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Yiiksek Lisans Tezi

OZET
MUGLA ILI FLORASINA AiT PUREN BALININ KARAKTERIZASYONU
Hilal Ebru CAKIR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Ensititiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2016, 78 Sayfa

Bal antik ¢aglardan beri yiyecek olarak kullanildigi gibi medikal amagh olarak da
kullanilmakta olan essiz ve mucizevi bir besin maddesidir. Tiirkiye benzersiz bitki
cesitliligine sahip olmasi nedeniyle bal iiretim potansiyeli agisindan essiz bir degere
sahiptir. Balin insan sagligi i¢in apiterapik degeri Anadolu’da 4000 bin yi1l dncesinden
biliniyordu. Giinlimiizde de balin hala iyi bir sifa kaynagi oldugu, fakat ¢esitli nedenlerden
dolay1 bazi ballarin daha ¢ok tercih edildigi goriilmektedir. Yapilan bilimsel aragtirmalar
koyu renkli ballarin antioksidan aktiviteler yoniinden acik renkli ¢igcek ballarindan daha
degerli oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Pliren balinin antioksidan ve gesitli biyolojik aktif
ozellikleri orta Avrupa iilkelerinde 1yi bilinmesine ragmen, iilkemiz florasina ait piiren
(Erica spp. veya Calluna spp.) ballar1 hakkinda bilimsel ¢alismalar yetersizdir. Amag
Tiirkiye florasina ait piiren ballarmin  kimyasal karakterizasyonu ile biyoaktif
potansiyellerini ortaya c¢ikarmaktir. 2014-2015 yillarina ait Mugla yoresinden toplanan
monofloral piiren ballarinin fiziksel (nem, Briks®, renk, optik rotasyon, iletkenlik, pH),
kimyasal (seker igerigi, prolin, diastaz, HMF) ve biyoaktif 6zellikleri (toplam fenolik,
toplam flavanoid, toplam tanen miktarlar1 ile antiradikal, antioksidan kapasite ile

antibakteriyel aktiviteleri) incelendi.

Anahtar Kelimeler: Piiren, Bal, Biyoaktiflik, Fenolik Icerik, Apiterapi.
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SUMMARY
CHARACTERIZATION OF HEATHER HONEYS IN MUGLA FLORAS

Hilal Ebru CAKIR

Karadeniz Technical University
The Graduate of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2016, 78 Page

Honey is a unique and miraculous nutrient used both for medical purposes and as
food since ancient times. Turkey has a unique value in terms of honey production potential
due to its incomparable plant diversity. Apitherapy value of honey for human health were
known 4000 years ago in Anatolia. Today also, honey is still a good source of healing, but
Is seen as more preferable for several reasons some honey. Scientific research has revealed
that dark colored honey is more valuable than light colored floral honey. Although
antioxidants and various biologically active properties of heater honey (Erica spp. or
Calluna spp.) well known in central European countries, scientific studies are insufficient
in our country. The aim of this thesis find out chemical characterization and bioactive
potential of heater honey in Turkey. Collected from the Mugla region monofloral of heater
honey physical parameters (humidity, Brix®, color, optical rotation, conductivity, pH);
chemical parameters (sugar content, proline, diastase, HMF) and bioactive properties (total
phenolic, total flavonoids, total tannins, antiradical, antioxidant capacity antibacterial
activity) were studied.

Keywords: Heather, Honey, Bioactivity, Phenolic Content, Apitherapy.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Eskiden beri insanoglu hastaliklarin tedavisinde ari1 iirlinlerinden yararlanmistir. Ari
iriinleriyle (bal, polen, propolis, ar1 siitli, ar1 zehri, bal mumu, ar1 ekmegi) yapilan tim
tedavi sekillerine apiterapi denir. Apiterapik tiriinlerin biyolojik potansiyelleri toplandiklari
bolgenin cografik ve floral 6zelliklerine bagli olarak degisim gosterir (Kaskoniene, 2010).
Tiirkiye bulundugu ii¢ farkli fitocografik konumundan dolay1 diinyanin floral zenginlik
acisindan onde gelen bolgelerinden biri olup, lilkemiz aricilik potansiyeli ve bal iiretimi
bakimindan diinyada 6n siralarda gelmektedir. Zengin bitki ¢esitliligi ile birlikte Tiirkiye
zengin bal nektar1 bulunduran bitkiler florasina sahiptir. Ayrica yilin iic mevsimi bal
iiretimine uygun iklim yapisindan dolayr Tiirkiye’de bal ¢esitliligi ve verimi yiiksektir.
Ancak Tirkiye gerek apiterapik, gerekse lirlinlerin tanitim: yoniinden o6n planda yer
alamamakta ve diinyadaki taninirligi bakimindan hak ettigi yeri elde edememektedir.

Bal hem ¢ok iyi bir besin kaynagi hem de ¢ok iyi bir apiterapik ajandir. Son 10-15
yildir Tiirkiye de aricilik faaliyetlerine paralel olarak ari iirlinlerine olan ilgi de artmistir.
Ozellikle apiterapik potansiyeli yiiksek ballar her gecen giin arastirilip literatiire ilave
edilmektedir.  Apiterapik  amacli  kullanilacak ~ ballarin ~ bilesimlerinin ~ ve
standardizasyonlarinin iy1 bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle diinyada monofloral olarak
tiretilen ballara verilen dnemde artmaktadir. Balin biyoaktif 6zelligi yapisinda bulunan
fenolik bilesenlerin tiirline ve kantitesine bagli olarak degismektedir. Yiiksek fenolik
igerikli ballar tibbi agidan daha degerli ballar smifinda kategorize edilirler. Tiirkiye’de
monofloral olarak iiretilen ve fenolik igerigi yliksek ballardan kestane, cam, mese, ardi¢
bal1 gibi 6zellikle orman ballar1 bulunmaktadir. Bu ballar fenolik i¢erik bakimindan zengin
ve koyu renkli ballardir. Piiren bali da koyu renkli bir bal olup orman alt1 bir ¢alilik olan
piiren (Calluna spp. ve Erica spp.) ¢igeklerinden iiretilmektedir.

Tiirkiye’de piiren daha ¢ok kiyt bolgelerde ve monofloral olarak daha ¢ok Ege
bolgesi kiyilarinda eyliil-kasim aylarinda cam balindan sonra sagilmaktadir. Literatiirde
ozellikle Avrupa’da ¢ok iyi bir yere sahip olan piiren balinin 6zellikle Avrupa’da ¢ok
tercih edilmesi, kaliteli bir bal tiirii olmasi, Tirkiye florasindaki bu tiiriin yeterince
calisilmamis olmasi, bilimsel anlamdaki bu boslugun Tiirkiye acisindan kismen de olsa

doldurulmas1 amaciyla Tiirkiye florasina ait olan bu balin karakterizasyonu hedeflenmistir.



Ancak piiren bali iilkemizde ne bilimsel ¢evrelerce ne de halk arasinda ¢ok fazla
bilinmemektedir.

Yapilan bu tez ile, Tiirkiye florasina ait monofloral piiren ballarinin fiziksel,
kimyasal, biyokimyasal, biyoaktif ve antimikrobiyal ozellikleri ortaya g¢ikarilmis olup
literatiirde ki bosluk doldurulmaya galisilmistir. Yapilacak c¢aligmalar sonucunda elde
edilecek veriler 1s18inda, hem fireticilere hem de iilke ekonomisine katkida bulunmasi
hedeflenmektedir. Ayrica Avrupa’da ¢ok degerli bulunan bu balin ihracat1 noktasinda yeni
gelismeleri tesvik edecegi inancindayiz. Elde edilecek veriler Tiirk Gida Kodeksine ait
piren ballarinin standardizasyonuna da katki saglayacak ve bolgede ariciliginin

gelismesinin de yolunu da acacaktir.

