydana gelen hidroksil (OH") gibi radikaller meydana gelmektedir
(Winston, 1991; Mates ve ark.,1999; Yildirirm, 2013). Solunum reaksiyonlari
sirasinda  NADPH oksidaz gibi baz1 solunum enzimleri mitokondrinin ig
membranlarinda Reaktif Oksijen Tirleri (ROT)’ni iiretirler (Wei ve Pang, 2005).
ROT, az iiretildigi durumlarda cesitli stres tepkilerinde arabulucu gibi rol oynarken,
yiiksek miktarlarda iiretildigi zaman (oksidatif stres gibi) organizmada onarilmasi
giic hasarlara neden olmaktadir (Martin ve Barret, 2002; Yildirim, 2013). Serbest
radikaller, ROT, reaktif nitrojen tiirleri (RNT), karbon merkezli radikaller ve siilfiir-
merkezli radikalleri igermektedir (Cizelge 2.6). Canli sistemlerde reaktif nitrojen
tiirleri, Ozellikle nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit icermektedir. Nitrik oksitte
kendi eslesmemis elektronlar1 tarafindan bir serbest radikal olan hidroksil radikali ve

azotdioksit radikali uretebilir.

Stiperoksit radikali oksijenli solunum yapan hiicrelerde sik sik olusmaktadir. Fakat
daha ¢ok mitokondrideki enerji liretimi sirasinda elektron transfer sistemlerinde
elektron sizintis1 sonucu meydana gelir. Bunun yani sira enzimatik ve enzimatik
olmayan yollarla da meydana gelebilir (Halliwell ve ark., 1992; Yildirim, 2013).
Stiperoksit radikali, diger radikallerle kiyaslandiginda daha az zararli etkiye sahiptir.
Bu radikal asil zararli etkiyi protonlanarak vermektedir. Protonlanma sonucunda
stiperoksit radikalinden daha zararli perhidroksil radikali (HO;) meydana gelir.
Siiperoksit radikali ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri

okside olurken digeri indirgenir.

2.8.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Organizmada meydana gelen serbest radikallerin yan iiriinleri organik molekiillere
(DNA, proteinler, lipitler, proteinler) hiicrede geri doniisii olmayan reaksiyonlara
neden olabilmektedirler (Kazang, 1997; Yildirim, 2013).
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2.8.2.1. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Lipitlerin serbest radikaller tarafindan oksidasyonuna lipit peroksidasyonu
denilmektedir. Lipid peroksidasyonun substrati doymamis yag asitleridir
(Konukoglu, 2000; Yildirim, 2013). Membrandaki ¢oklu doymamis yag asitleri
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, etan ve pentan
gibi peroksidasyon tirlinlerini olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif
yikimi oldukg¢a zararlidir. Clinkii bu yag asitlerinin peroksidasyonu zincir reaksiyonu
seklinde ilerler. Zincir reaksiyonu seklinde olan bu lipid peroksidasyonu, yag asiti
zincirindeki metilen karbonundan H atomunun ¢ikarilmasi ile baslar. Bunun
sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir. Lipid peroksidasyonu
ile meydana gelen hasarlar geri doniisiimsiizdiir (Akkus, 1995). Beyin dokusu

doymamis yag asitlerinden zengin oldugu icin serbest radikallerden en ¢ok etkilenen

organdir (Konukoglu, 2000; Yildirim, 2013).

2.8.2.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler, lipitlere nazaran serbest radikallerden daha az etkilenirler. Proteinlerin
serbest  radikallerden  etkilenme  dereceleri aminoasit  dizilislerine  ve
komposizyonlarina bagl olarak degismektedir. Ozellikle doymamis bag ve kiikiirt

ithtiva eden molekiiller serbest radikallerle reaksiyona girerler.

Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitler iceren proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenerek siilfiir

radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusmasina neden olurlar.

Serbest radikallerin etkileri sonucu immiinglobiilin G (IgG) ve alblimin gibi fazla
sayida disiilfiid bagi bulunduran proteinlerin tersiyer yapilari bozulur. Bdylece
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemoglobinin prostetik grubu olan
“Hem” proteinleri de serbest radikallerden biiylik oranda zarar goriirler (Akkus,

1995; Yildirim, 2013).
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Cizelge 2.6. En sik karsilagilan serbest radikaller ve bazi 6zellikleri (Halliwell, 1994;
Yildirim, 2013)

Ad1 Simgesi Kimligi

Hidrojen atomu H En basit radikal

Stiperoksit radikali 0,” Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriini

Hidroksil radikali OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti
insan viicudundaki tiim molekiillere
saldirir.

Hidrojen peroksit H.0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar
yetenegi zayif

Singlet oksijen 0, Yarilanma Omrii kisa, giicli oksidatif
form

Perhidroksil radikali HO, Lipidlerde  hizli  ¢6ziinerek  lipid
peroksidasyonunu artirmaktadir.

Peroksil radikali ROO™ Perhidroksile oranla daha zayif etkili,
lipidlere lokalize olma yetenegi

Triklorometil radikali CCl; CCly metabolizmasi iriinii, karacigerde
iiretilen bir radikal

Tiyil radikali RS Kiikiirt iizerinde ¢iftlenmemis elektron
igeren tiirlerin genel ad1

Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikimu ile iiretilen
oksijen metaboliti

Azot monoksit NO’ L — argininden in vivo iiretilir.

Azot dioksit NO, NO"”nun O, ile reaksiyonunda olusur.

Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitler iceren proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenerek siilfiir

radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusmasina neden olurlar.

Serbest radikallerin etkileri sonucu immiinglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi fazla
sayida disiilfiid bagi bulunduran proteinlerin tersiyer yapilari bozulur. Bdylece
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemoglobinin prostetik grubu olan
“Hem” proteinleri de serbest radikallerden biiylik oranda zarar goriirler (Akkus,

1995; Yildirim, 2013).
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2.8.2.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere EtKileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. Radyasyon ile hiicre i¢inde
meydana gelen serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek mutasyona ve hiicrenin
Olimiine yol acabilirler. Sitotoksik etki, niikleik asitleri olusturan bazlarin
modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisimlerine veya DNA’da meydana

gelen diger bozukluklara baglidir.

Notrofillerden salinan hidrojen peroksit zarlardan kolayca gegip hiicre ¢ekirdegine
kadar ulasarak burada hidroksil radikaline doniisiir olusan bu hidroksil radikali
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek DNA hasarina, hiicre
modifikasyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acgabilir. Bu yiizden DNA, serbest
radikallerden kolay zarar géren onemli bir hedeftir. Siiperoksit tiretimi ise ozellikle
mitokondride daha fazla oldugundan mitokondrial DNA daha fazla hasar goriir

(Akkus, 1995; Yildirim, 2013).

2.8.2.4. Serbest Radikallerin Karbohidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler olusurlar. Monosakkaritlerin yiikseltgenmesi ile olusan ¢esitli peroksit
tirevleri ve okzoaldehitler DNA, RNA, proteinler ve niikleik asitler gibi diger
biyomolekiillere baglanirlar. Serbest radikaller bu molekiiller {izerinde antimitotik
etki gostererek, bunlarin yapisini bozarak hiicre yaslanmasi veya kanser olaylarina

neden olabilirler (Akkus, 1995; Yildirim, 2013).
2.9. Antioksidanlar

2.9.1. Antioksidanlar ve Fenolik Bilesikler

Antioksidanlar, serbest radikallerin organizmada zarar veren etkisine karsi1 hayati bir
rol oynamaktadir. Antioksidanlarin canli organizmada eksikligi durumunda oksidadif
stres ortaya ¢ikar. Antioksidanlarca zengin dogal {riinler bilim adamlar i¢in biiyiik
onem tasir (Amarowicz ve ark., 2010; Chan ve ark., 2013; Craft ve ark., 2010).
Balin antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik igerigi arasinda anlamli bir iliski
bulunmaktadir ve antioksidan aktivite esas olarak fenolik bilesiklerden

kaynaklanmaktadir. Koyu renkli ballarda bol miktarda bulunan fenolik bilesiklerin,
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askorbik asit ya da E vitaminine gore daha gii¢lii antioksidan oldugu anlasilmaktadir
(Aljadi ve Kamaruddin, 2004; Haroun, 2006; Cinar Bilgen, 2010). Isil islem
uygulanan ballarda B1, B2 ve C vitaminlerinin pargalanirken katalaz ve peroksidaz
enzimlerinin yikimi ile antioksidan aktivitesi hizla azalmaktadir (Nagai ve ark.,

2001).

Balin, yaralarin, diyabetik iilserin, mide iilseri ve mide-bagirsak iilseri gibi bir¢cok
hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bilinmekte ve balin tedavi edici islevi
antimikrobiyal etkisinden ve antioksidan madde igermesinden kaynaklanmaktadir.
Ciinkii bu hastaliklarin bir kisminin, serbest radikallerin verdigi zarar sonucu ortaya
¢iktig1 bilinmektedir (Aljadi ve Kamaruddin, 2004). Ayrica endiistride meyve ve
sebzelerin islenmesi sirasinda olusan enzimatik esmerlesmenin olumsuz etkilerini
azaltmak icin balin dogal antioksidan olarak kullanilabilecegini belirtilmektedir
(Chen ve ark., 2000; Perez ve ark., 2008). Ispanya’daki salgi ballarinin nektar
ballarina gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi ve salgi balinin orjinini
belirlemede polifenol igeriginden yararlanilabilecegi belirtilmistir. Sanz ve ark.
(2005)’na gore Ispanya ballarinda toplam polifenol icerigi ortalama 0.78 mg/kg’dr.
Nagai ve ark. (2001)’na gore ise kara bugday ballar1 ve genel olarak koyu renkli
ballar, acik renkli ballara gore daha yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir.
Haroun (2006) tarafindan ¢am ballarinda belirlenen antioksidan aktivite
20.94-35.87Askorbik Asit Esdegeri (AAE)/100 g arasinda bulunmaktadir (Cinar
Bilgen, 2010).

Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar olmak iizere iki grupta

incelenebilir (Akytiz, 2007; Yildirim, 2013).

Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, yaprak, kok ve kabuk gibi degisik kisimlarinda
bulunabilirler (Roginsky ve Lissi, 2005) Guidalardaki fenolik maddeler gida
maddesinin kendine has tadini, renklerin olusumunu ve degismesini, antioksidan ve
antimikrobiyal etkinligini, enzim inhibit6rii potansiyelini belirlerken saflik kontrol

kriteri olarak da 6nem tagimaktadir (Eksi ve Karadeniz, 2002; Yildirim, 2013).

Bitki fenolikleri, basit fenoller, fenolik asitler (benzoik ve sinamik asit tiirevleri),
flavonoidler, kumarinler, stilbenler, hidrolize ve kondense tanenler, lignan ve

ligninler ile kiigiik molekiillii ve ¢ogunlukla ugucu olan bilesiklerden olusmaktadir
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(Yildirim, 2013; Naczk ve Shahidi, 2004; Ulusoy, 2010). Bitki fenoliklerinin biiyiik
kism1 flavonoidlerden olugmaktadir. Flavonoid bilesikler adi altinda 8000°den fazla
bilesik mevcuttur (Pietta ve Gardana, 2003). Flavonoidlerin gii¢lii antioksidan 6zellik
gostermelerinin nedenlerinden biri aromatik halka yapilarinda bulunan hidroksil
gruplar1 sayesinde hidrojen vererek indirgeme reaksiyonlarina girerek serbest
radikalleri yok edebilmeleridir. Metal selatlama kapasitesine sahip yapisal gruplar
vasitasiyla OH™ ve O, gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyebilirler.
Flavonoidleri yapilarina bagli olarak 6 grupta toplamak miimkiindiir. Bunlar
antosiyanidinler, flavanonlar, flavonlar, flavonoller, flavan-3-oller, izoflavonlardir
(Cam ve Hisil, 2003; Yildirim, 2013).

2.9.2. Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler (Gokpinar ve ark.,
2006; Yildirim, 2013).

I.  Stpirme etkisi (Scavenging): Radikalleri daha zayif molekiillere ¢evirerek
onlan etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki
eder.

Ii.  Sondirme etkisi (Quenching): Antioksidanlarin radikallere bir hidrojen
vererek onlar1 inaktive etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin
ve mannitol bu sekilde etki eder.

iii. Zincir reaksiyonlarmi1 kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seriiloplazmin ve agir mineraller radikalleri kendilerine baglayarak inaktive

ederler.
Iv.  Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

Mitokondri sahip oldugu sitokrom sistemi sayesinde sitozoldaki organelleri
radikallerin zararli etkilerinden korur. Bu sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon transferaz ve glutatyon
rediiktaz gibi dogal enzimler devreye girer. Dogal enzimlerce etkisiz hale
getirilemeyen reaktif maddeler ilk olarak hiicre membranindaki lipidlere etki ederek

lipid peroksidasyonunu baslatir (Benzer ve Ozan, 2003; Y1ldirim,2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bal Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Kestane bali 6rnekleri, Karadeniz Bolgesi Sinop, Zonguldak, Kastamonu, Trabzon,
Rize, Giresun, Bartin, Diizce, Artvin ve Ordu illerinde gezici aricilik yapmayan
aricilardan Ordu Aricilik Arastirma Enstitiisic Miidiirliigi araciligiyla 2014 yili
Agustos-Ekim aylarinda temin edildi. Temin edilen 49 farkli kestane bali
numunesinin yani sira ¢alisma boyunca karsilastirma yapmak amaciyla birer adet
cicek bali, orman giilii bali ve ticari olarak satin alinan kestane bali bulunmaktadir.

Laboratuvara ulastirtlan bal numuneleri analiz edilinceye kadar +4 °C’de muhafaza

edildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kulanilan cihazlar

Cihaz Adx Model Firma
Manyetik Karistirict MS-H-Pro DragonLab
Spektrofometre UV-1800 Shimadzu-
Corporation
Agaroz DNA Elektroforez Wide Mini-Sub Cell GT System  Bio-Rad
Gii¢ Kaynag1 PowerPacBasic BIORAD
Jel Goriintiileme Sistemi Prizma
Saf Su Cihazi Arium 61316 Sartorius
Isiticili Sallayict Kuru Blok ~ MS-100 Allsheng
Su Banyolu Calkalayici WNB7-45 Memmert
pH Metre Starter 2000 Ohaus
Vorteks SA8 Stuart
Mikrodalga Firmn MD1610 Beko
Buzdolabi B9459NMN Beko
Terazi AS 220/C/2 Roadwag
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3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Calismada kullanilan kimyasal madde ve c¢oziiciiler Sigma-Aldrich, Merck ve
Supelco’dan temin edildi.