1.2. Bal

Bal, arilar (Apis mellifera) tarafindan ¢igek ve agag salgilarindan toplanan, insanoglu
tarafindan hem sifa kaynagi olarak kullanilan, hem de ge¢misten giliniimiize kadar gelen bir
besin kaynagidir (Aparna vd., 1999; Kaskoniene vd., 2010). Tiirk Gida Kodeksi’nin (TGK)
2012/58 sayili Bal Tebligi’'ne gore bal: Bitki nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin
salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar1 iizerinde yasayan bitki emici bdceklerin
salgilarinin bal aris1 tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii maddelerle birlestirerek
degisiklige ugrattigi, su icerigini diisiirdiigli ve petekte depolayarak olgunlastirdigi dogal
tiriinii ifade eder. Bal orjinine gore; cigek ballari (bitki nektarlarindan elde edilir) ve salgi
ballar1 (bitkilerin canli kisimlarinin salgilarindan veya bitkilerin canli kisimlari {izerinde
yasayan bitki emici boceklerin -Hemiptera- salgilarindan elde edilir) olarak ikiye ayrilir
(TGK, 2012).

Balin bilesiminin bulundugu floraya, cevre kosullarina, koloninin durumuna ve
iklim sartlarina gore degisiklik gosterdigi ve balin kalitesinin kimyasal bilesimine ve floral
orjinine bagl olarak degistigi ifade edilmektedir (Anklam, 1998; White, 1979). Ayrica
yapilan arastirmalarda (Alvarez-Suarez vd., 2010) balin beslenme ve saglik tizerine olumlu
pek cok etkilerinin oldugu da ifade edilmistir. Bal, ana bilesen olarak karbohidrat ve suyun
yaninda organik asitler, aminoasitler, proteinler, ugucu bilesenler, enzimler ve fenolik
bilesenler de icermektedir. Balin bilesimi c¢esitlilik gostermekle birlikte tipik bir bal
ortalama olarak % 65-75 seker, % 16-20 su, % 0,18 kiil, %0.5-1.5 polifenol ve protein gibi

bilesenlerin yani sira koruyucu olarak a-tokoferol, askorbik asit, flavonoidler ve diger



fenolikler, glukoz oksidaz, katalaz ve peroksidaz gibi enzimleri de icermektedir (White,
1979). Bunlarin disinda da bilesiminde yaklasik olarak 200 bilesik bulunan balin sifa
kaynagi olarak 6nemi ve kullanimi son yillarda artmaya devam etmektedir. Bu zengin ve
kompleks bilesimi sayesinde bal, alternatif tip uygulamalarinin basinda yer almaktadir.
Balin esas kalitesini belirleyen faktdr balin biyolojik degeri olup bundan sorumlu
bilesikler, balin yapisinda % 1-2 oraninda bulunabilen ve tamamen dogadan gelen,
sekonder metabolit ajan olarak da adlandirilan yiizlerce polifenolik bilesik, vitamin, enzim
ve mineral onun antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar, anti-tiimoral
ozelliklerinden sorumludur (Russel, 1983; Bogdanov, 1984; Cook ve Samman, 1996).

Tiirkiye’de ¢ok degisik tiirden bal iiretilmesine ragmen koyu renkli ballar arasinda
en yaygin olarak bilinenler kestane bali basta olmak iizere mese ve ardig ballaridir.
Ozellikle kestane bali halk tarafindan tercih edilmesiyle literatiire konu olmasiyla da 6ne
c¢ikan ballardandir. Fakat Tiirkiye’de iiretilen ve koyu renkli bir bal tiirii olan piiren balinin
degeri gerek halk arasinda ve gerekse bilimsel ¢evrelerce ¢ok fazla bilinmemektedir.
Ozellikle Avrupa’da literatiire pek ¢ok olumlu ydniiyle konu olan bu balin Tiirkiye florasi
acisindan biyoaktif 6zellikleri su ana kadar heniiz aydinlatilamamustir.

Piiren (heather, siipiirge calis1) bali diinyada genellikle Ericaceae familyasina ait
tiirler i¢in kullanilan ortak bir isim olup bazi iilkelerde Calluna, baz iilkelerde ise Erica
tiirlerinden elde elden ballarin ortak ismi olarak ifade edilmektedir. Ulkemizde Akdeniz,
Ege, Trakya ve Karadeniz bolgelerinde dogal yayilis gosteren pilirenin ilkbahar ve
sonbaharda ¢igeklenen tiirleri mevcuttur. Tiirkiye’de Ozellikle sonbahar yagislari
sonrasinda agan piiren ¢igekleri pembe ve mor renkli olup arilar i¢in zengin nektar ve
polen kaynagidir. Piiren bali kendine has aromali, koyu renkli, hafif acimtirak, yanik seker
kokusu ve tadinda, kivamli ve liretiminin yapildig1 yorelerde dahi ¢ok fazla bilinmeyen bir
bal tiiriidiir. Piiren (heather) bali Portekizde Erica tiirlerinden, Ispanya ve Fransa’da hem
Calluna hemde Erica tiirlerinden, Yeni Zelanda’da Calluna tiirlerinden turetilmektedir
(Ferreres,1996b). Diinyada Yeni Zelanda, Fransa, Ispanya, Portekiz gibi pek ¢ok iilkede,
cok sayida farkli aragtirmaya konu olmus bu bal tiiriinde, Tiirkiye florasina ait olarak

yeterli bilgiye rastlanamamugtir.



1.3. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Polifenoller

Serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran, kisa 6miirlii,
reaktif molekiillerdir. Bu tip molekiiller, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukg¢a
reaktiftirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Serbest radikallerin en 6nemlileri reaktif
oksijen tiirleri (ROT) dir. Reaktif oksijen tiirleri DNA, lipit, protein, ¢coklu doymamis yag
asitleri ve karbohidratlar gibi bir¢ok Onemli biyomolekiiliin hasarindan sorumludur.
Oksidasyon, bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron vermesi ile meydana gelen
yiikseltgenme basamagidir. Bu durum oksidatif stres olarak ifade edilir. Reaktif tiirlerin
zararli etkilerinin temel sebebi radikal olmalari, radikal olusumuna sebep olabilmeleri veya
yiikseltgenme potansiyellerinin daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Serbest
radikallerin baglica sigara, alkol ve lipit metabolizmas1 {iriinleri, viriisler, glines 1sinlari, X
1sinlar1 ve kozmik 1sinlar, sanayi atiklari, otomobil egzoz gazlari, ozon, agir metaller, kirli
su ve havadan da olusabildigi bilinmektedir (Akkus, 1995; Onat vd., 2002; Sies, 1991).
Serbest radikaller ti¢ temel yolla olusur (Akkus, 1995; Onat vd., 2002):

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi ile:
Xo oY —> Xo +Ye
2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi ile: Askorbik asit ve tokoferol gibi

hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken,

kendilerinin radikal formu olusur.

3. Normal Bir Molekiile Tek Bir Elektron Transferi Ile:

O2+e — 02

En sik karsilasilan serbest radikaller ve bazi 6zellikleri Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1. En sik karsilasilan serbest radikaller ve baz1 6zellikleri

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin

Adi Simgesi Kimligi

Hidrojen radikali H* Bilinen en basit radikal.