3.1.4. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.4.1. Bal Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Bal numunelerinin metanol ve su ekstraktlar1 %50 (w/v)’lik olacak sekilde ayr1 ayri
hazirland1 ve Whatman 1 filtre kagidindan siiziildii. Hazirlanan ekstraktlar +4 °C’da
sakland1 (Serem ve Bester, 2012).

Sekil 3.1. Bal numunelerinin metanol ve su ekstraktlarinin hazirlanisi

3.1.4.2. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Bal Cozeltisi: Daha evvel hazirlanmis olan bal numunelerinin %50°lik su ekstraktlar

1:100 oraninda seyreltilerek kullanildi.

10 mM Hidrojen Peroksit Cozeltisi: Yogunlugu 1.13 g/mL olan %35’lik derisik
hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 86 pL alinarak su ile karistirilarak son hacim 100 mL

olacak sekilde hazirland.

3.1.4.3. Diastaz Aktivitesinde Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Stok Iyot Cozeltisi: 4.4 g potasyum iyodiir (KI) tartilarak 100 mL’lik balonda bir
miktar destile su ile ¢oziildii. Uzerine 2.2 g iyot (I) ilave edilerek ¢dziinmesi

saglandi. Son hacim 100 mL olacak sekilde balonun isaret ¢izgisine destile su ilave
edildi.

Iyot Cozeltisi: 4 g potasyum iyodiir (KI) tartilarak bir miktar suda ¢dziildiikten sonra
tizerine 400 pL stok iyot ¢ozeltisi eklendi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi. Bu

sekilde hazirlanan iyot ¢6zeltisi hazirlandig: giin kullanilir.
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0.1 N NaCl Cozeltisi: 2.9 g soyum kloriir (NaCl), 100 mL’lik 6l¢iilii bir balonda

destile su i¢inde ¢oziildi.

Asetat Tamponu (pH:5.3): 17.4 g C,H3Na02.3H,O (sodyum asetat trihidrat) bir
miktar saf su icerisinde c¢oziildiikten sonra pH’s1 glasiyal asetik asit ile 5.3%e

ayarlanip, hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Bal Numunesi: Her bir bal numunesinden 10 g alinarak, 15 mL su ve 5 mL asetat
tamponu ile tamamen ¢6ziildii. 50 mL’lik erlene alinip, 3 mL NaCl eklendi ve hacmi
50 mL'ye tamamlandi. NaCl ilavesinden 6nce bal mutlaka tamponlanmis olmalidir.
Ciinkii pH 4’iin altinda NaCl diastaz aktivitesini azaltir. Ayrica balin ¢ozlilmesi

sirasinda herhangi bir 1sitma iglemi yapilmamalidir.

%2’lik Nisasta Cozeltisi: Bu amagla 130 °C’da 90 dakika siireyle kurutulmus olan
suda ¢oziinebilir nisastadan 2 g alinarak bir erlen igerisinde yaklagik 95 mL destile su
ile karistirildi. Karigim kaynatildiktan sonra bu noktada 3 dakika siireyle kaynamaya
devam ettirildi. Erlenin agz1 kapatilarak, oda sicakliginda sogumasi saglandi.
Karistm 100 mL’lik olciilii balona alinip, destile su ile isaret ¢izgisine kadar

tamamlanarak karistirildi. Bu ¢6zelti sadece hazirlandigi giin kullanilir.

3.1.4.4. invertaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler

Tampon Cozelti (0.1M, pH:6): 1.166 g KH,PO,4 ve 0.256 g Na;HPO,4.2H,0 destile

suda ¢oziildii ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0.02 M Substrat (4-Nitrofenil B-D-glukopiranosid) Cozeltisi: 0.6025 g 4-Nitrofenil -
D-glukopiranosid (pNPG) tampon ¢ozelti ile son hacim 100 mL olacak sekilde

¢Ozildii.

pNPG suda ¢oziiniir fakat kararli degildir. Bu nedenle tampon ¢ozelti 60°C’nin
izerine ¢ikilmayacak sekilde 1sitild1 ve ¢oziinme gergeklestiginde hemen sogutuldu.
Bu sekilde hazirlanan ¢ozelti karanlikta buzdolabinda 1 ay siireyle saklanarak

kullanilabilir.

Reaksiyon Sonlandirma Cozeltisi (3M, pH:9.5): 36.342 g tris(hidroksimetil)aminometan
suda ¢ozilirek hacim 100 mL’ye tamamlandiktan sonra 3M HCI ile pH’s1 9.5’a

ayarlandu.
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Bal Numunesi: 5 g bal, tampon ¢ozelti ile 25 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti ancak

1 giin siireyle buzdolabinda saklanarak kullanilabilir.

3.1.4.5. Prolin I¢eriginin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler
Stok Prolin Cozeltisi: 40mg/50mL olacak sekilde hazirlandi.

Prolin Referans Cozeltisi: Stok ¢ozeltinin 1 mL’sinin su ile 0.8mg/25mL olacak

sekilde 25 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

Ninhidrin Cozeltisi: %3’liik ninhidrin, 3 g ninhidrinin 100 mL etilen glikol

monometileter i¢inde ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

Bal Numunesi: 0.5 gr bal tartilarak son hacim 10 mL olacak sekilde destile suda
¢Ozildii.

3.1.4.6. Protein Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Lowry A Cozeltisi (0.1N NaOH iginde %2 (w/v) NayCOs): 0.4 g NaOH ve 2.0 ¢
Na,COjs saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4°C’de saklandi.

Lowry B Cozeltisi (%1CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi): 1.0 g CuSO4.5H,0 saf su ile ¢oziliip

hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4°C’de saklandh.

Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K tartarat ¢ozeltisi): 2.0 g Na-K tartarat saf su ile ¢oziiliip

hacmi 100 mL’ye tamamlandi1 ve 4°C’de sakland.

Lowry D Cozeltisi: Esit miktarlarda (1:1) Lowry B ve Lowry C karstirilarak

hazirlandi.
Lowry E Cozeltisi:1 mL Lowry D ile 50 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

Sigir Serum Albumin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5.0 mg BSA saf su ile ¢oziiliip

hacmi 5 mL’ye tamamland:1 ve 4°C’de saklandi.

0.1 N NaOH iginde %1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0.4 g NaOH ve 0.1g sodyum dodesil
stilfat (SDS) saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4°C’de saklandi.

Bal Numunesi: 0.5 gr bal tartilarak son hacim 10 mL olacak sekilde destile suda

¢Ozildii.
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3.1.4.7. Toplam Fenolik I¢erigin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler

1:10 (v/v)’luk Folin-Ciocalteu Reaktifi: 10 ml Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi alinarak

toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland.

% 2’lik Na,CO, Cozeltisi: 2 gr Na,CO, alinarak saf su ile ¢oziildii ve son hacim

100 mL’ye tamamlandi.

0.05 mg/mL Gallik Asit (GA) Cozeltisi: Standart olarak kullanilan gallik asit ¢ozeltisi
0.05 mg GA 1 mL suda/metanol de ¢oziilerek hazirlandi.

3.1.4.8. Flavonoid Iceriginin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler

Ham ekstraktlarda flavonoid igerik tespit edilememistir. Bu sebeple toplam fenolik
icerigi yiiksek olan bal numunelerinin belirlenmesiyle bu orneklerin fenolik
bilesenlerinin HPLC analizi i¢in Goémez-Caravaca ve ark. (2006) tarafindan modifiye
edilen Martos ve ark. (1997)’nin 6nerdigi metoda gore ekstrakte edilmesiyle ele
gecen ekstrakt flavonoid igerigin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. Bu ekstrakt su

sekilde hazirlanmustir.
-30 g bal 6rnegi 150 mL asitlendirilmis su (HCI ile pH’s1 2’ye ayarlanmis) iginde
tamamen s1vi oluncaya kadar oda sicakliginda karistirildi.

-Bu karisim igerisine 40 g Amberlite XAD-2 ilave edildi ve baldaki fenolikleri yeteri
kadar absorbladigina inanilacak siire boyunca (30 dakika) karistirildi.

-Elde edilen karistm cam kolona (30 cm x 3 cm) yiiklendi ve once 100 mL

asitlendirilmis su daha sonra da 300 mL destile su ile yikandi.

Bu asamanin sonucunda fenolik bilesenler kolon iizerine tutunmus, sekerler ve diger

polar bilesiklerin ise sulu ¢oziicii ile eliie olmasi saglanmistir (Ferreres ve ark.,
1991).

-Kolona tutulmus olan fenolik fraksiyon 300 mL metanol ile elie edildi ve

evaporator yardimiyla diisiik basing altinda 40°C’da kurutuldu.

-Kurutulmus kalint1 5 mL destile su igerisinde ¢oziilerek 3 kez 5’er mL dietil eter ile

ekstrakte edildi.

-Eter ekstraktlar1 birlestirilerek evaporatdr yardimiyla diisiik basing altinda 30°C’da

kurutuldu.
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-Kurutulmus kisim HPLC saflikta su ve metanol kullanilarak 1 mL metanol:su (1:1)

karigimnida ¢ozildii.

1 M Amonyum Asetat Cozeltisi: 7.708 g amonyum asetat (CH3COONHy,) alinarak son

hacim 100 mL olacak sekilde suda ¢6ziilerek hazirlandi.

%10’luk  Aliminyum Nitrat Cozeltisi: 10 g aliiminyum nitrat nonahidrat
(AI(NO3)3.9 H,0) alinarak saf su ile ¢6ziildii ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Kuersetin ¢ozeltisi (0.25 mg/mL): Standart olarak kullanilan kuersetin ¢ozeltisi 0.25 mg
kuersetin 1 mL metanolde ¢6ziilerek hazirlandi.
3.1.4.9. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

2 M H,SO,4 ¢ozeltisi: 18 M’lik derisik H,SO4 ¢ozeltisinden 11.11 mL alinarak son

hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

100 mM (sodyum fosfat) ¢ozeltisi: 1.56 g sodyum fosfat monobazik dihidrat
(NaH2P04.2H,0) alindi, son hacim 100 mL olacak sekilde suda ¢oziilerek hazirlandi.

10 mM amonyum molibdat ¢ozeltisi: 1.24 g Amonyum molibdat tetrahidrat
(H24M07Ng024.4H,0) alindi, son hacim 100 mL olacak sekilde destile su ile ¢oziildii.

Reaktif Cozeltisi: 30 mL 2 M H2SOa4 ¢ozeltisi, 28 mL sodyum fosfat ¢ozeltisi ve 40 mL
amonyum molibdat ¢6zeltisi karistirilip 100 mL’ye tamamlandi ve taze olarak kullanildi.
3.1.4.10. DPPH Radikalinin Etkisinin Giderilmesi ile ilgili Cozeltiler

100 uM DPPH ¢ozeltisi: 515 nm’deki absorbansi 1.00’in altinda olabilecek sekilde
3.9432 mg 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (C1gH12N5Og) tartilarak 100 mL metanolde
¢ozildi. +4°C’da saklandi.

3.1.4.11. FRAP Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayininde Kullamilan Cozeltiler

0.3 M Asetat Tamponu (pH: 3.6): 4 g sodyum asetat tri hidrat (C,H3NaO,.3H,0) bir
miktar destile suda ¢oziiliip, pH metre kullanilarak asetik asit ile pH’s1 3.6’ya ayarlandi

ve toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

40 mM HCI ¢ozeltisi: 12 M’Iik derisik HCI ¢ozeltisinden 0.33 mL alinarak son hacim

destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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10 mM TPTZ (2,4,6-Tris (2-Piridil)-S-triazin) ¢ozeltisi: 0.312 g TPTZ alinarak 40 mM
HCI i¢inde son hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziilerek hazirlandi.

20 mM FeCl3.6H,0 ¢ozeltisi: 0.54 g FeCl3.6H,0 alinarak son hacim 100 mL olacak

sekilde suda ¢oziilerek hazirlandi.

FRAP Reaktifinin Hazirlanmasi: Daha evvel hazirlanmis olan 2.5 mL FeCl3.6H,0,
2.5 mL TPTZ ve 25 mL 0.3 M asetat tamponu (pH=3.6) karistirllarak taze olarak

hazirlandi.

25 mM Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ¢o6zeltisi:
Standart olarak kullanilan troloksun 25 mM’lik stok ¢ozeltisi 0.626 g troloksun son
hacim 100 mL olacak sekilde etanol igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Kalibrasyon

egrisinin olusturulmasi sirasinda metanol/su ile uygun konsantrasyona seyreltilerek

kullanildi.

3.1.4.12. DNA Hasarmin Onlenmesinin Incelenmesinde Kullamlan Cézeltiler

1 mM FeSO,4. 7H,0 c¢ozeltisi: 27.8 mg demir (II) siilfat heptahidrat tartilarak son

hacim 100 mL olacak sekilde destile su igerisinde ¢oziildii.

1 mM EDTA cozeltisi: 37.2 mg etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu alinarak

son hacim 100 mL olacak sekilde destile su icerisinde ¢oziildii.

%1’lik Hy0, Cozeltisi: % 35°lik hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 1 mL alinarak

100 mL’ye tamamlandi.

%1’lik Etidyum Bromiir (EB) Cozeltisi: 1 g etidyum bromiir alinarak 100 mL su
igerisinde ¢oziildii.

Jel Yiikleme Boyasi: 25 mg bromofenol mavisi ve 40 g sukroz saf su ile karistirilarak

son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0.5 M EDTA Cozeltisi (pH=8): 46.53 g etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu
(EDTA) alinarak 200 mL su ilavesiyle ¢oziildii. 5 g NaOH eklenip pH s1 8’e

ayarlandiktan sonra son hacmi 250 mL’ye tamamlanda.