Siiperoksit radikali 02" Oksijen metabolizmasinin ilk ana {iriini.

Hidroksil radikali OH’ En toksik oksijen metaboliti radikali.

Hidrojen peroksit H20: Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi
zayif.

Singlet oksijen 02 Yarilanma omrii kisa, giiclii oksidatif form.

Perhidroksi radikali HO;" Lipidlerde hizli cozlinerek lipid
peroksidasyonunu artirir.

Peroksil radikali RCOO™  Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olur.

Triklorometil radikali CCls’ CCls metabolizmast iirtinii, karacigerde tretilir.

Tiyil radikali RS’ Stlfiirlii ve giftlenmemis elektron igeren tiirlerdir.

Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen
metaboliti.

Nitrik oksit NO’ L-argininden in vivo tretilir.

Peroksinitrit NO; NO’in oksijen ile reaksiyonundan iretilir.

Oksidatif stresin ROT’larin neden oldugu hiicre hasarlari sonucu bir ¢ok hastaliga
neden oldugu disiiniilmektedir. Yapilan pek ¢ok calismada ateroskleroz (Halliwell ve
Gutteridge, 1990), yaslanma (Hipkiss, 2007), diabetes mellitus (Akkus, 1995), Alzheimer
hastalig1; Parkinson hastali§i (Dauer ve Przedborski, 2003; Mosley vd., 2006), sigara
kullanimi (Zalata vd., 2007; Kosecik vd., 2005) ve hava kirliliginin (Tao vd., 2003) neden
oldugu rahatsizliklar gibi akciger hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, felg, hipertansiyon,
romatoit artrit ve multiple sklerosis gibi otoimmiin hastaliklar, alerji; astim, septik sok,
inflamasyon gibi klinik durumlara serbest oksijen radikallerinin katildig1 belirtilmistir.

Antioksidanlar, radikallerin etkisiyle meydana gelen oksidasyonu yavaslatan veya
durduran ya da olusmasini engelleyen her tiirli molekiile denilmektedir (Young ve
Woodside, 2001). Viicudumuzda kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerden bazilari

kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri notralize ederken bu sirada serbest radikal



haline gelmemektedirler (Prior ve Cao, 2000). Antimutajenik, antikarsinojenik, antiaging
gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonun bu antioksidanlardan kaynaklandigi bilinmektedir (Cook
ve Samman, 1996). Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli
faktorler, onlarin kimyasal yapilarn, c¢oziinirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal
kaynaklardan elde edilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001). Antioksidanlar dogal
antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilir. Dogal
antioksidanlar da genel olarak bakildiginda endojen ve eksojen antioksidanlar olarak iki

sinifa ayrilir. Dogal antioksidanlar Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Dogal antioksidanlarin siniflandirilmasi

Endojen Antioksidanlar Eksojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan

Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz Glutatyon (GSH) Askorbik Asit (C Vitamini)
Katalaz Urik Asit Tokoferoller (E vitamini)
Glutatyon Peroksidaz a-Lipoik Asit Karotenoidler (p-Karoten)
Glutatyon Rediiktaz Laktoferrin Polifenoller
Glutatyon-S-Transferazlar Ferritin Folik Asit

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz  Bilirubin

Melatonin

Endojen (organizma tarafindan sentezlenen) antioksidanlar kendi aralarinda
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiyi ayrilirlar (Thomas, 1995;
Blombhoft, 2005; Jerry vd., 2000). Enzimatik olan antioksidanlarin en bilinenleri siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve hidroperoksidaz olup enzimatik olmayan
antioksidanlar ise indirgenmis glutatyon (GSH), bilirubin, ferritin, albumin, seruloplazmin,
melatonin, sistein, metiyonin, laktoferrin, transferrin, haptoglobiilin ve {rik asit ile en
bilinenleridir. Eksojen (disaridan besinlerle alinan) antioksidan ise daha ¢ok bitkiler
tarafindan sentezlenen ¢esitli vitamin (a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit, folik asit) ve
fenolik maddeler olup disaridan organizmaya almip etkinlik gostermektedirler (Saral,
2013; Sahin, 2014).

Birden fazla hidroksil kokii iceren fenolik maddelere ise polifenoller denir.

Polifenoller Tablo 3’te o6zetlenmistir. Ozetle bilinen tim fenolik bilesikler, basit



fenollerdeki benzen halkasina farkli radikal gruplarin baglanmasi ile olusmuslardir (Hallag,
2009; Karagali, 2002). Polifenoller; bitki diinyasinin biiylik bir kisminda mevcut olan,
fitokimyasallarin en genis kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli
olan bilesiklerdir. Bitki polifenolleri multifonksiyonel bilesikler olup indirgeme araci,
hidrojen atom-donor antioksidanlar ve singlet oksijen sondiiriicii olarak, bazilar1 metal
iyonu selatlama sahip antioksidanlar olarak davranirlar (Rice-Evans, 1996).

Besin fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir. Fenolik
asit grubunun tiye basliklari, hidroksisinamik asit tiirevleri (Ce-C3), hidroksibenzoik asit
tirevleri (Ce-C1)’dir. Fenolik asitlerin ¢ogunu hidroksi sinnamik asitler olusturur (Cadenas
ve Packer, 2002).

Tablo 3’te bu basliklar siniflandirilmastir.

Tablo 3. Polifenollerin simiflandirilmasi

Polifenoller
Flavonoid olmayan Flavonoidler Fenolik Asitler
Hidrolizlenebilir Tanenler Flavonoller Hidroksisinammik asit tiirevleri
Kondanse Tanenler Flavonlar Hidroksibenzoik asit tiirevleri
Izoflavonlar
Flavononlar

Antosiyaninler

Flavanoller

Flavanoidler, bitkilerin dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir. Bu
bilesikler bitkinin biiylime ve gelismesini etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine kars:
savunma sisteminin de bir pargasini olustururlar ve bitki pigmentleri olarak bilinirler.
Flavonoidlerin farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan, antifungal, anti-inflamatuar,
antialerjik, antikanserojen ozelliklerinin oldugu da bilinmektedir (Hallag, 2009; Havsteen,

2002).



Gallotannin

Sekil 1.Kondanse ve hidrolizlenebilir tanenler, flavonoidler, hidroksisinamik asit,
hidroksibenzoik asit genel yapilari

Polifenollerde bilesigin yapist ile antioksidan kapasitesi iligkilidir, fenolik
bilesiklerde —OH grubu sayisi, flavonoidlerde B halkasinin 5-OH, 3-OH ve 4-OH gruplari
olmasi antioksidan aktivite lizerinde etkilidir (Cotelle vd., 1996; Cimen, 1999). Tanenler

ise ¢ok sayida hidroksil grubu ve fonksiyonel grup icermektedir.

1.4. Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizma tarafindan {retilen veya sentetik olarak elde edilen ve
mikroorganizmalar1 6ldiiren veya gelismesini baskilayan, gidalarda istenmeyen ancak
herhangi bir nedenle bulunma olasilig1 olan bakteri, kiif, maya, patojen veya patojen
olmayan her tiirlii mikroorganizmay1 ortamdan yok etmek, cogalma veya faaliyetlerini
onlemek icin gidalara katilan her tiirlii kimyasal maddeye antimikrobiyal madde denir
(BSTS, 1999). Organizmalar1 dldiiren maddeler sidal maddeler olarak isimlendirilir ve
aldigr 6n ek Oldiiriilen organizmanin tipini igaret etmektedir. Dolayisiyla bakteriler,
funguslar ve virlisleri dldiiren maddeler sirasiyla bakteriyosidal, fungusidal ve virisidal
maddeler olarak isimlendirilir. Organizmay1 6ldiirmeyen, buna karsilik sadece iiremesini

engelleyen maddeler statik maddeler olarak isimlendirilir ve bunlar bakteriyostatik,



fungistatik ve viristatik maddeler olarak isimlendirilirler (Madigan ve Martinko, 2010).
Antibakteriyel duyarlilik testlerinde "difiizyon" (DDM; disk diflizyon yontemi) ve
"diliisyon" (MIK; minimum inhibisyon konsantrasyonu) olmak iizere baslica iki metod
kullanilir.

Antimikrobiyal aktivite belirleme galismalarinda kullanilan en yaygin ¢alisma disk
difiizyon yontemidir. Bu yontemde, test edilen mikroorganizma ile inokule edilmis kati
besiyeri tizerinde yer alan disk ya da olusturulan havuzcuk veya kuyucuga antimikrobiyal
madde eklenir. Besiyeri igerisinde antimikrobiyal maddenin olusturdugu aktiviteye bagh
olarak olusan inhibisyon zon c¢aplar1 Olciilerek ekstraktin antimikrobiyal etkisi
belirlenmektedir. Bu yontem rutin bir sekilde patojenlerde antibiyotik hassasiyetini test
etmek i¢in kullanilmaktadir (Sahin, 2006; Madigan ve Martinko, 2010).

Farkli konsantrasyonlarda test edilen antimikrobiyal maddelerin, mikrobiyal gelisimi
tamamen yok ettigi veya engelledigi en diisiik derisim minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) olarak tanimlanmaktadir. MIK belirlemek igin s1v1 besiyerlerinde
veya kat1 besiyerlerinde antimikrobiyal etkiye sahip olan bilesiklerin seyreltik olarak belirli
oranlarda eklenmesiyle hazirlanan besi ortamlar1 kullanilmaktadir. Bir antimikrobiyal
madde icin MIK degeri mikroorganizma, inkiibasyon sicaklig1 ve inokulum miktar1 gibi

analiz kosullaria bagli olarak degisebilmektedir (Sahin, 2006).

1.5. Kromatografi ve HPLC

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit faz digeri hareketli faz
olmak Tlzere birbirleriyle karismayan iki fazli sistemde ayrilmasi, taninmasi ve
saflastirilmast yontemlerinin genel adidir. Bu bilesenlerden sabit faz bir kolon igersine
doldurulmus veya diiz bir zemin lizerine yayilmis herhangi bir kat1 veya kati iizerine
emdirilmis bir s1v1, hareketli faz ise sivi, gaz veya siiperkritik bir akigkan olabilir (Ulusoy,
2010). Sivi kromatografisi hareketli fazin sivi, sabit fazin ise sivi veya kati oldugu
kromatografi ¢esididir. Hareketli faz sabit fazin i¢inden gectik¢e ¢oziinmiis molekiiller iki
faz arasinda dagilir ve sabit faza daha az ilgisi olan ¢dzlinmiis yapilar daha ¢ok ilgisi
olanlara oranla hareketli fazda uzun siire kalirlar. Stv1 kromatografisinde sabit faz kiiciik
capl partikiillerden olustugunda ise yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) olarak

adlandirilir.
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HPLC (yliksek basingli-performansh sivi kromatografisi); sivi kromatografisinin en
yaygin olarak kullanilan seklidir. HPLC; bir sivida ¢oziinmiis olan bilesenlerin
birbirlerinden ayrilmalar igin, yiiksek basing altinda, hareketli faz ile siiriiklenirken bir
kolon igerisinde bulunan genellikle kati bir destek iizerindeki sabit faz ile farklh
etkilesimlere girerek ve kolon i¢inde degisik hizlarla ilerleyerek kolonu degisik zamanlarda
terk etmeleri esasina dayanir. Burada hareketli (tasiyic1) faz olan sivi, pompa yardimiyla
kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma siiresi kisadir ve tam
olarak gerceklesmektedir. Ayrilan bilesikler, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle
tespit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir. Uygun hareketli faz gradient programi
gelistirildiginde, ayirma kisa siirede ve tam olarak gerceklestirilerek, zamandan ve
kimyasal maddelerden tasarruf edilebilmektedir (Akyiiz, 2007). HPLC’deki baslica ayirim
mekanizmalar; iyon degistirici, partisyon (normal veya ters faz), adsorbsiyon, afinite ve
eleme prensiplerine dayalidir. Amino asitler, fenolik bilesikler, proteinler, karbonhidratlar,
lipitler, niikleik asitler ve iliskili bilesikler, vitaminler, hormonlar, metabolitler, antibiyotik
ve bazi ilaglarin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

HPLC sisteminde izokratik ve gradient olmak iizere iki ¢esit eliisyon uygulanabilir.
Izokratik eliisyon, hareketli faz igeriginin veya oraminin analiz siiresince degismedigi
eliisyon tipidir. Tek pompa ve tek ¢ozgenin kullanildig1 eliisyondur. Cozgen tek bilesen
icerebilecegi gibi ¢oklu bilesenlerden olusan homojen bir karisim da olabilir. Cok sayida
pikin ayiriminin s6z konusu oldugu calismalarda genellikle yetersiz kaldigindan, bu tiir
caligmalarda gradient eliisyon tercih edilir. Gradient eliisyon, hareketli faz igeriginin veya
oraninin analiz siiresince degistigi eliisyon tipidir. En fazla dort farkli hareketli faz
kullanilabilir (Tekeli, 2012).

Kolon i¢ yapisi, porlu bir yapida olup madde gegisini zorlastirict bir yapiya sahiptir.
Kolondan gecen maddeler kolon dolgu materyalinin 6zelligine bagli olarak tutulma ve
alitkonmalara maruz kalarak istenilen ayirma gergeklestirilmis olur (Kafali, 2008). Farkli
boyutlardan kolonlar kullanilabilmesine ragmen, giiniimiizde 100-250 mm boyunda, 3-5
mm i¢ ¢apli 5 um sabit faz materyaliyle paketlenmis kolonlar makul bir analiz siiresinde
yeterli ayirimi saglamaktadir (Akyiiz, 2011).

HPLC sisteminde, hareketli ve sabit fazi1 olusturan maddelerin polarliklar1 farkli
olmalidir. Cogu HPLC yonteminde ayirmalar dagilma tiplerine gore calisir. Dagilma
kromatografisi hareketli ve sabit fazin bagil polarligina dayali olarak iki temel forma ayrilir

(Skoog, 1998). Normal faz (NP) kolonunda dolgu materyali polardir ve onla etkilesen
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polar drneklerin alikonma stireleri, daha az polar olan 6rneklere oranla daha fazladir. Bu
nedenle O0rnek bilesenlerinden daha polar olanlar, kolondan daha ge¢ c¢ikarlar ve ayirma
gerceklesir. Ters faz (RP) kolonunda ise sabit faz yiizeyinin apolar ve hareketli faz tiirleri
olarak metanol, su-asetonitril karigimi gibi polar sivilar kullanildigi sivi kromatografik
teknik olarak adlandirilir. En polar analitler ilk elue edilirler ve analitin tutunmasi hareketli
fazin hidrofobikligi arttikca azalir. Yaklagik olarak HPLC analizlerinin ylizde sekseni RP
tipinde gerceklestirilir. Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilirler. Silika jelde
modifiye olan oktil (C8) ve oktadesil (C18) en yaygin kullanilan fazlardir (Akyiiz, 2007).