Yiritme Tamponu (Tris-Asetik Asit-EDTA Cozeltisi) (10X TAE): 48.4 g Tris,
11.2 mL glasiyal asetik asit ve 20 mL 0.5 M EDTA ¢ozeltisinin saf su ile iyice

karistirtlarak hacminin 1000 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
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3.1.5. Bal Orneklerinin Renk Yogunlugunun Belirlenmesi

Bal 6rneklerinin net absorbansi Beretta ve ark.,2005 tarafindan gelistirilen metod ile
belirlendi . Daha 6nce %50 (w/v)’lik olacak sekilde ayri ayri hazirlanmis olan bal
numunelerinin metanol ve su ekstraktlart Whatman 1 filtre kagidindan siiziildiikten
sonra 450 ve 720 nm’de spektrofotometre kullanilarak absorbanslari olgiildii.
Absorbanslar arasindaki farktan asagidaki formiil kullanilarak renk yogunlugu mAU

hesaplanda.

Renk Yogunlugu (mAU) = (ABS450-ABS720) x 1000

3.1.6. Bal Orneklerinin Enzim iceriklerinin Belirlenmesi

3.1.6.1. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi H,O,’nin par¢alanmasimnin spektrofotometrik olarak 240 nm’de
izlenmesiyle ortaya koyuldu. 10 pL bal numunesi 50 pL’ye seyreltildikten sonra
tizerine 1.45 mL hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edildi. Karigim 30 dakika 25°C’de
bekletildi. Absorbans okundu. Her defasinda ortamdaki hidrojen peroksitin
konsantrasyonunu tam olarak belirleyebilmek icin 1.45 mL hidrojen peroksit
cozeltisi, 50 pL su ile karigtirilarak ayni sartlara tabii tutuldu ve absorbans degeri ile
molar absorblama katsayisi (43.6 M cm™) kullanilarak konsantrasyon hesaplandi.
Ayrica her bir bal numunesi i¢in numune korii de 10 pL balin 1.49 mL su ile
karigtirilmasiyla hazirlandi ve bu karisim i¢in okunan absorbans hesaplamalarda

dikkate alindi.

Cizelge 3.2. Katalaz aktivitesi tayini i¢in yapilan pipetlemeler

H,0, Numune Korii Numune
M ) (1

H,0, 1.45 mL - 1.45 mL
Bal numunesi - 10 uL 10 uL
Su 50 uL 1.49 mL 40 uL

1Unite katalaz 1 pmol hidrojen peroksiti 1 dakikada {iriine doniistiiren enzim
miktaridir. Buna gore 1 g balin katalaz aktivitesinin hesaplanmasi i¢in asagidaki

esitlik kullanilda.
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ABS, - ABS,; + ABS;,

x (1500/30)

43.6

0.00005

3.1.6.2. Diastaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bal numunelerinin diastaz aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in 3.1.4.3.basliginda

anlatilmis olan %2’lik taze hazirlanmis nisasta ¢ozeltisinin kalibre edilmesi saglanir.

Bu islem reaksiyon karisimina eklenmesi gereken su miktarini belirlemek ve boylece

0.745-0.770 arasinda absorbans elde etmek i¢in uygulanmaktadir. Bu amagla soyle

bir yol izlendi:

Vi.

11 tane deney tiipii alinir ve sirasiyla her birine 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, 1.9, 2.0,
2.1,2.2,2.3, 2.4, 2.5 mL su koyuldu.

Her birine 0.5 mL seyreltilmis iyot ¢6zeltisi eklendi.

Taze hazirlanmis nisasta ¢ozeltisi kullanilarak 10 mL su + 5 mL nisasta
¢ozeltisi karisimi hazirlandi.

Hazirlanan nisasta ¢ozeltisi-su karigimindan 50 pL’lik kisimlar ilk tlipten
itibaren teker teker ilave edildi.

Hizlica karistirilip ve 660 nm’de suya kars1 vakit kaybetmeden absorbans
okundu.

Hangi tlipte absorbans 0.770-0.745 arasinda ise o tlip i¢in kullandigimiz

su miktar1 kaydedilir ve seyreltme suyu miktar1 olarak kullanilir.

Asetat tamponu ve NaCl ilavesi ile hazirlanmis olan bal numunelerinin diastaz

aktivitesinin belirlenmesi i¢in soyle bir yol izlendi:

iv.

Iki ayr1 ependorf tiipe 1’er mL bal numunesi koyuldu.

Bir ependorfa da 1 mL nisasta ¢ozeltisi koyuldu.

3 ependorfta ayn1 anda 40 °C’da 15 dakika siireyle bekletildi.

Siirenin sonunda bal iceren tiiplerden birine 40 °C’da bekletilmis olan
nisasta c¢ozeltisinden 0.5 mL ilave edildi. Kronometre c¢alistirilarak
5. dakikada bu karisimdan 50 pL alinarak bu siire icerisinde hazirlanmig

olan 0.5 mL seyreltilmis iyot ¢ozeltisi + seyreltme suyu miktarinca su
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iceren tliplere eklendi ve vakit kaybetmeden 660 nm de absorbans
okundu.

V. Bu isleme belirli araliklarla absorbans degeri 0.456-0.155 araliginda
oluncaya kadar devam edildi.

Vi. 40 °C’da 15 dakika siireyle bekletilen diger ependorftaki bal numunesi
kullanilarak da numune korii hazirlandi. Bu amagcla bu tiipteki 1 mL bal
¢ozeltisi tizerine 0.5 mL su eklenip olusan karisimdan 50 pL alinarak bu
siire igerisinde hazirlanmis olan 0.5 mL seyreltilmis iyot c¢ozeltisi +
seyreltme suyu miktarinca su igeren tiiplere eklendi ve 660 nm de
absorbans okundu.

Vil. Numune korii i¢in okunan absorbans degerleri numune icin okunan

absorbans degerinden ¢ikarildu.

Yapilan bu islemler sonrasinda diastaz aktivitesi 1 g bal i¢in 0.01 g nisastay1
1 saat i¢inde 40 °C’de belirlenen son noktaya ¢eviren enzim miktar1 olarak Gothe
birimi ile ifade edildi ve Diastaz sayisi olarak belirtildi. Diastaz sayis1 su sekilde

hesaplandi:

I Elde edilen absorbanslar kullanilarak zaman-absorbans grafigi ¢izildi.
ii. Bu grafigin denklemi kullanilarak absorbansin 0.235 oldugu zaman
belirlendi.

iii. Bu deger asagidaki formiilde yerine konuldu:

300
DS=
zaman

3.1.6.3. invertaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bal numunelerinin invertaz aktivitesi, bal invertazinin substrat olarak kullanilan
p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid ile reaksiyonu sonucu olusan p-nitrofenoliin
spektrofotometrik olarak Olglimiine dayanan Siegenthaler metoduna (1977) gore
belirlendi. 1 Unite invertaz, 1 kg bal tarafindan dakika da pargalanan p-nitrofenil-o-

D-glukopiranosidin pmol miktar olarak ifade edildi.

5 mL subsrat ¢ozeltisi test tiipiinde 40°C’de 5 dakika bekletildi. 5 dakikanin
bitiminde 0.5 mL bal ¢ozeltisi ilave ederek 40°C’de inkiibasyona devam edildi.
20 dakika sonra 0.5 mL sonlandirma ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi. Boylelikle pH
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degeri 9.5 oldugunda enzimatik reaksiyon durmakta ve o anda nitrofenol,
nitrofenolat anyonuna dontigmektedir. Buda pargalanan subsratin miktarina denktir

ve bu miktar 400 nm’de absorbans ol¢iilerek belirlendi.

Kor deneme igin ise 5 mL subsrat ¢ozeltisi yine ayni sekilde 40°C’de 5 dakika
bekletildi. Bu siirenin sonunda once 0.5 mL sonlandirma ¢ozeltisi ilave edildi ve
karigtirildiktan sonra bal numunesi ilave edilip ayn1 yol izlendi. Denenen her bal
numunesi i¢in kor yapildi. Tiipler oda sicakliginda sogutulduktan sonra 400 nm’de

absorbans okundu.

3.1.7. Protein ve Prolin Iceriginin Belirlenmesi

Bal numunelerinin toplam protein igeriginin belirlenmesi bakir-protein kompleksinin
olusumuna ve bu sirada Folin-Ciocalteau reaktifi igerisindeki fosfomolibbdat ve
fosfotungstatin sirasiyla polimolibdenyum ve tungsten mavisine indirgenmesine
dayanan Lowry yontemi (1951) ile tespit edildi. BSA, kalibrasyon egrisinin

hazirlanmas1 amaciyla protein standardi olarak kullanildi (Saxena ve ark., 2010).

Cizelge 3.3. Protein tayini i¢in yapilan pipetlemeler (Tiim hacimler mikrolitre birimindedir)

Kor Standart Numune
BSA (1mg/ml) 0 25-100 -
0.1 N NaOH iginde %1 (w/v) SDS Cozeltisi 200 175-100 160
Lowry E Reaktifi 1000 1000 1000
Numune - - 40
Folin Reaktifi (1:1) 100 100 100

Cizelge 3.3’de verilen pipetlemeler yapilirken sdyle bir yol izlendi: Bal numunesi
yada standart tizerine NaOH icindeki SDS c¢ozeltisinin uygun miktarda ilavesinin
ardindan tiim tliplere E karisimi ilave edildi ve hemen karistiriip 10 dakika
bekletildikten sonra yine tiim tiiplere Folin reaktifi eklenip 30 dakika karanlikta
inkiibe edildi. Bu siirenin bitiminde 650 nm’de absorbans degerleri okundu.
Kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi sonrasi 0rnek i¢in elde edilen konsantrasyon degeri
seyreltme faktorii ile carpilarak bal numunelerinin bir graminda bulunan protein

icerigi g cinsinden hesaplanmuistir.

Bal o6rneklerinin prolin miktarlarini tespit etmek icin de spektrofotometrik yontem

kullanildi (Anonymous, 2002). Reaksiyon tiiplerine sirasiyla 100 uL bal ¢ozeltisi,
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100 pL destile su, 100 pL prolin standart ¢ozeltisi (0.8mg/25 mL) konuldu. Her bir
tiipe 200 pL formik asit ve 200 pL %3’lik ninhidrin ¢ozeltisi ilave edilip tiiplerin
kapaklar1 kapatilarak vorteks yardimi ile hizli bir sekilde 15 dakika karistirildi.
Homojen hale gelen tiipler kaynar su banyosundal5 dakika bekletildi. Daha sonra
tiipler 70 °C ’lik su banyosunda 10 dakika bekletildi. Su banyosundan alinan her bir
tipe 1 mL %50’lik 2-propanol ilave edilip 45 dakika karanlikta bekletildi. Stire

sonunda her bir tiipiin absorbans degeri 510 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

li E
M = s X El/ E,
g bal Ea
Bu bagintida;

Es= Ornek ¢ozeltisinin absorbansi
E,= Prolin standart ¢6zeltisinin absorbansi
E;= Standart ¢ozeltideki mg olarak prolin miktar1

E,= g olarak bal ¢ozeltisi

3.1.8.Toplam Fenolik I¢cerigin Belirlenmesi

Bal numunelerinin su ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi Singleton ve
Rossi (1965) tarafindan gelistirilen metodun modifiye edilmesiyle Folin-Ciocalteu
reaktifine dayanan yonteme gore belirlendi. Bu yontem, fenolik maddelerin Folin-
Ciocalteu reaktifinin icerdigi fosfomolibdik-fosfotungistik ¢dzeltisini indirgeyerek
mavi bir kompleks olusturmalari ve bu mavi rengin spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi ilkesine dayanmaktadir. Numunelerin toplam fenolik madde igerikleri GA
kullanilarak hazirlanan standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak GA esdegeri
olarak belirlendi. Bu amagla oncelikle GA’in 0.05 mg/mL’lik ¢ozeltisi su/metanol
iginde hazirland1. Uygun konsantrasyonlarda olacak sekilde (0.002-0.012 mg/mL) bu
stok c¢ozeltiden alinarak deneme kosullarinda gerceklestirilen islem sonucunda
konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilerek kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu
denemede ‘‘kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi’ kisminda bahsedilmis olan

%50’lik bal numuneleri kullanildi. Her bir 6rnek ve degisen konsantrasyonlarda GA
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standardi i¢in uygulanan pipetleme islemleri cizelge 3.4’de Ozetlenmistir.
Pipetlemeler su sirayla yapildi. GA ya da numune {izerine O6nce her bir tiipteki son
hacmi  esitleyecek kadar su/metanol ilavesi  gerceklestirildikten  sonra
1:10 (v/v)’luk Folin-Ciocalteu Reaktifi ilave edilip karistirildiktan sonra 10 dakika
inkiibasyonun ardindan %2’lik Na,COs ilave edilip 2 saat siireyle oda sicakliginda
karanlikta bekletildikten sonra absorbanslar 760 nm de su numuneleri i¢in suya karst,
metanol numuneleri i¢in ise metanol+su karisimina karst okundu. Standart grafige ait
grafik denklemi kullanilarak tiim numunelerin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik

asit esdegeri (GAE) cinsinden mg GAE/g bal olarak hesaplandi (Ulusoy, 2010).

Cizelge 3.4. Toplam fenolik madde tayini i¢in yapilan pipetlemeler (Tiim hacimler
mikrolitre birimindedir).

Kor Numune Kérii  Standart Numune
%50’1ik Bal ekstrakti - 25 - 25
Su/Metanol 500 475 450-200 475
Gallik asit - - 50-300 -
1:10 (v/v)’luk Folin-Ciocalteu Reaktifi 250 - 250 250
%2’lik Na;COs 500 - 500 500
Su - 750 - -

3.1.9. Flavonoid i¢erigin Belirlenmesi

Fenolik ekstraktlarin flavonoid igerigi Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore yapildi.
Kuersetin standart olarak kullanildi. Calismada numune ve standartlara ait
pipetlemeler asagidaki gibi yapildi.

Pipetlemeler yapildiktan sonra tiipler 40 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe

edildi ve 415 nm’de saf suya kars1 absorbanslar okundu.

Kuersetin konsantrasyonuna karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik c¢izildi.
Cizilen grafige gore bal numunelerinin toplam flavonol miktar1 bulundu, seyreltme
faktorleri de dikkate alinarak numunelerin flavonoid miktar1 kuersetin (QT) esdegeri

cinsinden mg QTE/g bal olarak hesaplandi.
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Cizelge 3.5. Toplam flavonoid igerik tayini i¢in yapilan pipetlemeler (Tim hacimler
mikrolitre birimindedir).