Sabit faz, partikiil bliylikliigii, kolon uzunlugu, hareketli faz bilesimi, kolon sicakligi,
akis hiz1 gibi faktorler bilesenlerin birbirinden ayrilmasinda etkin rol oynarlar. Kullanilan
dedektoriin - performansi; hassasiyet (LOD; limit of detection, LOQ; limit of
quantification), segicilik, lineerlik, kalitatif bilgi, giivenilirlik gibi hesaplanabilir degerlere
gore degerlendirilir (Burnaz, 2013).

1.6. Literatiir Ozeti

Piiren bali koyu renkli bir bal olup balin renginin yapisinda bulunan cesitli
polifenolik ajanlardan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Castro-Vazquez vd., (2012)’ye
gore monofloral ballarin ugucu bilesen ve duyusal analizlerle tanimlanmasina dayali olan
calismada piiren ballar1 oldukga yliksek fenolik bilesen ve benzen igerigiyle beraber,
odunsu, baharatli, olgun meyve, re¢inemsi aromasiyla karakterize edilmistir.

Giinlimiizde piiren balinin hos aroma ve tadi nedeniyle en lezzetli ve yiiksek kaliteli
ballardan biri olarak kabul edildigi (Castro-Vazquez vd., 2012) belirtilmektedir. Ayrica bu
balin duyusal ve kimyasal analiz acisindan nadir olarak calisildigi da ifade edilmektedir.
Piiren balinin kalitesini degerlendirmek ve kiiresel kalitesini korumak icin depolama
sartlarin tespit etmenin en 1yi yolunun duyusal ve analitik 6zelliklerin incelenmesi oldugu
da Castro-Vazquez vd., (2012)’de ifade etmektedir. Yaptiklari ¢alismada depolama
sicakligmin balin karakterine olan etkisini incelemisler ve sonug olarak 10 °C sicakliginda
muhafaza edilen drneklerin orjinalligini korudugunu tespit etmislerdir.

Balin bilesimi {iretildigi floraya, ¢evre kosullarina, koloninin durumuna ve iklim
sartlarina gore degisiklik gostermektedir  (Anklam, 1998; White, 1979). Yapilan

caligmalarda piiren balinin yiiksek fenolik madde icerdigi ve antioksidan kapasitesinin



12

yiikksek oldugu bildirilmektedir (Castro-Vazquez vd., 2009; Alves vd., 2013; Jasicka-
Misiak vd., 2012).

Ulkemiz florasina ait piiren ballar1 iizerine detayli ¢alisma bulunmazken literatiirde
daha cok Balkanlar, Italya, Ispanya, Portekiz, Slovenya gibi iilkelerde piiren ballarinin
yiiksek polifenolik madde miktar1 ve ona bagl yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu
bildirilmektedir (Jasicka-Misiak vd., 2012; Alves vd., 2013).

Balin dogal antioksidan 6zelligi ve biyolojik aktivitesi, icerisinde yiiksek oranda
bulunan fenolik asitler ve flavonoidlerden kaynaklanmaktadir (Pyrzynska vd.,2009).
Flavonoidler; antosiyaninler, antosiyanitler, flavonoller, iso-flavonollar ve flavonlar ile
temsil edilen fenolik bilesiklerdir (Moise vd.,2013). Balin antioksidan olarak davrandigi
bilinen C vitamini, E vitamini, enzimler, fenolik bilesenler gibi bilesenleri igcermesinden
dolay1 dogal radikal siipliriici olarak kullanilabilecegi de ifade edilmektedir
(Wilczynska,2010). Toplam fenolik madde miktarmin, balin biyolojik aktivitesinden
sorumlu olmast nedeniyle ¢cok 6nemli oldugu belirtilmektedir (Kii¢iik vd., 2007). Balin
antioksidan ve radikal siipiiriicii 6zelliginin igerisinde bulunan fenolik bilesenlerden
kaynaklandigini belirtmektedirler (Aljadi ve Kamaruddin, 2004).

Balin klinik 6nemiyle ilgili Feas vd.,(2013) tarafindan yapilan arastirmada balin
fenolik igerik yoOniinden zengin oldugu, fenolik bilesenlerin flavonoidler (krisin,
pinosembrin, pinobanksin, kuersetin, kampferol, luteolin, galangin, apigenin, hesperetin,
myrisetin), fenolik asitler (kafeik, kumarik, ferulik, ellagik, klorogenik) stilbenler,
lignanlar, tanenler ve okside polifenoller oldugunu bildirmektedirler (Estevinho vd.,2008).
Ayrica piiren bali gibi koyu renkli ballardan acik renkli olanlara gore oldukca yiiksek
oranda fenolik bilesen ekstrakte edildigi de bildirilmektedir ( Ferreira vd.,2009).

Erica spp. ballarinin ellagik, p-hidroksibenzoik, siringik ve o-kumarik asitle
karakterize edildigi ve -2Ellagik asit (gallik asitin dimerik tiirevi) ve myrisetin 3’-metil
eterin Erica spp ballarinda floral orjin belirlemede bir markdr olabilecegi ifade
edilmektedir (Andrade vd.,1997; Ferreres vd.,1996a). Ayn1 zamanda ayn1 grubun baska bir
caligmasinda absisik asitin piiren bali igin floral bir markér oldugu da ifade edilmektedir
(Ferreres vd., 1996D).

Escuredo vd., (2013) yaptiklar1 ¢alismada salg1 bali ve kestane ballarinin flavonoid
icerigini yiiksek bulurken piiren balinin fenolik igerigini en yiiksek bulmuslardir.
Karbohidrat igerigine bakildiginda da aym calismada salgi ve kestane ballarinin
karbohidrat igeriginin piliren balindan oldukc¢a diisiik oldugunu bulmuslardir. Ayni
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zamanda salg1 ballarinin ortalama fruktoz degeri en diisiikken piiren ballarinin en yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir (Escuredo vd., 2013). Yiiksek miktarda mineral igerigi, serbest
asitligi ve nem igerigi ile pliren ve siiplirge otu ballarinin diger ballardan ayrildig: ifade
edilmistir (Nozal Nalda vd., 2005).

Piiren balimin terapotik etkisinin (tedavi edici) incelenmesi ile ilgili pek fazla
calisma bulunmamaktadir. Dogal tedavi kaynaklarinin aragtirilmasinin hizli bir sekilde
artmasiyla beraber, balin tedavi amaglh kullanimma olan ragbet de artmaktadir
(Feas,2013). Kafeik asit, kafeik asit fenil ester, krisin, galangin, kuersetin, asasetin,
kamferol, pinosembrin, pinobanksin ve apigenin gibi balda bulunan fenolik bilesenlerin
balin antikanser 6zelligi i¢in 6nemli gruplar oldugu ifade edilmektedir (Jaganathan ve
Mandal, 2009b).

Balin, kalp damar hataliklarindaki etkisi imit verici olan kuersetin, kafeik asit fenil
ester (CAPE), asasetin, kamferol, galangin gibi ¢ok fazla miktarda fenolik bileseni
yapisinda barindirdigi ifade edilmektedir (Khalil ve Sulaiman,2010).