Kor Numune Korii Standart Numune
Fenolik bal ekstrakti - 50 - 50
Kuersetin (0.25 mg/mL) - - 5-100 -
Metanol 1100 1150 1095-1000 1050
%10 Al (NO3); 50 - 50 50
1 M CH;COONH, 50 - 50 50

3.1.10. Antioksidan Etkinligin Belirlenmesi

3.1.10.1. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Bal numunelerinin toplam antioksidan kapasitesi Silici ve arkadaslar1 (2010)
tarafindan tanimlanan metoda gore belirlendi. %50’lik su/metanol ekstraktlari
kullanildi. Bal numunesi tizerine ‘‘kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi’” 3.1.4.9.
basliginda anlatilmis olan reaktif c¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi ve hazirlanan
karisimlar 90 dakika 95 °C’de inkiibe edildikten sonra tiipler hizl1 bir sekilde suda

sogutuldu ve Su/Metanol+su karisimina karsi 415 nm’de absorbanslart okundu.

Cizelge 3.6. Toplam antioksidan kapasitenin tayini i¢in yapilan pipetlemeler (Tiim hacimler
mikrolitre birimindedir)

Kor Numune Koriit Standart Numune

1:100 oraninda seyreltilen %50’1lik Bal ekstrakti - 20 - 20

Su/Metanol 100 80 90-0 80

su - 1300 ; ]

Askorbik asit - - 10-100 -

Reaktif Cozelti 130 - 1300 1300
0

Ayni deneme sartlarinda farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde 0.25 mg/mL stok
askorbik asit (AA) ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan standart calisma grafiginden
yararlanarak bal numunelerinin toplam antioksidan aktivitesi askorbik asit esdegeri
(mg AAE/g bal) seklinde ifade edildi (Tornuk ve ark., 2013). Her bir 6rnek ve
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degisen konsantrasyonlarda AA standardi i¢in uygulanan pipetleme iglemleri ¢izelge

3.6.’da Ozetlenmistir.

3.1.10.2. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini

Serbest radikal yakalama yonteminde, kararli ve sentetik bir radikal olan DPPH’
kullanilir ve antioksidanin bu serbest radikali yakalama yetenegi Olglilerek antioksidan
aktivite tanimlanir (Pokorny ve ark., 2001). Bu yonteme gore; kararl bir serbest radikal
olan DPPH’, antioksidandan bir proton alarak indirgenir, renksiz a,a-difenil-B-

pikrilhidrazil molekiiliine doniisiir (Pokorny ve ark., 2001; Huang ve ark., 2005).

DPPH, ticari olarak satin aliabilen mor renkli bir radikaldir. Calismada bu radikalin
100 uM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanildi. DPPH' radikali bir antioksidan madde ile
reaksiyona girdigi zaman indirgenme sonucu mor rengin siddeti azalarak absorbansin
diisiisiine sebep olmaktadir. Absorbsiyon giicii azalmasi yakalanan elektron sayisi ile
dogru orantilidir. Izlenen deneysel ydntemde esit hacimde (700 pL) olacak sekilde
DPPH c¢ozeltisi ve numune ¢ozeltileri (farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde
ayarlanan) karistirilip oda sicakliginda 50 dakika karanlikta birakildi. Siire sonunda
DPPH"1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbans degerleri okundu. Kor
olarak DPPH’ ¢ozeltisi ve numunenin ¢oziildiigl ¢oziicii kullanildi.  Absorbans sulu
bal ekstraktlari durumunda metanol-su karigimi (1:1), metanol ekstraktlari durumunda

ise metanole kars1 okundu.

Farkli numune konsantrasyonlariyla muamele edilen DPPH”nin absorbansindaki
degisim Olcililerek konsantrasyon/absorbans grafigi cizilerek, grafik denkleminden
DPPH’ konsantrasyonunu yariya diigiiren numune konsantrasyonu belirlendi ve bu
deger SCso degeri (g/mL) olarak ifade edildi. SCso degeri ne kadar diisiikse antioksidan
kapasite o kadar yiiksektir. Ayni islemler bilinen standart antioksidanlar (AA (0.1
mg/mL), butillenmis hidroksianisol (BHA, 0.1 mg/mL), GA (0.05 mg/mL), QT(0.05
mg/mL) pirogallol (PG, 0.05 mg/mL), katesin (0.1 mg/mL)) ile de tekrarlanarak
karsilastirma yapildi.
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Cizelge 3.7. DPPH" radikali temizleme aktivitesi tayini i¢in yapilan pipetlemeler (Tim
hacimler mikrolitre birimindedir).

Kor Numune Korii Standart Numune
100 uM metanolik DPPH ¢ozeltisi 700 - 700 700
Su/Metanol 700 670-580 690-650 670-580
Metanol - 700 - -
Numune - 30-120 - 30-120
Standart ¢ozeltileri 10-50 -

3.1.10.3. FRAP Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Demir indirgeme antioksidan kapasitesi yontemi ucuz, tekrarlanabilir ve basit bir
antioksidan aktivite tayin yontemi olup ¢aligmada Habib ve arkadaslar1 (2013)’nin,
gelistirdigi yontem takip edildi. FRAP metodu Fe(III)-TPTZ kompleksinin
antioksidanlar  varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(Il)-TPTZ
olusturmasi ve bu kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina
dayanir (Oyaizu, 1986). Bu amagla 1.2 mL FRAP reaktifi daha evvel hazirlanmis
olan % 50’lik bal numunelerinin (su ve metanol ekstraktlar1) 100 pL’si ile karistirildi
ve 37 °C’da 30 dakika inkiibasyonun sonrasinda 595 nm’de absorbans
su/sutmetanol’e  karsi okundu. Sonuglar standart antioksidan troloksun
kullanilmastyla ayni deneme sartlarinda elde edilen standart kalibrasyon grafiginden

yararlanarak troloks esdegeri (wmol TE/100 g bal) olarak hesaplandi.

Cizelge 3.8. FRAP metodu ile antioksidan aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler (tiim
hacimler mikrolitre birimindedir)

Kor Numune Koérii  Standart Numune
FRAP Reaktifi 1200 - 1200 1200
Su/Metanol 100 - 90-20 -
Su - 1200 - -
Numune - 100 - 100
Troloks - - 10-80 -

3.1.10.4. Bal Numunelerinin Hidroksil Radikali Tarafindan Olusturulan DNA

Hasarimi Onleme Etkinliklerinin incelenmesi

Incelelen bal numunelerinin hidroksil radikali (‘OH) ile indiiklenen DNA hasarina
etkisini arastirmak amaciyla in vitro olarak denemeler gergeklestirildi. Bu amagla

0.25 pug pBR 322 plazmid DNA’s1, 2uL 1.0 mM EDTA-FeSOq, 1 uL %1°lik H,0, ve
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2 uL 0.2 g/mL bal numunesi ile son hacim 12 pL olacak sekilde 50 mM fosfat
tamponu (pH=7) i¢inde karistirildi ve karisim 37 °C’da 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra karisimlarin {izerine agaroz jel yiikleme boyasi eklenerek her
biri %1’lik agaroz (0.5 pg/mL EB iceren) iizerinde elektroforeze tabii tutuldu.
Elektroforez islemi 1 saat siireyle 100 voltluk akim uygulanarak yiiritme tamponu
(1X TAE) igerisinde gerceklestirildi. Elektroforez isleminin bitiminde jel UV 15181
altinda goriintiilendi ve fotografi kaydedildi.

41



4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Renk Yogunlugu

Renk yogunlugunun, antioksidan oOzelliklere sahip oldugu bilinen karotenoidler,
flavanoidler gibi pigmentlerle iliskili oldugu tahmin edilmektedir (Frankel ve ark.,
1998). Ayrica calisma meteryalimiz olan kestane ballarinin koyu renkli ve aci1 tada
sahip oldugu da bilinmektedir (Alissandrakis ve ark., 2011). Koyu renkli ballarin
antioksidan kapasitelerinin ve fenolik bilesik iceriklerinin agik renkli ballara gore
yiiksek olmasi beklenmektedir (McKibben ve Engeseth, 2002). Bu nedenle ilk olarak
incelenen bal numunelerinin %50’lik konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmig
olan su ve metanol ekstraktlarinin renk yogunluklar1 spektrofotometrik olarak
belirlenmigtir. 450 ve 720 nm deki absorbans degerlerinin Sl¢iilmesi ve mAU olarak
renk yogunlugunun ifade edilmesiyle incelenen bal numunelerinin hem su hem de
metanol ekstraktlar1 durumunda en yogun renge (1442/1364 mAU) sahip olan bal
numunesinin Diizce ilinden elde edilen 11 numarali bal numunesi, en agik renge
(201/270 mAU) sahip olan bal numunesinin ise Ordu ilinden temin edilen 16
numarali bal numunesi oldugu tespit edilmistir. Literatiirle uyumlu olacak sekilde
calismada incelenen kestane ballarinin renk yogunluklari ortalama olarak su
ekstraktlari icin 761 mAU degerinde iken, metanol ekstraktlari i¢in 634.24 mAU’dur.
Oysa karsilagtirma amaciyla incelenen ormangiilii ve ¢icek bali numunelerinin renk
yogunluklari su ekstraktlar icin sirasiyla 374 ve 181 mAU, metanol ekstraktlar i¢in
ise 325 ve 553 mAU olarak hesaplanmig olup kestane ballari i¢in hesaplanan
ortalama degerin altindadir. Cigek balinin su ekstraktinin renk yogunlugu 181 mAU
degeri ile calisilan Ornekler i¢in hesaplanan en diisiik degerdir. Litertiirde
Kanada’dan elde edilmis farkli bitki kaynakli ballarin renk yogunluklar1 belirlenmis
olup 10-1160 mAU arasinda degerler saptanmistir. En yiiksek deger karabugday bali
i¢cin saptanmistir. Bunun disinda Habib ve ark., (2014a) tarafindan yapilan ¢alismada
kurak ve kurak olmayan bolgeden temin edilen 16 farkli monofloral ve heterofloral
bal numuneleri renk yogunlugu acisindan incelendiginde ise bulunan degerler
273.90-2874.80 mAU araligindadir. Literatiirdeki bu caligmada en yiiksek deger
Yemen’den elde edilen heterofloral bir agik sari bal numunesi igin gézlenmistir.

Bunun disinda incelenen kestane bali numunelerinin su ekstraktlarinin renk
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yogunlugunun genel olarak metanol ekstraktlarina gore daha fazla oldugunu

sOylemek de miimkiindiir.

Cizelge 4.1. Bal numunelerinin su ve metanol ekstraktlarinin renk yogunluklari ile ilgili
toplu bulgular

Yerlesim SU EKSTRAKTLARI METANOL EKSTRAKTLARI
(mAU) (mAU)

Bartin 1 687 551
Bartin 2 657 535
Bartin 3 856 686
Bartin 4 826 656
Bartin 5 791 690
Bartin 6 969 774
Bartin 7 790 629
Diizce 8 1118 884
Diizce 9 704 506
Diizce 10 890 742
Diizce 11 1442 1364
Diizce 12 805 612
Ordu 13 546 488
Ordu 14 492 357
Ordu 15 357 296
Ordu 16 201 270
Kastamonu 17 710 583
Kastamonu 18 659 453
Kastamonu 19 834 722
Artvin 20 1203 1168
Artvin 21 868 635
Artvin 22 380 907
Artvin 23 816 683
Artvin 24 1135 973
Artvin 25 878 714
Artvin 26 766 696
Trabzon 33 624 578
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Cizelge 4.1. Bal numunelerinin su ve metanol ekstraktlarinin renk yogunluklar ile ilgili
toplu bulgular (devami)

Yerlesim su EKs(In,iAAFS;TLARl METANOL(lrznr;sUT)RAKTLARl
Trabzon 34 831 683
Trabzon 35 817 835
Trabzon 36 627 419
Trabzon 37 793 655
Giresun 38 862 845
Giresun 39 976 941
Giresun 40 708 617
Giresun 41 689 666

Zonguldak 42 595 436
Zonguldak 43 851 490
Zonguldak 44 620 345
Zonguldak 45 427 332
Sinop 46 743 573

Sinop 47 717 707

Sinop 48 518 342

Sinop 49 741 408

Sinop 50 824 577

Sinop 51 840 726

Sinop 52 812 598

Rize 53 833 536

Rize 54 649 571

Rize 55 899 797
Kastamonu Orman Giilii 374 325
Kastamonu 27(¢icek balr) 181 553
Ticari Kestane Bali 661 461
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4.2. Bal Orneklerinin Enzim Icerikleri
4.2.1. Katalaz Aktivitesi

Bal enzimlerinden katalazin enzimatik antioksidan aktiviteye katkis1 oldugu
bilinmektedir (Serem ve Bester, 2012). Calismanin diger kisminda bal 6rneklerinin
antioksidan aktiviteleri aragtirllmig ve etkin oldugu saptanmistir. Bu da katalaz

aktivitesinin oldukga yiiksek degere sahip olmasinin agiklamasi niteligindedir.

Calismamizda temin edilen kestane ballarimin 1 g’inda bulunan katalaz aktivite
icerigi 5642.2-114.6 U arasinda degismektedir. Katalaz aktivitesi Artvin iline ait 23
numarali numunede en yliksek bulunurken, Diizce iline ait 9 numarali numunede ise

en diisiik bulunmustur.

Kestane bali numuneleri i¢in ortalama olarak bulunan degere gore 1 dakikada 1 g bal
tarafindan 1600 pmol H;0O,’nin hidrolizlenebildigi anlasilmaktadir. Bu da oldukca
yiiksek bir degerdir. Litertlirde ballarin katalaz icerigi ile ilgili yeterli ¢aligma mevcut

olmayip elde ettigimiz bu veriler literatiire 6nemli katk: saglamaktadir.