Castro-Vazquez vd., (2012) calismasinda Avrupa’da iiretilen 52 unifloral bal
orneginin HPLC ile polifenol igerigi belirlenerek farkli ballarda floral orjin belirlenmesi
icin bir markor bulunmaya g¢alisilmistir. HPLC sonucunda elde ettikleri fenolik bilesen
iceriginin Ozellikle piiren, Okaliptus, kestane, kolza ve ihlamur gibi bazi ballarda floral
orjin belirlenmede yararli markdrlar olabilecegini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak trans—
trans-abssisik asit, cis-trans-absisik asit, ellagik asit, pinobanksin, apigenin, pinosembrin,
krisin ve muhtemel tanimlanamayan markorlarin tespiti bu ¢alismayla yapilmistir. Portekiz
piiren ballarinda spesifik bir markor oldugu bilinen absisik asitin oldukca yiiksek oranlarda
(400-1800mg/100g)bulundugu fakat akasya, kolza, thlamur ballarinda daha az miktarlarda
bulundugu ifade edilmektedir. Gallik asit dimeri ellagik asitin biitiin analizi yapilan piiren
bali 6rneklerinde (300-1100mg/100g) bulunmasi, markér olmasinin bir gostergesi olarak
kabul edilmistir (Vazquez vd.,2012).

Can vd., (2015), Tiirkiye florasina ait baskin ballar ile manuka ballarmin fiziksel,
kimyasal ve biyoaktif 0Ozellikleri bakimindan karakterizasyonunun saglanmasi ve
antioksidan, antimikrobiyal aktivite yoOniinden bu ballar1 karsilastirilmak istemistir.
Yapilan ¢alismada, Tiirkiyenin degisik cografik bolgelerinden toplanan yaklasik 60 adet
kestane, pliren, cam, akasya, lavanta, ¢alba, hayit, geven, mese, ay¢icegi, thlamur, tiggiil,
va karisik cicek bal numuneleri ile ¢alismistir. Elde edilen degerlere gore farkli floral

Ozelliklere sahip ballarin farkli fiziksel, kimyasal ve biyoaktif bilesenlere sahip oldugu,
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ancak koyu renkli ballarin daha fazla biyoaktif bilesene ve ona bagl olarak daha yiiksek
biyolojik aktiviteye sahip oldugu bulundu. Caligma ile Tiirkiye florasina ait kestane, mese,
plren, cam, akasya, geven, ayci¢cegi, calba, hayit, lavanta, thlamur ve ii¢giil ballarinin
antioksidan ve antimikrobiyal yonden manuka ballarina esdeger tibbi potansiyele sahip
oldugu ifade edilmistir.

Ferreres vd., (1994) calismasinda daha once floral ballarda tespit edilmeyen
myrisetin, myrisetin 3-metil eter, myrisetin 3’-metil eter ve trisetin a trioksigenated halkasi
B (3',4',5'-trioksigenation) halkasi igeren 4 adet flavonoidi piiren balinda tespit etmistir
(Ferreres vd., 1994). Daha once farkli floral orjinli bal 6rneklerinde ki flavonoidlerde
tespit edilmeyen a trioksigenated halkast B (3',4',5'-trioksigenation) bileseni igermesi
nedeniyle piiren balinin floral orjinini belirlemede bir markoér olarak kullanilabilecegi
onerilmektedir. Yontem olarak semipreperatif ters faz HPLC ve sefadeks LH-20
kromatografisinin kombinasyonunu kullanmislardir.

Balin antimikrobiyal 6zellikleri ve etki mekanizmasinin izah edilmesi balin terapdtik
amagla dogru kullaniminda 6nem tasimaktadir (Feds vd., 2013). Bal antik Misir’1 da icine
alacak sekilde eski zamanlarda ilag olarak kullanilmistir (Molan, 2006a; Alnaimat, 2012).

Balin antimikrobiyal karakterinin fiziksel 6zelliklerine (pH, osmolarite), H.O> ve
peroksit olmayan bilesenlere (lizozim, organik asitler, ugucu bilesenler, fenolik asitler,
flavonoidler, 1,2-dikarbonil metilglioksal ve apidaecins, abaecin, hymenoaptaecin ve
defensin gibi ar1 peptitleri) bagli oldugu bildirilmistir (Dias vd., 2008, Molan 1992,
Weston 2000).

Balin yara iyilestirmede ki rolii de pek ¢ok arastirmaya konu olmustur. Balin
yaralarin kapanmasindaki (wound healing) rolii saglik otoritelerince fark edilmis ve balin
antibakteriyal 6zelliginin incelenmesinin 6nemini daha da artirmis ve balin bir yara
kapatict oldugu cesitli laboratuar ¢alismalarinda da gosterilmistir (Mullai ve Menon 2007,
Molan, 2006b). Klinik ¢aligmalar i¢cin 6nemli bir potansiyele sahip olan balin sadece ticari
olarak ulasilabilenlerin degil, ayn1 zamanda bdlgesel olanlarinda da c¢alismalarinin
yapilmasinin gerekliligi Mullai ve Menon (2007) ¢alismasinda lokal balin MiK degerinin
daha diisiik olmasiyla desteklenmistir. Hatta bazen lokal ballarin ticari ballardan terapdtik
acidan esit etkide, hatta bazen daha da etkili oldugu ayni calismada ifade edilmektedir.
Feas vd., (2013) calismasinda piiren balinin genis bir antibakteriyal aktiviteye ve siirli
oranda antifungal aktiviteye sahip oldugu, gram pozitif bakterilerin gram negatif

bakterilere oranla daha duyarli olduklar da ifade edilmistir (Feés vd., 2013).
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Piiren balinin bogaz iltihab1 ya da agiz boslugunda olusan mukozanin tedavisinde,
idrar yolu enfeksiyonu, prostat hastaliklari, bobrek tasit ve enterit tedavisinde kullanilan

degerli bir tedavi yolu oldugu belirtilmektedir (Witczak, vd., 2011).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Cihaz ve Gerecler

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan cihaz ve geregler, marka/modelleri

Cihaz Adx Marka/Model

LC-UV Elite LaChrom, Hitachi, Japonya

LC-RID Elite LaChrom, Hitachi, Japonya

UVv-VIS Thermo Scientific Evolution™ 201, UV-VIS
Spektrofotometre Spectrophotometer, USA

pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland

Hassas Terazi

Saf Su Cihazi
Refraktometre
Polarimetre
Kondiiktometre

Renk Olgiim Cihaz
Rotary evaporator
Vakum Pompasi
Vorteks Karistirict
Etiv

Magnetik Karistiric
Karistirict Su Banyosu
Yar1 Otomatik Pipetler
Calkalayici

Santrifiij

Filtre

Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland

Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea
Atago, Germany

Beta PPP7 Optical Activity, England

Bante Instrument, DDS-12DW

Konica, Minolta, CR-5

IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Germany
Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Switzerland
Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA
Niive, EN 400, Ankara, Tirkiye

Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany
Niive, ST 402, Ankara, Tiirkiye

Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany
Heidolph Promax 2020, Schwabach, Germany
Hettict Universal 320R, Germany

Whatman spartan 13/0,45 RC, Dassel, Germany
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2.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Kullanilan kimyasallar ve satin alindig1 firma Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Kulanilan kimyasallar ve satin alindig1 firma

Kulanilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Gallik Asit

Protokatekuik asit

p-OH benzoik asit

Katesin
Vanilik asit
Kafeik asit
Siringik asit
Epikatesin

p-kumarik asit

Ferulik asit
Rutin

t-Sinnamik Asit

Luteolin
Riboz
Arabinoz
Fruktoz
Glukoz
Galaktoz
Sukroz
Maltoz
Teraloz
Melebioz
Melezitoz
FeS04.7H20
Vanilin
TPTZ

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
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CH3COOH

Troloks"

FeCls
Folin-Ciocalteu’s Phenol Reaktifi
Formik asit
Ninhidrin
2-Propanol

% 3’liikk Ninhidrin
Asetik Asit
Metanol-LC Saflikta
Dietil Eter

Etil Asetat
NH4CH3COO
Al(NO3)3

HCI

NaOH

Na.CO3
NaCH3C0OO0.3H:0
Ka[Fe(CN)s].3H20
ZnS04.7H20

Quercetin

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

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

Lancaster, Morecambe, England

2.3. Cozeltiler

Calismada kullanilan kimyasal ¢6zeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler ve hazirlanislari

HPLC-UV ile Fenolik Bilesen Analizleri i¢in

Gallik Asit

Protokatekuik Asit
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p-OH Benzoik Asit

Vanilik Asit

Kaffeik Asit

Siringik Asit

p-Kumarik Asit

Ferulik Asit

Katesin

Epikatesin

Rutin

t-Sinammik Asit

Luteolin

%50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok
cozeltiden, 1-2-5-10-20-30 ppm olacak sekilde

¢oziiclisityle (%50-50 metanol-saf su) seyreltilir.