4.2.2. Diastaz Aktivitesi

Diastaz balda bulunan dogal bir enzimdir. Seviyesi balin cografik ve flora orijinine
bagli oldugu kadar tazeligine de baglidir. Diastaz ve invertaz aktiviteleri uzun siire
bekletilmis veya 1sitilmis ballarda diisiiktiir, bu ylizden diastaz ve invertaz sayilari
balin tazeligi hakkinda bilgi verir (European Economic Community, 1974; Sancho ve
ark.,1992). Ulusal diizenlemeler Gothe derecesinde diastaz aktivitesi i¢in minimum
deger olarak 8’i belirlemislerdir (Cinar Bilgen, 2010). Karadeniz bolgesi illerinden
temin edilmis olan 49 farkli kestane bali numunesinin diastaz sayilarii belirlemek
amaciyla materyal ve yontem kisminda (3.1.6.2) ayrintili sekilde izah edilen
yontemin takip edilmesi ve asagida bir numune igin verilen drnek grafigin (Sekil 4.1)
tim numuneler i¢in ¢izilip grafikten elde edilen degerin ve gerekli formiiliin
kullanilmasiyla diastaz sayillar1 hesaplandi. Tim sonuglar incelendiginde
numunelerin diastaz sayilarinin 9.5 ile 35.00 arasinda degistigi saptandi (Cizelge
4.2). Incelenen tiim bal numunelerinin diastaz sayilari ile ilgili sonuglar FAO- WHO

CODEX, TGK ve Avrupa Birligi (EU) Gida Kodeksinin belirledigi en az limit olan 8
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degerinin tlizerindedir. Buna gore incelenen ballarin tamamu i¢in hesaplanan degerler

yasal olarak gegerlidir.

0.6

y =-0.0105x + 0.6053
R2=0.987
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Sekil 4.1. Ordu iline ait 15 numarali bal numunesinin diastaz sayisinin hesaplanmasi i¢in
cizilen grafik

Incelenen bal numuneleri arasinda diastaz sayisin en yiiksek degeri Bartin 3
(34.904 DS), en diisiik degeri ise Ordu 15 (9.585 DS) kodlu bal numunelerinde
gbzlenmistir. Calismanin diastaz verileri Fallico ve ark.(2004), Aydogan ve
ark.(1991)’nin bildirdigi 7.6 ve 7.79 degerlerinden yiiksek belirlenirken, buna
karsilik White (1975), Crane (1975), Sahinler ve Giil (2004), Sunay (2006) ve Giil
(2009)’tin  bildirdigi 20.8, 20.8, 17.9, 21.43 ve 22.81 degerleriyle paralellik
gostermektedir. Balda diastaz aktivitesinin azalmasi gibi, yliksek diizeyde bulunmasi
da istenmeyen bir durumdur. Balda yiiksek diizeyde diastaz bulunmas: yiiksek asit
olusumuna ve dolayisiyla fermantasyona yol agabilmektedir (Tolon, 1999; Crane,
1975).

4.2.3. invertaz Aktivitesi

Calismamizda kestane ballarinin invertaz aktivitelerinin bir kg bal basina
407.2-56.1 U arasinda degistigi belirlenmistir. Invertaz aktivitesinin Diizce iline ait 8
nolu numunede en yiiksek, Ordu iline ait 15 nolu numunede ise en diisiik degerde
oldugu saptanmistir. Serrano ve ark. (2007) invertaz ve diastaz degerleri arasinda
onemli bir korelasyon bulundugunu belirtmislerdir. Incelenen kestane ballari
durumunda bu tiir bir korelasyon grafigi cizildiginde R? degeri 0.53 olarak

hesaplanmaktadir. Bentabol Manzanares ve ark. (2014) tarafindan yapilan Ispanya
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ballari ile ilgili bir ¢aligmada diastaz ve invertaz arasindaki korelasyon degeri ¢ok

kiigiik olup 0.254 tiir.

Cizelge 4.2. Bal orneklerinden elde edilen ekstraktlarin enzimatik aktivite ile ilgili toplu

bulgular
Yerlesim Diastaz Sayis1 Invertaz Katalaz
(Gothe birimi) (U/kg bal) (U/g bal)
Bartin 1 33.6 317.6 3211
Bartin 2 23.7 220.7 688.1
Bartin 3 34.9 348.2 1100.0
Bartin 4 29.2 212.7 229.3
Bartin 5 26.4 281.9 1123.8
Bartin 6 19.8 218.5 1146.8
Bartin 7 26.5 173.4 412.9
Diizce 8 24.6 407.2 23.0
Diizce 9 24.6 126.8 114.7
Diizce 10 23.5 233.8 2821.1
Diizce 11 14.9 119.5 2431.1
Diizce 12 32.0 301.6 229.4
Ordu 13 15.9 227.3 642.2
Ordu 14 9.8 137.0 2339.5
Ordu 15 95 56.1 986.3
Ordu 16 16.1 120.9 45.9
Kastamonu 17 21.0 127.5 1169.7
Kastamonu 18 24.6 130.4 68.807
Kastamonu 19 16.3 107.8 458.7
Artvin 20 25.0 240.4 504.6
Artvin 21 16.2 177.7 1195.4
Artvin 22 22.4 161.7 756.881
Artvin 23 13.1 110.7 5642.2
Artvin 24 15.8 94.0 848.6
Artvin 25 15.0 149.3 389.9
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Cizelge 4.2. Bal orneklerinden elde edilen ekstraktlarin enzimatik aktivite ile ilgili toplu
bulgular: (devami)

Yerlesim Diastaz Sayis1 Invertaz Katalaz
(Gothe birimi) (U/ kg bal) (U/g bal)
Artvin 26 22.4 233.1 12151
Trabzon 33 17.1 230.9 1100.9
Trabzon 34 24.6 241.9 1238.6
Trabzon 35 23.9 222.9 0.000
Trabzon 36 9.5 56.1 412.8
Trabzon 37 17.0 166.1 17431
Giresun 38 25.2 306.7 1628.4
Giresun 39 21.6 265.2 137.6
Giresun 40 16.5 190.9 23.0
Giresun 41 18.6 251.3 802.8
Zonguldak 42 13.5 94.7 2385.3
Zonguldak 43 16.7 78.7 1100.9
Zonguldak 44 16.8 96.2 275.2
Zonguldak 45 22.8 153.7 321.1
Sinop 46 15.1 179.9 367
Sinop 47 14.6 110.0 504.6
Sinop 48 19.6 142.8 16284.4
Sinop 49 22.3 222.9 160.6
Sinop 50 17.5 233.1 1238.5
Sinop 51 25.6 219.3 527.5
Sinop 52 23.3 292.8 206.4
Rize 53 15.3 186.5 802.7
Rize 54 13.8 134.0 18578
Rize 55 13.2 168.3 825.7
Kastamonu Orman Giilii 13.7 125.3 19036.7
Kastamonu 27(¢gicek bali) 30.3 214.9 160.6
Ticari Kestane Bal 11.8 47.4 367
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4.3. Bal Numunelerinin Protein ve Prolin Miktarlari

Bal, ¢cok az da olsa protein icermektedir. Balin protein igerigi genellikle prolin
miktar1 ile belirtilmektedir. Baldaki protein miktar1 bazilar1 arinin kendisi tarafindan
saglanan digerleri ise nektar tarafindan tretilen enzimlerin varligina atfedilebilir.
Protein seviyesi flora tipine bagli olup degiskendir (Saxena ve ark., 2010). Proteinin
ayrica etkili bir antioksidan olarak da gorev yaptigi rapor edilmistir (Sivapriya ve
Srinivas, 2007). Kestane bali numunelerinin protein igerikleri Lowry yoOntemi
kullanilarak hesaplanmistir. Protein igerigi, balin dogal veya yapay olup olmadiginin
saptanmasi ag¢isindan oldugu kadar beslenme yoniinden de 6nemlidir (Tolon, 1999).
Inceledigimiz ballarm protein igerigi literatiirde verilen degerlerden oldukca yiiksek
bulunmustur. Anklam (1998)’e gore 1 g baldaki protein igerigi normal olarak
5 mg’dan azdir. Oysa mevcut ¢alismada incelenen bal numuneleri igin protein
miktar1 belirtilen bu degerden ¢ok yiiksek bir deger olarak hesaplanmis olup ortalama
deger 1 g bal icin 19.5 mg olarak bulunmustur. Bu derece yiiksek protein miktari
ihtiva eden ballarda rapor edilmistir. Saxena ve ark. (2010) tarafindan Hindistan
ballar1 lizerinde yapilan ¢alismada protein igerigi i¢in en yiiksek deger 100 g bal i¢in
2.29 g protein olarak hesaplanmistir. Mevcut ¢caligmada hesaplanan en diisiik deger

(9.4 mg protein/g bal) ise Ordu iline ait 16 numarali numune i¢in hesaplanmustir.

Prolin, nektarin bala donilismesi sirasinda temel olarak ar1 tarafindan bala katilan tek
aminoasittir ve toplam aminoasitlerin % 50-85’ini olusturmaktadir (Hermosin ve
ark., 2003). Literatiirdeki yaymlanmis analizler ballarin prolin baskin olmak {izere
11-21 serbest aminoasit igerdigini ortaya koymustur (White ve Doner, 1980). Balda
en bol bulunan aminoasit olmasi sebebiyle prolin balin aminoasit igerigini belirlemek
amaciyla standart olarak kullanilir. Prolin igerigi balin kalitesinin ve 183 mg/kg
degerinin altina diistiiglinde ise tagsisin bir gostergesidir (Bogdanov ve ark., 1995;
Bogdanov, 1999). Prolin igerigi bal ¢esitleri arasinda oldukca farklilik
gosterebilmektedir (Meda ve ark., 2005). Von der Ohe ve ark. (1991)’na gore baldaki
prolin miktar1 artya bagli olan diger bilesenlerle birlikte, sakkaraz ve glikozoksidaz
aktiviteleri gibi balin olgunluk diizeyini yansitan bir indikatordiir (Hermosin ve ark.,
2003).
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Bu arastirmada saptanan prolin igerigi 286-1539 mg/kg arasinda degismektedir.
Incelenen ballar arasinda prolin icin hesaplanan en diisiik deger (286 mg/kg) Ordu
iline ait 15 numarali numune i¢in hesaplanmistir. Boylelikle tiim ballarin prolin
degerlerinin limit degerin {istlinde oldugunu sodyleyebilmekteyiz. Ayrica protein
icerigi genellikle prolin miktar ile belirtilmektedir (Bogdanov, 2002). Incelenen
ballarin prolin degerleri ile protein igerikleri arasinda pozitif korelasyon

bulunmaktadir (R?= 0.61).

Ayrica aminoasitlerin antioksidan oOzellikler sergiledigini gosteren raporlarda
mevcuttur. Meda ve ark., (2005) tarafindan yapilan bir ¢calismada prolin seviyesinin
radikal stipirme aktivitesinden sorumlu baglica faktor oldugu gosterilmistir. Ancak
mevcut ¢alismada DPPH radikal siipiirme aktivitesi ile prolin miktar1 arasinda
belirgin bir iliski saptanamamustir. Incelenen kestane bali numuneleri i¢in hesaplanan
prolin miktar1 degeri ortalama olarak 0.82 mg prolin/g bal olarak belirlenmis olup bu
deger literatiirdeki Giiney Afrika bolgesinden temin edilen ballarin tespit edilen en
yiiksek prolin igerigi (45.24 mg/100 g) degerinden oldukca yiiksektir (Serem ve
Bester, 2012). Bunun disinda literatiirde farkli araliklarda prolin ihtiva eden bal
numuneleri lizerine yapilmis mevcut ¢alismadaki sonuglarla uyumlu pek ¢ok ¢alisma

mevcuttur (Yilmaz, 2000; Oddo ve ark. 2004; Meda ve ark., 2005).

Cizelge 4.3. Bal orneklerinin prolin ve protein miktarlari ile ilgili toplu bulgular

Yerlesim Protein Icerigi Prolin Teerigi
(g protein/g bal) (mg prolin/g bal)
Bartin 1 0.019 1.098
Bartin 2 0.019 1.055
Bartin 3 0.020 1.195
Bartin 4 0.021 0.558
Bartin 5 0.022 1.307
Bartin 6 0.021 0.733
Bartin 7 0.018 1.057
Diizce 8 0.027 1.386
Diizce 9 0.025 1.192
Diizce 10 0.021 1.105
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Cizelge 4.3. Bal 6rneklerininprolin ve protein miktart ile ilgili toplu bulgular (devami)

Yerlesim Protein icerigi Prolin icerigi
(g protein/g bal) (mg prolin/g bal)

Diizce 11 0.023 0.521
Diizce 12 0.026 1.346
Ordu 13 0.016 0.578
Ordu 14 0.017 0.408
Ordu 15 0.012 0.286
Ordu 16 0.009 0.308
Kastamonul7 0.016 1.031
Kastamonu 18 0.016 0.921
Kastamonu 19 0.018 0.610
Artvin 20 0.014 0.335
Artvin 21 0.021 0.704
Artvin 22 0.018 0.690
Artvin 23 0.018 0.465
Artvin 24 0.019 0.512
Artvin 25 0.018 0.653
Artvin 26 0.030 0.934
Trabzon 33 0.019 0.594
Trabzon 34 0.021 1.031
Trabzon 35 0.022 0.948
Trabzon 36 0.019 0.566
Trabzon 37 0.020 0.803
Giresun 38 0.016 0.748
Giresun 39 0.021 0.845
Giresun 40 0.020 0.760
Giresun 41 0.018 0.774
Zonguldak 42 0.016 0.742
Zonguldak 43 0.019 1.066
Zonguldak 44 0.018 1.365
Zonguldak 45 0.018 1.539
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Cizelge 4.3. Bal 6rneklerinin prolin ve protein miktari ile ilgili toplu bulgular (devami)

Yerlesim Protein icerigi Prolin icerigi
(g protein/g bal) (mg prolin/g bal)

Sinop 46 0.021 0.632
Sinop 47 0.020 0.635
Sinop 48 0.019 0.837
Sinop 49 0.020 1.195
Sinop 50 0.023 0.892
Sinop 51 0.021 0.949
Sinop 52 0.022 0.872
Rize 53 0.016 0.811
Rize 54 0.019 0.482
Rize 55 0.018 0.541
Kastmonu Orman Giilii 0.010 0.461
Kastamonu 27(gigek bali) 0.017 1211
Ticari Kestane Bali 0.017 0.043

4.4. Bal Numunelerinin Toplam Fenolik icerikleri

Metanol ve su ile hazirlanmis olan bal ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak belirlendi. Degisen konsantrasyonlarda
hazirlanan (0.002-0.012 mg/mL’lik) GA ¢ozeltileri ile bolim 3.1.8'de anlatilan
metoda gore toplam fenolik madde miktarlar1 tayin edildi. 760 nm'deki absorbans
degerleri y-ekseninde ve gallik asit konsantrasyon degerleri ise x ekseninde olacak
sekilde bir standart caligma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart ¢alisma grafiginde
absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi su ile
hazirlanan GA kullanildiginda y = 87.456x (sekil 4.2) olarak, metanol ile hazirlanan
GA kullanildiginda ise y = 94.187x (sekil 4.3) olarak hesaplandi. Bu dogru
denklemlerinden yararlanarak bal numunelerinin toplam fenolik madde miktarlar
mg GAE/qg bal olarak belirlendi

Bal numunelerinin toplam fenolik madde miktarlarinin su ekstraktlarinda
1.013-0.463 mg GAE/g bal, metanol ekstratlarinda ise 1.025-0.399 mg GAE/g bal

araliginda oldugu bulundu. Su ekstraktlar1 arasinda en yiiksek toplam fenolik igerik
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Diizce ilinden temin edilmis olan 11 ve 8 ile Giresun ilinden temin edilen 39 ile
kodlanmig bal numuneleri i¢in hesaplandi. En diisiik fenolik icerigin ise Ordu iline

ait 14, 15 ve 16 ile kodlanan ballar durumunda hesaplandigi tespit edildi.

¢ =
o N

Absorbans (760 nm)
o o o o
N~ o

N

o

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014
Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.2. Bal numunelerin su ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlarinin
belirlenmesi i¢in GA kullanilarak hazirlanan standart calisma grafigi.

1.2

y = 87.346x
1 R2=0.9998

Absorbans (760 nm)

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012  0.014
Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.3.Bal numunelerin metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlarinin
belirlenmesi i¢in GA kullanilarak hazirlanan standart calisma grafigi

Metanol ekstraktlarinda ise yine Diizce ilinden temin edilen 11 ve 8 numarali
numuneler basta olmak {izere 35 ile kodlanan Trabzon ilinden temin edilmis bal

numunesi en yiiksek fenolik icerige sahiptir. Zonguldak ilinden temin edilen 44 ve
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Ordu ilinden temin edilmis olan 16 ve 15 numarali numuneler ise fenolik icerik

bakimindan en fakir metanolik ekstraktlardir.

Calisilan tiim kestane bali numunelerinin %28’inde metanol ekstraktlarinin fenolik
igerigi su ekstrakti icin hesaplanan degerden daha yiiksek bulunmustur. Karsilastirma
yapmak amaciyla ¢alisilan birer adet cicek ve orman giilii bali numunelerinin su
ekstraktlarinin  fenolik igerigi metanolik ekstraktlarina oranla daha yiiksek

bulunmustur.

Koyu renkli ballarin fenolik igeriginin ve radikal siipiiriicii etkinliginin yiiksek
olmast (Brudzynski ve Miotto, 2011) beklentisiyle yapilan ¢alismada daha onceki
calismalarla uyumlu sonuglar bulunmustur. Diizce ilinden temin edilen 11 numarali
bal numunesi incelenen ballar arasindaki en koyu (1442 mAU) bal olarak belirlenmis
olup ayni numunenin fenolik igerigi de en yiiksek degere (1.013 mg GAE/g bal)
sahiptir. Benzer sekilde en agik renkli (201 mAU) bal olarak belirledigimiz Ordu
ilinden temin edilen 16 numarali bal numunesinin fenolik igerigi de saptanan en
disik (0.463 mg GAE/g bal) degerdir. Sekil 4.4 ve 4.5 de sirasiyla bal
numunelerinin su ve metanol ekstraktlarinin renk yogunluklar: ile fenolik icerikleri

arasindaki korelasyon grafigi verilmistir.
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Sekil 4.4. Bal numunelerinin su ekstraklarinin renk yogunluklari ile toplam fenolik igerikleri
arasindaki korelasyon egrisi
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Sekil 4.5. Bal numunelerinin metanol ekstraklarinin renk yogunluklar ile toplam fenolik
icerikleri arasindaki korelasyon grafigi

4.5. Bal Numunelerinin Toplam Flavonoid Icerikleri

Literatiirde baz1 ballar i¢in yapilan ¢alismalarda flavonoidlerin varliginin antioksidan
etkiye katkida bulunabildigi gosterilmistir (Al-Mamary ve ark., 2002; Aljadi ve
Kamaruddin, 2004; Kii¢cik ve ark., 2007). Bazi c¢alismalar flavonoidlerin oto-
oksidasyon reaksiyonlarini inhibe ettigini ve farkli mekanizmalar sayesinde serbest
radikalleri siliplirme giicline sahip oldugunu gostermektedir (Cos ve ark., 1998). Hatta
Devasagayam ve ark., (1995) flavonoidlerin reaktif oksijen tiirlerinin hasarma karsi

pBR 322 plazmid DNA’sin1 korudugunu belirtmislerdir.

Kestane balinin flavonoid profili ile ilgili olduk¢a az bilgi bulunmaktadir. Andrade
ve ark. (1997) yapmis olduklar1 c¢aligmanin sonuglarina gore kestane ballarinin
fenolik asitler agisindan ¢ok zengin ancak flavonoidler agisindan oldukga fakir

oldugunu belirtmislerdir.

Incelenen bal numunelerinin flavonoid igerikleri ham ekstraktlarda tespit
edilememistir. Bu nedenle fenolik igerigi, antioksidan aktivitesi ve DNA hasarini
Oonleme kabiliyeti en yiiksek oldugu diisiiniilen 17 bal numunesinden fenolik
bilesenlerin ekstrakte edilmesiyle elde edilen ekstrakt kullanilarak flavonoid tayini

Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore yapildi. Sonuglar QTE olarak hesaplandi.
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Cizelge 4.4.Bal orneklerinden elde edilen su ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik
igerikleri ve bal 6rneklerinin flavonoid icerikleri ile ilgili toplu bulgular

Yerlesim Su Metanol Toplam Toplam
Ekstratlarimin Ekstratlarimin flavonoid bilesik flavonoid
Toplam Fenolik Toplam Fenolik miktari bilesik
Birlesik Miktar: Birlesik Miktar1 (QE/mg bal) miktari
(mg GAE/qg bal) (mg GAE/g bal) (QE/fenolik
ekstrakt)
Bartin 1 0.7741 0.7900
Bartin 2 0.7398 0.7726
Bartin 3 0.7970 0.7259
Bartin 4 0.8198 0.8156
Bartin 5 0.8416 0.8631
Bartin 6 0.9170 0.8458 0.0009 0.8668
Bartin 7 0.8084 0.8404
Diizce 8 0.9925 0.9074
Diizce 9 0.7475 0.6897
Diizce 10 0.8617 0.8020
Diizee 11 1.0126 1.0254 0.0009 0.7809
Diizce 12 0.8367 0.7221
Ordu 13 0.6767 0.6490 0.0010 0.8695
Ordu 14 0.5784 0.5539
Ordu 15 0.4743 0.3988 0.0011 1.3627
Ordu 16 0.4629 0.5026
Kastamonu 17 0.7598 0.6842
Kastamonu 18 0.7131 0.5904 0.0013 0.7214
Kastamonu 19 0.7669 0.8109 0.0005 1.1671
Artvin 20 0.9048 0.7843
Artvin 21 0.8382 0.6394
Artvin 22 0.5974 0.5946
Artvin 23 0.8838 0.8163
Artvin 24 0.9176 0.8600 0.0014 1.2357
Artvin 25 0.8544 0.8709
Artvin 26 0.7785 0.77580
Trabzon 33 0.6571 0.660
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Cizelge 4.4. Bal orneklerinden elde edilen su ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik
igerikleri ve bal 6rneklerinin flavonoid igerikleri ile ilgili toplu bulgular

(devami)
Yerlesim Su Ekstratlarinin Metanol Toplam Toplam
Toplam Fenolik Ekstratlarinin flavonoid bilesik flavonoid
Birlesik Miktar1 Toplam Fenolik miktari bilesik
(mg GAE/qg bal) Birlesik Miktar1 (QE/mg bal) miktar1
(mg GAE/qg bal) (QE/fenolik
ekstrakt)
Trabzon 34 0.7254 0.8907 0.0014 1.0117
Trabzon 35 0.8587 0.8983 0.0006 0.5035
Trabzon 36 0.7178 0.6905
Trabzon 37 0.7945 0.8496
Giresun 38 0.8793 0.8377
Giresun 39 0.9296 0.8514 0.0013 1.1539
Giresun 40 0.7899 0.6786
Giresun 41 0.7702 0.6691
Zonguldak 42 0.6310 0.5511
Zonguldak 43 0.7656 0.6323 0.0017 1.2685
Zonguldak 44 0.6995 0.5319
Zonguldak 45 0.6217 0.5332
Sinop 46 0.7679 0.6209
Sinop 47 0.7923 0.7572
Sinop 48 0.7041 0.6239
Sinop 49 0.7879 0.6885 0.0016 1.3170
Sinop 50 0.8251 0.7123
Sinop 51 0.8251 0.7420
Sinop 52 0.8455 0.7229 0.0016 1.2040
Rize 53 0.7903 0.6966
Rize 54 0.7254 0.6098
Rize 55 0.8263 0.7350 0.00095 1.6219
Kastamonu Orman Giilii 0.5693 0.4876 0.0020 2.5494
Kastamonu 27(gigek bali) 0.6823 0.5367 0.0027 5.4038
Ticari Kestane Bali 0.6053 0.5209 0.0013 1.3025

57



4.6. Bal Numunelerinin Antioksidan Etkinlikleri

Antioksidan aktivite, polifenollerin varligiyla enzimatik olmayan ve katalaz aktivitesi
nedeniyle enzimatik bilesenler ile ya enzimatiktir ya da enzimatik degildir (Cowling,

1983).

4.6.1. Bal Numunelerinin Toplam Antioksidan Kapasiteleri

Metanol ve su ile hazirlanmis olan bal ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitesi
spektrofotometrik olarak fosfomolibden yontemine gore belirlendi. Bu yontem Mo(VI)-
Mo(V)’in indirgenmesiyle antioksidan bilesenler varliginda yesil renkli bir
fosfat/Mo(V) kompleksinin olusumuna dayanmaktadir. Bu degisime 695 nm’de
maksimum bir absorbans olusumu eslik eder. Uygulanan test basit ve yaygin olarak
uygulanan antioksidan 6l¢timlerden bagimsizdir (Habib ve ark., 2014b). Sonuglar mg
AAE/g bal seklinde ifade edildi. Bu amagla ilk olarak standart olarak kullanilan askorbik
asitin su ve metanolde hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri ile denemeler
gergeklestirilmis ve ¢alisma grafigi hem su (Sekil 4.6.) hem de metanol (Sekil 4.7.) ile
hazirlanan ekstraktlar igin ayri ayr1 olacak sekilde ¢izilmistir. Grafiklerin dogru
denklemlerinden yararlanarak tiim numunelerin toplam antioksidan igerikleri

hesaplanmugtir.
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Sekil 4.6. Bal numunelerinin su ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite tayini icin AA
kullanilarak hazirlanilan standart ¢caligma grafigi
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Sekil 4.7. Bal numunelerinin metanol ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite tayini igin
AA kullanilarak hazirlanilan standart ¢calisma grafigi

Bal numunelerinin toplam antioksidan icerik miktarlarinin su ekstraktlarinda
193.765-77.187 mg AAE /g bal araliginda, metanol ekstratlarinda ise
173.216-31.385 mg AAE /g bal araliginda oldugu bulundu. Su ekstraktlar1 arasinda
en yiiksek toplam antioksidan igerigin Ordu 16, Artvin 21, Diizce 11, en diisiik
igerigin ise Artvin 24, Rize 53, Trabzon 33 ile kodlanan ballarda hesaplandig tespit
edildi.

Metanol ekstraktlarinda ise Trabzon 34 basta olmak {izere Zonguldak 44 ve Rize 53
ile kodlanan bal numuneleri en yiliksek toplam antioksidan icerige sahiptir. Sinop
ilinden temin edilen 52 ve Artvin ilinden temin edilmis olan 20 ve 21 numarali
numuneler ise toplan antioksidan icerik bakimindan en fakir metanolik ekstraktlardir.
Incelenen bal numunelerinin %32 sinde toplam antioksidan aktivite metanol
ekstraktlarinda daha yiliksek bulunmustur. Cigek balinda metanol, orman giilii balinda

ise su ekstrakti daha ytliksek oranda antioksidan aktivite icermektedir.

Saxena ve ark., (2010)’nin yaptiklar1 ¢calismada farkli bir yol izlenerek Hindistan’da
ticari olarak satilan bal numunelerinin askorbik asit tiiriinden antioksidan aktiviteleri
mevcut calismada elde edilene oranla oldukca diisiik bulunmustur. Calismada ilging
bir sonugla karsilasilmistir. En acik renge ve en diisiik fenolik igerige sahip oldugu
tespit edilen 16 numarali bal numunesinin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu sasirtici bir sekilde ortaya konulmustur. Bu durumu aciklayabilecek ifadeler

literatlir de de mevcuttur. Ciinkii her ne kadar fenolik yapili bilesikler baskin olsa
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bile balda antioksidan aktiviteden sorumlu ¢ok sayida bilesik bulunmaktadir. Bu
nedenle toplam fenolik bilesik icerik cogu zaman antioksidan aktivitenin bir dl¢iisii
gibi diisiiniilsede bu konuda net bir iligki yoktur. Bu durum antioksidan aktiviteden
sorumlu tek faktoriin fenolik bilesik miktarinin olmadigin1 géstermektedir. Fenolik
maddelerin molekiil yapisi, oksidasyonun oldugu ortamdaki c¢oziiniirliikleri gibi
faktorler maddenin antioksidan 6zelligini etkileyebilmektedir (Heim ve ark., 2002;

Yildirim, 2013).