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

metanol) seyreltilir.

% 2’lik Asetik Asit

%70-30 Asetonitril-Saf Su

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

tamamlanir.

HPLC- RID ile Seker Bilesen Analizi i¢in

Riboz

Arabinoz

Fruktoz

Glukoz

Galaktoz

%100 saf su ile hazirlanan 100 mg/mL’lik
stok ¢ozeltiden, 1,25-2,5-5-10-20 mg/mL

Sukroz

olacak sekilde seyreltilir.

Maltoz

Teraloz

Melebioz

Melezitoz

Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ -FRAP i¢in

HCI (40 mM)

Yaklasik 20 mL saf suyun {izerine % 37°lik HCI’den 340

pL ilave edildi ve saf suyla 100 mL’ye tamamlanda.
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TPTZ (10 mM)

FeClz (20 mM)
Asetat Tamponu (300
mM, pH 3,6)

FRAP Reaktifi

Trolox (1000uM)

234,249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL 40
mM’lik HCI i¢inde ¢oziildii.

324,4 mg FeCls destile suyla 100 mL’ye tamamlandi.
2,325 g NaCH3COO.3H20 iizerine 12 mL glasiyel asetik
asit ilave edildi.750 mL’ye saf suyla tamamlandi.

300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM
FeCl3 (10:1:1) oraninda karisirilarak taze hazirlandi.
25,31 mg troloks metanolle 100 mL’ye tamamlandi.

Metanolle 500, 250, 125, 62,5 uM’a seyreltildi.

DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi I¢cin

DPPH Reaktifi
(0,1 mM)

Troloks®(0,02 mg/mL)

100 mL’si i¢in; 3,94 mg DPPH tartilir, 90 mL metanolle
¢oziildii ve 100 mL’ye tamamlandi.

10 mg troloks 10 mL metanolde ¢oziiliirek stok ¢ozeltisi
hazirlandi. 0,02 mg/mL’lik ara stok ¢dzelti metanolle

seyreltirelerek kullanildi.

Toplam Fenolik Madde Miktari i¢in

0,5 N Folin Ciocalteu

%10’luk Na,COs3

GallikAsit
(1 mg/mL)

2 N Folinden 1:4 oraninda saf suyla seyreltilerek
kullanildi.

10 g NaxCO3 90 mL suda ¢oziiliir, 100 mL’ye
tamamlanda.

Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 1-0,5-0,25- 0,125-
0,0625 mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek

hazirlandi.

Toplam Flavonoid Madde Miktari i¢in

1 M NH4CH3COO
%10 AI(NO3)3
Kuersetin

(2 mg/mL)

7,7 g NH4CH3COO 100 mL saf suda ¢oziildii.

1 g AI(NOz3)3 10 mL saf suda ¢oziildi.

Hazirlanan stok ¢ozeltiden, 0,5-0,25-0,125-0,0625-
0,03125 mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek

hazirlandi.

Toplam Tanen Miktar i¢in

%37 HCI

Stok siseden direk kullanildi.
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%4°1lik Vanilin

Katesin (1mg/mL)

4 g vanilin tartilip az miktarda metanolle ¢6ziildiikten
sonra metanolle 100 mL’ye tamamlandi.

10mg katesin tartilarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi.

Optik Cevirme Acis1 I¢in

Carrez | 10,569 Ka[Fe(CN)e].3H20  tartithp 100  mL’ye
tamamlandi.

Carrez Il 21,949 ZnSO4.7HO + 3mL asetik asit 100 mL’ye
tamamlandi.

HMF Analizi icin

5-Hidroksimetil-2-Furfural

104-42-21-10,5-5,25-2,625-1,3125 mg/L olacak sekilde

saf suyla standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Diastaz Aktivitesi I¢in

Iyot Stok Cozeltisi

Seyreltik Iyot ¢ozeltisi

Asetat Tamponu (0,5 M, pH
5,3)

NaCl (0,5 M)

Nisasta ¢ozeltisi

2,2 g1 ve 44 g KI 40 mL saf suda ¢oziildii 24 saatin
sonunda 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

50 mL’si i¢in; 2 g KI tartilir, stok iyot ¢ozeltisinden 200
uL ilave edildi 50 mL’ye saf su ile tamamlandi.

500 mL’si i¢in; 87 g NaCH3COO.3H20 iizerine 10,5 mL
glasiyel asetik asit ilave edildi. 500 mL’ye saf suyla
tamamlanda.

500 mL’si i¢in; 14,5 g NaCl 500 mL’de ¢oziildii.

100 mL’si i¢in; Kaynamis yaklasik 90 mL saf suya 2 g
nisasta konuldu, soguduktan sonra {izerine 2,5 mL asetat
tamponu ilave edilerek hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlanda.

Prolin Analizi Icin

Prolin

%3’1iik ninhidrin
%380’lik Formik Asit

6,4 mg prolin tartildi, saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.
0,064-0,032-0,016-0,008-0,004  mg/mL’lik  standart
cozeltiler hazirland.

3 g ninhidrin tartildi, saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.
80 mL %100’lik formik asit saf suyla 100 mL’ye

tamamlanda.
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Tablo 6’nin devami

%350’lik 2-propanol 50 mL %100’lik 2-propanol saf suyla 100 mL’ye

tamamlanda.

2.4. Numunelerin Temini ve Saklama Kosullari

Mugla ili An Yetistiriciligi birliginden (MAYBIR) bal 6rnekleri temin edildi.
Oncelikli olarak palinolojik analiz i¢in numuneler analize yolland: ve monofloral olan yani
polen miktar1 %45 ve iistli olan piiren ballar1 ayrildi (13 adet), bu ballar arastirmanin ana
materyalini olusturdu. Ballarin dort tanesi 2014, dokuz tanesi ise 2015 yili tiretimi olup
kullanilan ballarin kodlar1 ve bilgileri Tablo 7’deki gibidir. Bal 6rnekleri analizler igin

laboratuvarda, oda sicakliginda ve karanlik ortamda muhafaza edildi.