4.6.2. Bal Numunelerinin DPPH" Radikali Siipiirme Aktivitesi

DPPH ticari olarak {iretilen bir radikal olup radikal siipiirme aktivitesinin
belirlenmesinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Ulusoy, 2010). DPPH" radikali
temizleme aktivitesi genellikle baslangictaki DPPH konsantrasyonunun %50
oraninda azalmast i¢in gerekli olan antioksidan miktari anlamina gelen SCs ile ifade
edilir. Bu ise numunenin SCsy degeri ne kadar diisiikse antioksidan aktivitesinin o
kadar yiiksek oldugu anlamina gelmektedir (Molyneux, 2004).Yapilan calisma
sonucunda bal numunelerinin su ve metanol ekstraktlarinin konsantrasyona bagimli
bir sekilde DPPH radikallerini siiptirme etkinligi gosterdigi ortaya konuldu.
Asagidaki esitlik kullanilarak her bir farkli numune konsantrasyonu i¢in hesaplanan
% inhibisyon degerleri grafige gecirildi ve DPPH radikallerinin %350’sini siipiiren

ekstrakt konsantrasyonu grafik dogru denkleminden hesaplandi.
%S = (ABSks-ABSimek) 100/ABSys:)

Sekil 4.8 ve 4.9°da Artvin ilinden temin edilmis olan 22 numarali bala ait su ve
metanol esktraktlarimin  ortamdaki serbest radikallerinin  %350’sini  siipiiren
miktarlarinin  (g/mL) tespiti ic¢in ¢izilen grafikler verilmistir. Bu sekilde tiim
numuneler i¢in ¢izilen grafiklerin dogru denklemlerinden yararlanarak biitiin
numunelerin hem su hem de metanol esktraktlarinin DPPH siiplirme etkinlikleri
hesaplandi. DPPH serbest radikalini siipiirme aktivitesi kestane ballarinin %18’inde
su ile hazirlanan ekstraktlarda daha etkindir. Orman giilii balinda su, ¢igek balinda
ise metanol ekstrakti bu acidan daha etkindir. Incelenen bal orneklerinin su
ekstraktlar1 arasinda en diisiikk SCso degerine yani en yiiksek DPPH serbest radikali
siipirme aktivitesine sahip olan bal numunesi 11 numarali baldir. Metanol

ekstraktlart durumunda en diisiik SCsp degerine sahip bal numunesi 0.0079 g/mL
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degeri ile 8 numarali yine Diizce ilinden temin edilmis olan bal numunesidir. Bu
numuneyi 0.0080 g/mL degeri ile 11 numarali bal numunesi izlemektedir. En yiiksek
SCsp degerine yani en diisiik aktiviteye sahip bal numuneleri ise su ekstraktlar
durumunda Ordu iline ait 15 numarali numune (0.0443 g/mL) iken, metanol ekstrakti
(0.0498 g/mL) durumunda ise ayni ile ait 16 numarali baldir. Ayn1 deneme
kosullarinda bilinen standart antioksidan maddeler kullanilarak ortamdaki DPPH
radikallerinin %350’sini siipliren miktarlar1 hesaplandiginda AA i¢in 0.00306 mg/mL,
BHA i¢in 0.0012 mg/mL ve katesin i¢in ise 0.0010 mg/mL olarak bulunmustur. Bu
degerler bal numuneleri i¢in hesaplananlardan oldukca diisiik oldugu ic¢in bal
numunelerinin DPPH siiplirme aktivitelerinin bu standart maddelerle kiyaslandiginda
daha diisiik oldugunu sdyleyebiliriz. Sarikaya ve ark., (2009) tarafindan incelenen
Zonguldak ilinden temin edilen iki farkli kestane bali numunesi i¢in bulunan
ortalama degerin (SCso= 7.35 mg/mL) mevcut calismada elde edilen ballar igin
hesaplanan ortalama degerden (SCso=17.2 mg/mL) yliksek oldugu ancak katesin,
BHT ve troloks gibi bilinen standart antioksidan maddelerden oldukca diisiik oldugu

goriilmektedir.

Ayrica literatiirde yapilan ¢alismalarda Slovenya (Bertoncelj ve ark., 2007) ve
Portekiz (Ferreira ve ark., 2009)’den temin edilen bal numunelerinin DPPH serbest
radikalini siipiirme aktiviteleri i¢in hesaplanan SCsy degerleri sirasiyla 7.2-53.8

mg/mL ve 106.67-168.94 mg/mL araliklarinda bulunmustur.
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Sekil 4.8. Artvin iline ait 22 numarali bal numunesinin su ekstraktinin DPPH radikali
giderme aktivitesinin tespiti amaciyla olusturulan grafik
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Sekil 4.9. Artvin iline ait 22 numarali bal numunesinin metanol ekstraktinin DPPH radikali
giderme aktivitesinin tespiti amaciyla olusturulan grafik

Ferreira ve ark., (2009)’nin yaptig1 calismada agik, amber ve koyu renkli 3 farkli bal
Ornegi incelenmis ve en koyu renkli balin en yiiksek fenolik igerige ve en diisiik SCso
degerine sahip oldugu sonucu vurgulanmistir. Benzer durum bizim ¢alismamizda da
gozlenmektedir. Sekil 4.10 ve 4.11 de bal numunelerinin renk yogunluklar: ile DPPH
siiptirme aktiviteleri arasindaki iligki gosterilmistir. Ancak Karadeniz illerinin
kestane ballarinin DPPH serbest radikalini siipiirme aktivitesi i¢in hesaplanan SCsg
degeri Portekiz’den temin edilen biberiye, engerekotu ve funda ballar icin

hesaplanan SCsp degerlerinden oldukga yiiksektir (Leticia Estevinho ve ark., 2008).
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Sekil 4.10. Bal numunelerinin su ekstraktlarinin renk yogunluklari ile DPPH serbest radikal
stipiirme aktiviteleri arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 4.11. Bal numunelerinin metanol ekstraklarinin renk yogunluklari ile ile DPPH serbest
radikal stipiirme aktiviteleri arasindaki korelasyon grafigi

4.6.3 Bal Numunelerinin Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Kuvveti (FRAP)

Radikal zincir reaksiyonlarinin kirilma kapasitesini yansitan Fe (III) indirgeme
kuvveti testi, antioksidan kapasitenin iyi bir gostergesidir (Ulusoy, 2010). FRAP
metodu Fe(l1)-TPTZ kompleksinin antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi
renkli kompleks Fe(Il)-TPTZ olusturmasi ve bu kompleksin 595 nm’de maksimum
absorbans vermesi esasina dayanir (Oyaizu, 1986). Bal numunelerinin FRAP
degerleri Troloks esdegeri olarak pumol TE/100 g bal cinsinden hesaplandi. Degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks (3.84 uM -30.769 uM) kullanilarak bolim
3.1.10.3 anlatilan metoda goére FRAP degerleri tespit edildi. Troloks
konsantrasyonlar1 x ekseninde ve 595 nm de okunan absorbans degerleri y ekseninde
olacak sekilde standart ¢alisma grafigi ¢izildi (Sekil 4.12 ve 4.13). Elde edilen
standart calisma grafiklerinin dogru denklemlerinden yararlanarak bal numunelerinin
su ve metanol ekstraktlarinin her biri i¢in FRAP degeri pumol TE/100 g bal olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.12. Bal numunelerin su ekstraktlarinin FRAP degerlerinin belirlenmesi igin Troloks
kullanilarak hazirlanan standart calisma grafigi
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Sekil 4.13. Bal numunelerin metanol ekstraktlarinin FRAP degerlerinin belirlenmesi i¢in
Troloks kullanilarak hazirlanan standart ¢aligma grafigi

Sonuglar degerlendirildiginde elde edilen yiiksek degerler yiiksek Fe** indirgeme
kuvvetini gostermektedir. Bal numunelerinin %12’si durumunda su ekstraktlarinin
FRAP degeri yiiksek bulunmustur. Cigek ve orman giilii dahil diger biitiin ballarda
metanol ekstraktlarinin FRAP degerleri daha yiiksektir. FRAP degeri i¢in bulunan en
yilksek deger hem su (363.53 pumol TE/100 g bal) hem de metanol
(394.57 pmol TE/100 g bal) ekstraktlar1 durumunda ayni illere ait bal numunelerinde
gozlenmistir. Artvin ilinden temin edilen 20 ve 25 numarali numuneler basta olmak

tizere 11 ile kodlanan Diizce ilinden temin edilmis bal numunesi en yiiksek FRAP
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degerine sahiptir. Aynt durum en diisik FRAP degeri i¢inde gecerli olup 45 ile
kodlanan Zonguldak ilinden temin edilmis olan bal numunesi ile Ordu ilinden temin
edilen 14 ve 15 numaral1 ballarin hem su (87.15 umol TE/100 g bal) hem de metanol
(102.29 umol TE/100 g bal) ekstraktlarinin FRAP degerlerinin en diisiik oldugu
tespit edildi.

Calismada incelenen 50 adet kestane bali i¢in ortalama FRAP degeri su ekstraktlar
durumunda 228.2265 umol TE/100 g bal, metanol ekstraktlari durumunda ise
267.6192 umol TE/100 g bal olarak hesaplanmistir. Her iki durumda da hesaplanan
ortalama degerler karsilastirma amaciyla calisilan cicek
(189.3827/199.5485 umol TE/100 g bal) ve ormangiilii (199.5485/191.7287 pumol
TE/100 g bal) bal numuneleri i¢in hesaplanan degerden yiliksek bulunmustur. Benzer
durumlara literatiirde de rastlanmaktadir. Kiigiik ve ark., (2007)’nmin Trabzon ve
Erzincan’dan temin edilmis olan 3 farkl tiir (kestane, heterofloral ve orman giilii) bal
numunesi ile yaptiklari calismada en yiiksek FRAP degerini kestane bali numunesi
icin bulmuslardir. Bunun disinda baska bir ¢alismada farkli bir sonu¢ta mevcuttur.
Bertoncelj ve ark., (2007)’nin yaptiklar1 calismada aralarinda kestane bali da olmak
tizere Slovenya’dan elde edilen farkli tiir bal numunelerinin antioksidan aktviteleri
FRAP metoduna gore karsilastirildiginda en yiiksek deger koknar bali i¢in en diisiik
deger ise akasya bali i¢in hesaplanmistir. Ayrica bilinen standart antioksidan
maddelerle (BHA, AA, GA, PG, QT ve katesin) yapilan deneme sonucunda da bu
maddelerin hepsinin bal numunelerine oranla ¢ok yiiksek oranda demir indirgeme
giiciine sahip olduklar tespit edilmistir. 14 farkli anzer bali ile yapilan ¢alismada
numunelerin FRAP degerleri troloks esdegeri olarak 1.17-0.20 umol Troloks/g bal
araliginda bulunmus (Ulusoy, 2010) olup bu deger mevcut ¢aligmada incelenen

kestane ballar1 i¢in bulunan degerlerden oldukca diistiktiir.
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Cizelge 4.5. Bal o6rneklerinden elde edilen metanol ekstraktlarinin antioksidan ¢aligmalar ile
ilgili toplu bulgular

Yerlesim Toplam antioksidan DPPH'siipiirme aktivitesi FRAP
aktivite (mg AAE/g bal) SCso(g/mL) (nmol TE/100 g
bal)
Bartin 1 132.245 0.012 251.006
Bartin 2 119.720 0.012 255.167
Bartin 3 100.810 0.012 237.098
Bartin 4 71.586 0.010 275.119
Bartin 5 87.058 0.011 278.280
Bartin 6 152.628 0.001 295.964
Bartin 7 102.775 0.011 241.134
Diizce 8 81.164 0.008 322.494
Diizce 9 135.497 0.017 191.905
Diizce 10 120.855 0.012 262.063
Diizee 11 93.732 0.008 394.567
Diizce 12 122.055 0.012 246.909
Ordu 13 82.930 0.015 203.068
Ordu 14 83.410 0.020 153.138
Ordu 15 84.611 0.033 102.295
Ordu 16 151.579 0.029 183.748
Kastamonu 17 136.937 0.013 245.691
Kastamonu 18 80.530 0.019 284.549
Kastamonu 19 66.634 0.013 301.101
Artvin 20 33.360 0.011 392.046
Artvin 21 31.386 0.011 251.817
Artvin 22 78.760 0.020 169.614
Artvin 23 63.815 0.009 339.819
Artvin 24 112.317 0.010 380.023
Artvin 25 60.713 0.001 329.928
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Cizelge 4.5. Bal o6rneklerinden elde edilen metanol ekstraktlarinin antioksidan c¢aligmalart ile
ilgili toplu bulgular (devami)

Verlesim ivte (Mg ARSI ba) - SCa gLy (unelTEN00g
bal)

Artvin 26 122.469 0.001 254.424
Trabzon 33 124.443 0.015 233.883
Trabzon 34 173.217 0.012 299.029
Trabzon 35 132.627 0.013 312.528
Trabzon 36 127.589 0.012 311.941
Trabzon 37 92.284 0.017 244.982
Giresun 38 55.508 0.011 363.589
Giresun 39 99.639 0.011 364.470
Giresun 40 76.838 0.014 239.532
Giresun 41 119.703 0.016 217.681
Zonguldak 42 157.391 0.020 178.957
Zonguldak 43 94.809 0.013 244,787
Zonguldak 44 169.620 0.021 193.047
Zonguldak 45 112.552 0.032 117.718
Sinop 46 120.418 0.014 233.170
Sinop 47 117.190 0.013 327.602
Sinop 48 145.035 0.016 211.754
Sinop 49 103.669 0.011 276.290
Sinop 50 128.539 0.14 338.512
Sinop 51 131.077 0.012 396.234
Sinop 52 54.689 0.013 327.418
Rize 53 166.352 0.010 315.470
Rize 54 80.321 0.016 224.664
Rize 55 141.736 0.014 323.720
Kastamonu Orman Giilii 133.173 0.012 191.729
Kastamonu 27(¢igek balr) 54.509 0.013 199.549
Ticari Kestane Bali 155.430 0.012 267.965
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4.6.4 Bal Numunelerinin Hidroksil Radikali Tarafindan Olusturulan DNA

Hasarm Onleme Etkinlikleri

Yiiriitilen tez c¢alismasinda literatirde su ana kadar pek mevcut olmayan bir
calismada yapilmis ve bal numunelerinin hidroksil radikali tarafindan indiiklenen
DNA hasarmi 6nleyip 6nlemedikleri pBR322 plazmid DNA’sinin serbest radikal ile
indiiklenmis kiriklarinin onariminin in vitro olarak incelenmesiyle agaroz jel

elektroforezi teknigi ile incelenmistir.

Fenton reaksiyonu ile firetilen "OH’in saldiris1 ile siiper sarmal plazmit DNA
kirilarak siiper sarmal (SC), agik dairesel (OC) ve dogrusal form (Lineer) olmak
tizere li¢ forma doniistii. Hidroksil radikal kaynaklit DNA hasari iizerine, kestane

ballarinin etkileri sekil 4.14° de gosterildigi gibidir.

Bolgeye 6zgli olmayan sistemde EDTA demir iyonuyla bir kompleks olusturmakta
ve ¢ozeltide hidroksil radikalleri olusmaktadir. Olusan bu hidroksil radikalleri Sekil
4.14’de goriilebilecegi gibi sliper sarmal haldeki DNA (1. sira)’da hasar olusturarak
stiper sarmal DNA’nin daha yavas go¢ eden kirik ve lineer forma doniismesine sebep
olmustur (2. sira). Ayni ortama incelenen bal numuneleri ilave edildiginde ise bazi
bal numuneleri durumunda olusturulan bu hasarin giderilerek tekrar siiper sarmal

forma dontistim oldugu gézlenmistir.

Bal numuneleri arasinda en yliksek renk yogunluguna sahip bal 11 numaral Diizce
ilinden temin edilen bal olup bu balin toplam fenolik icerigi de digerleri arasinda en
yiiksektir. Ayrica ayn1 numune i¢in toplam antioksidan ve serbest radikal siipiirme
aktivitesi ile demir indirgeme giicliniin de yiiksek degerler arasinda bulundugu
saptanmistir. Bu bal numunesinin ayni zamanda hidroksil radikali tarafindan
indiiklenen DNA hasarini1 da onleyebildigi gozlenmistir. Ancak inceledigimiz bal
numuneleri arasinda en agik renkli bal olarak tanimladigimiz Ordu ilinden temin
edilen 16 numarali bal Orneginin toplam fenolik icerigi de oldukca disiik
bulunmustur. Buna ragmen sozii edilen bal numunesinin toplam antioksidan
aktivitesi en yiiksek deger olarak saptanmig ve buna ilaveten ayni 6rnegin DNA
hasarma karsida baskilayict oldugu saptanmistir. Boylece toplam antioksidan

aktivitenin sadece fenolik igerige bagli olmadigmmi baldaki diger bilesenlerinde
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antioksidan aktivite de etkin oldugunu sdyleyebiliriz. Zhou ve ark. (2012)’nin
yaptiklari ¢alismada da karabugday balinin benzer sekilde olusturulan DNA hasarini

Onleyebildigi ortaya konulmustur.

7 E8F ¥OB 10 T2y 14 15

9 10 11 "2 13 14 15

9 10 11 12 13 14 15

§ 9 10 @k 12 13 14 15

Sekil 4.14. Bal numunelerinin hidroksil radikali tarafindan olusturulan DNA hasarini 6nleme
etkinliklerinin incelenmesi i¢in elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiileri

(A-1:.DNA, 2:.DNA+EDTA+H,0,, 3: DNA+EDTA+H,0,+Troloks, 4-8: DNA+EDTA+
H,O,+ 1-5 Numaral1 Ballar, 9-12: 7-10 Numarali1 Ballar, 13: 12 Numaral1 Bal, 14-15: 14-15
Numarali Ballar; B-1:DNA, 2: DNA+EDTA+H,0, 3: DNA+EDTA+H,0,+Troloks, 4-6:
DNA+EDTA+H,0,+ 16-18 Numarali Ballar, 7-10: 20-23 Numarali Ballar, 11-12: 25-26
Numarali Ballar, 13-15: 33-35 Numaral1 Ballar; C-1:DNA, 2:DNA+EDTA+H,0,, 3:
DNA+EDTA+H,0,+ Troloks, 4-6: DNA+EDTA+H,0,+ 37-39 Numarali Ballar, 7: 41
Numarali Bal, 8-15: 43-50 Numaral1 Ballar; D-1:DNA, 2:DNA+EDTA+H,0,, 3:
DNA+EDTA+H,0,+Troloks, 4-15: DNA+EDTA+H,0,+6 (tekrar), 11, 13, 19, 24, 27, 36,
40, 42, 51, 53 Numarali Ballar ve Ormangiilii Bali; E-1:DNA, 2:DNA+EDTA+H,0,, 3:
DNA+EDTA+H,0,+Troloks, 4: DNA+EDTA+H,O,+ 6 Numarali Bal, 5:
18(tekrar)Numarali Bal, 6-9: 52-55 Numarali Ballar,10: Ticari Olarak Satin Alinan Bal.)
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Cizelge 4.6. Bal érneklerinden elde edilen su ekstraktlarinin antioksidan ¢aligmalari ile ilgili
toplu bulgular.

Yerlesim Toplam DPPH’ giderme FRAP DNA hasarmm
antioksidan aktivitesi (wmol TE/100 g bal) onleme etKisi
aktivite (SCso, g/mL)
(mg AAE/g bal)
Bartin 1 153.127 0.017 193.701
Bartin 2 148.096 0.015 193.493
Bartin 3 160.144 0.015 203.469
Bartin 4 145.353 0.011 222.590
Bartin 5 165.474 0.014 198.481
Bartin 6 163.416 0.011 256.336
Bartin 7 144.438 0.015 205.548
Diizce 8 134.378 0.010 293.809
Diizce 9 157.928 0.018 184.972
Diizce 10 153.584 0.013 230.392
Diizce 11 173.369 0.010 318.689 wxx
Diizce 12 153.708 0.015 203.835
Ordu 13 164.654 0.018 172.913
Ordu 14 152.078 0.031 147.670 faleal
Ordu 15 152.078 0.042 87.146 falekal
Ordu 16 193.765 0.032 175.567 falekal
Kastamonu 17 133.679 0.016 214.879
Kastamonu 18 147.187 0.018 247.491
Kastamonu 19 143.461 0.017 234.126
Artvin 20 122.035 0.010 363.527 falekal
Artvin 21 183.321 0.015 233.549 **
Artvin 22 134.187 0.029 150.856
Artvin 23 135.619 0.013 256.790
Artvin 24 93.163 0.012 305.259
Artvin 25 108.254 0.015 320.414
Artvin 26 153.746 0.015 216.667
Trabzon 33 77.1837 0.022 162.741
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Cizelge 4.6. Bal érneklerinden elde edilen su ekstraktlarinin antioksidan ¢aligmalari ile ilgili
toplu bulgular (devami)

Yerlesim Toplam DPPH’ giderme FRAP DNA
antioksidan aktivitesi (wmol TE/100 g bal) hasarim
aktivite (SCso, g/mL) onleme etkisi

(mg AAE/g bal)

Trabzon 35 126.568 0.018 254.543
Trabzon 36 126.025 0.012 281.185 Fxk
Trabzon 37 104.549 0.019 261.143
Giresun 38 134.724 0.015 236.392
Giresun 39 140.160 0.013 270.387
Giresun 40 105.909 0.012 223.172
Giresun 41 118.413 0.024 208.063
Zonguldak 42 132.821 0.020 167.143
Zonguldak 43 120.588 0.016 230.726
Zonguldak 44 125.619 0.040 177.801 falekel
Zonguldak 45 113.908 0.031 134.241 FrK
Sinop 46 93.593 0.015 266.925 **
Sinop 47 115.581 0.015 269.320 **
Sinop 48 133.028 0.012 220.761
Sinop 49 135.896 0.014 285.642
Sinop 50 106.021 0.014 227.879
Sinop 51 108.411 0.016 249.091 FrK
Sinop 52 133.745 0.014 234.242
Rize 53 84.512 0.013 226.970 folalel
Rize 54 112.295 0.015 256.873
Rize 55 97.646 0.012 284.552
Kastamonu 103.960 0.190 184.455 FrK
Orman Giili
Kastamonu 27 170.606 0.014 189.383 ook
(cigek balr)
Ticari Kestane Bali 102.697 0.020 212.155 falaed

*#%  DNA koruma aktivitesi belirgin bir sekilde gézlemlenen ballar.

**  DNA koruma aktivitesi belirgin hafif bir sekilde gozlemlenen ballar.
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5. SONUC ve ONERILER

Genellikle gidalardaki dogal antioksidanlarin etkileri {izerinde artan bir ilgi vardir
(Gasi¢ ve ark., 2014). Ballar son zamanlarda yiiksek derecede bilimsel ve terapdtik
ilgi géren dogal bilesikler siifinin bir tiyesidir (Habib ve ark., 2014b). Farkli bal
tirleri diger gida maddeleriyle karsilastirildiginda antioksidan aktivite testlerinde
Oonemli bir potansiyel gostermistir (Schramm ve ark., 2003). Antioksidanlar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diyabette dahil olmak {izere belirli
hastaliklarin 6nlenmesinde katki saglayarak, oksidadif hasara karsi hiicre savunma
sistemlerini  korur (Viuda-Martos ve ark., 2008). Gida antioksidanlarida,
metabolizmanin veya enflamatuar siireglerin yan tiriinii olarak in vivo olusan serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif hasar1 6nler (Gorelik ve
ark., 2008). Birgok arastirmaci balin, kalp hastaligi, kanser, bagisiklik sistemi
zayiflamasi, katarakt ve farkli enflamatuar siireclerin olugsma potansiyelini
diisiirmede etkili olan dogal bir antioksidan kaynagi olarak hizmet verdigini ortaya
koymustur (Bertoncelj ve ark ., 2007). Balin antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik
icerigi ve rengi arasinda giiclii bir korelasyon bulunmaktadir (Al ve ark., 2009;
Bertoncelj ve ark., 2007; Gheldof ve ark.,2002). Spektroskopik teknikler ile
kemometrik yontemlerin kombinasyonu bal numunelerinin antioksidan &zelliklerinin
standardizasyonu i¢in kullanilmigtir ve sonuglar bal antioksidanlarinin kesin
karakterizasyonu i¢in farkli antioksidan testleri ve denemeleri kullanmak gerektigini

gostermistir (Beretta ve ark.,2005; Zalibera ve ark., 2008).

Bu bilgiler 15181inda bu tez ¢alismasinda Karadeniz Bolgesi illerinden temin edilen
kestane ballarmin biyokimyasal 6zelliklerini incelemek amaciyla ilk olarak
antioksidan etkinlikleri gesitli metodlarla arastirilmistir. Bu amagla 49 farkli kestane
bali numunesi ve karsilagtirma yapmak amaciyla birer adet ¢igcek bali ve ormagiilii
balinin yani sira bir adet de ticari olarak satin alinan kestane bali incelenmistir. Tiim
bal numunelerinin su ve metanol ekstraktlarinin hazirlanip, renk yogunluklariin
belirlenmesinden sonra gallik asit esdegeri olarak toplam fenolik icerigi, askorbik
asit esdegeri olarak toplam antioksidan aktiviteleri, DPPH serbest radikalini
temizleme aktiviteleri, hidroksil radikali tarafindan olusturulan DNA hasarin1 6nleme
etkinlikleri, Fe**-Fe*? doniisiim metoduna gore indirgeme kapasitesi belirlendi. Son

olarak ise incelenen bu parametreler agisindan en zengin oldugu diisiiniilen 17 bal
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numunesinin fenolik bilesenlerinin ekstrakte edilmesinin ardindan bu ekstraktlar
flavonoid miktari agisindan da incelendi. Ayrica temin edilen numunelerin diastaz,

invertaz, katalaz aktiviteleri, prolin ve protein miktarlarinin da analizleri yapildi.

Literattire (Al ve ark., 2009; Gheldof ve ark., 2002) gore farkli ¢igek kaynaklarindan
elde edilen ballar indirgenme giiciinde ve DPPH radikal temizleme yetenegini
azaltmada anlamli farkliliklar gostermektedir, antioksidan aktivite ile toplam fenolik
igerik arasindaki yliksek pozitif korelasyon olmasi ise, fenolik bilesiklerin ballarin
koruyucu etkileri i¢in sorumlu oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica ballarin
radikal siipiiriicii etkisi ile ylksek fenolik igerigi daha koyu renkli ballarda en
yiiksektir (Brudzynski ve Miotto,2011). Ayn1 zamanda daha koyu renkli ballarin
antioksidan kapasitesitelerinin ve fenolik bilesik igeriklerinin en yiiksek olmasi da
beklenir (McKibben ve Engeseth, 2002). Bu nedenle, fenolik bilesikler ballarin
antioksidan etkileri i¢in kismen sorumlu olmalidir, ancak diger faktorler de goz ardi
edilmemelidir (Vela ve ark., 2007). Koyu renkli ballarda bol miktarda bulunan
fenolik bilesiklerin, askorbik asit ya da E vitaminine gére daha giiclii antioksidan

aktivite gosterdigi bilinmektedir (Sarikaya, 2009).

Calismada incelenen kestane bali numunelerinin literatiirle uyumlu olacak sekilde

etkin diizeyde antioksidan aktivite icerdigi tespit edilmistir.

Bu calismanin diger bir kisminda ise incelenen bal numunelerinin tazeligini,
olgunlugunu ve taklitten uzak oldugunu gosterebilecek parametrelerin incelenmesi
hedeflenmistir. Bu nedenle diastaz ve invertaz aktiviteleri belirlenmis olup elde
edilen degerlerin izin verilen yasal sinirlara uygunluk gosterdigi ortaya konulmustur.
Ote yandan protein degerinin yiiksek olmasi balin besleyici 6zelligini 6n plana
cikarirken prolin degerlerinin belirtilen alt smirdan yukarida olmasida bal

numunelerinin taklit ve tagsise maruz kalmadiginin gostergesidir.

Hidrojen peroksit baldaki glikoz oksit veya onun fraksiyonlar: tarafindan tiretilirken
ortamdaki katalaz enzimi hidrojen peroksiti parcalamaktadir. Bdylece hidrojen
peroksitten kaynaklanan antibakteriyel etkinin azalmasina neden olmaktadir (Snow
ve Manley-Harris, 2004). Mevcut ¢alismada katalaz aktivitesi degerlerinin oldukca
yiiksek bulunmasi numunelerimizin antibakteriyel aktivite acgisindan da zengin

oldugunu diisiindiirmiistiir. Bu nedenle ¢alismanin bundan sonraki agamalarinda bu
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bal numunelerinin antimikrobiyal etkinlikleri de incelenecektir. Ayrica sozii gegen
bu antioksidan etkinliklerden sorumlu oldugu diisiiniilen fenolik ve flavonoid

bilesenlerde HPLC teknigi ile analiz edilecektir.
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