Tablo 7. Numune ismi ve numunenin toplandigi ilge/koy/yil

Numune Ismi Mugla (flce-Kay) / Yil
Bal 1 Koycegiz-Pinarkoy/2014
Bal 2 Koycegiz-Pinarkdy/2014
Bal 3 Yatagan-Bencik/2014
Bal 4 Koycegiz-Ekincik/2014
Bal 5 Datc¢a-Emecik/2015
Bal 6 Kd&ycegiz-Pinarkdy/2015
Bal 7 Yatagan-Bencik/2015
Bal 8 Koycegiz-Pinarkoy/2015
Bal 9 Datc¢a-Emecik/2015
Bal 10 Yatagan-Bencik/2015
Bal 11 Koycegiz-Ekincik/2015
Bal 12 Datc¢a-Emecik/2015

Bal 13 Koycegiz-Pinarkoy/2015
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2.5. Ballarin Baz Fiziksel ve Kimyasal Analizleri

Balda polen analizi, nem, pH, renk degeri, seker oranlari, prolin miktari, diastaz
aktivitesi, hidroksimetilfurfural (HMF) degeri, elektriksel iletkenlik, ¢6zlinmeyen maddeler
gibi fiziksel ve kimyasal krtiterler kullanilarak balin dogalligi ve saflig1 ortaya
cikarilmaktadir. Bu tezde balin kalitesini belirleyen fiziksel parametrelerden; polen analizi,
optik ¢evirme agisi, %nem, %Briks, elektriksel iletkenlik, pH, renk degeri, kimyasal

parametrelerden; diastaz, HMF, prolin, seker, fenolik igerik ol¢iildii.

2.5.1. Fiziksel Analizler

2.5.1.1. Ballarin Palinolojik Testi

Balda polen analizi hizmet alimi yoluyla ger¢eklestirilmistir. Baldaki asili halde
duran polen tanelerinin mikroskopik arastirmasi i¢in numuneden preparat hazirlanir.
Hazirlanan preparatta polenlerin tanimlanmasit yapilir ve bu tanimlanan her bir polenin
sayist tespit edilip, Lycopodium spp. sporlarinin sayisi saptanir.

Farkli bitki kaynaklarindan toplanan bala gore icindeki polen ve Honeydew
elementlerinin frekansi tespit edilebilir. Genellikle bal baslica bir bitkiden (unifloral bal)
tiretilmistir, yani o bitkinin poleni baskin ise, ylizde hesaplanirken nektarsiz bitkilerin

polenleri dahil edilemez.

Cigek Balinda Polen Analizi (Tanimlama) igin Preparat Hazirlanmasi

Balin mikroskopik incelenmesi i¢in uygulanan yontem, uluslararast aricilik
otoriteleri tarafindan saptanmistir. Tiim diinyada bu yontem uygulanmaktadir. Baldan
polen analiz preparat1 hazirlanirken asagida verilen yontem uygulanir.

Bir cam baget yardimi ile iyice karistirilan stok baldan 10 g alinip deney tiipiine
aktarilir ve lizerine 20 mL destile su ilave edilir. Balin su icerisinde ¢6ziilmesini saglamak
amaciyla tiipler yaklasik sicakligi 45°C’lik su banyosunda 10-15 dakika bekletilir ve su
banyosundan c¢ikarilan tiip karistirict yardimi ile karistirilarak balin su igerisinde
¢oziinmesini saglanir. Orneklerde herhangi bir kristallesme s6z konusu ise bal tiipe

konulmadan dnce su banyosunda 40°C’ye kadar 1sitilarak balin s1v1 hale gelmesi saglanir.
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Cozelti 4000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilir ve santrifiij edilen tiiplerin siipernatant
kismi dokiiliir. Igne ucuna alman bir miktar (1-2 mm?3) bazik fuksinli gliserin-jelatinin
dipteki cokeltiye bulastirilmasiyla alinan materyal lam iizerine aktarilir. Lam, 1sitma
tablasinda 30-40°C’de 1sitilarak bazik fuksinli gliserin-jelatinin erimesi saglanir. Isitma
sirasinda  hava kabarciklarinin olusmamasi ve polenlerin deforme olmamasi igin
kaynamamasina dikkat edilir. igne ile lam {izerinde erimis gliserin-jelatin ile polenler
karistirilarak polen igeriginin homojen bir bi¢imde dagilmasi saglanir ve alam iizerine
18x18mm?’lik lamel kapatilir. Lamn bir ucuna etiket yapistirilarak iizerine balin alindig
yorenin adi, preparatin yapildig tarih ve preparati yapan kisinin ad1 yazilir.

Preparat1 inceleme sirasinda net bir goriintii elde etmek i¢in preparat ters ¢evrilerek
iki cam cubuk iizerine yerlestirilir. Hazirlanan preparat yaklasik 12 saat bu sekilde

bekletildikten sonra incelemeye hazir hale gelir.

Cicek Balinda Polen Tanimlama Igin Preparatlarm Incelenmesi

Polen preparatlarinin gelismis bir arastirma mikroskobunda incelenmesi gerekir.
Polenleri tanimlamada immersiyon objektif kullanilirken polenlerin sayiminda x10 yada
x20 objektif kullamlmalidir. incelemelerde 18x18mm?’lik tiim alan taranarak, polenlerin
teshisinde ilgili kaynaklardan ve hazirlanan referans polen preparatlarindan
yararlanilmalidir. Bitki taksonlarinin tanimlanmasi islemi bittikten sonra tekrar basa
doniilerek her preparat sol iist kdseden baslanilarak ve bitki ¢esitliligi dikkate alinarak,
polen sayis1 200’1 bulana kadar sayima devam edilir. Sonugta sayim sonuglarinin yiizdesi
aliarak polenleri dominant (>%45), sekonder (%16-44), minor (%3-15) ve eser (<%3)
miktardaki oranlari saptanir. Hangi bitki poleni % si 45°den ¢ok ise bal o bitkinin ismi ile

anilir (kestane bali, aycicegi bali vb.).

2.5.1.2. Optik Cevirme (a — Rotation )

Polarize 15181 ¢evirme agis1 olan a-rotasyon degeri salgt ballar ile ¢igek ballarinin
ayirt edilmesinde kullanilan bir ayirt etme yontemidir. Bu yontemle birlikte salgi ballarinin
optik ¢evirme agist saga yani pozitif deger verirken ¢igek ballarinki ise sola yani negatif
deger vermektedir (Junk ve Pancoast, 1973). Optik ¢evirme agis1 polarimetre kullanilarak

tayin edildi. 12 g bal tartilip saf suda ¢oziildiikten sonra tizerine 10 mL Carrez reaktifi (I ve
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I1) ilave edildi, karistirildi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandiktan sonra 24 saat siire sonunda
adi slizge¢ kagidindan siiziildii. Elde edilen siiziintii polarimetre ile Ol¢iim yapilarak

ballarin optik ¢evirme agilar1 belirlendi.

2.5.1.3 Nem Tayini

Refraktometre (Atago, Germany) kullanilarak olgiilen kirilma indisleri sicakligina
gore diizeltilerek % nem ve briks degerleri olarak ifade edildi (Helrich, 1990). Bal
numunesi 1:1 oranda saf suyla seyreltilip el refraktometresiyle okunur. Okunan %Briks

degeri seyreltme katsayisiyla ¢arpilip 100°den ¢ikarilarak %nem hesaplanir.

2.5.1.4. Elektriksel iletkenlik

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi tasima yetenegidir. Elektriksel
iletkenlik 6l¢iimii 10 gram balin 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanan ¢ézelti EC metreler
(Elektriksel iletkenlik Olger) otomatik olarak lgiilen degerleri 25 °C sicakliga gevirerek,
balin elektriksel iletkenligi 25 “C’de pS/cm (mikrosimens/cm) olarak ifade edilir.

2.5.1.5. pH Olciimii

Balda pH iyonize asitlere ve mineral maddelere baghdir. Balin
asitligi, mikroorganizmalara karsi kararliligini arttirirken; aymi  zamanda disik pH
degerinden sorumlu olan asitin, bal gozlerinin sirlanmadan once, arilarin, ignesinden bu
gozlere enjekte ettikleri formik asitten ileri geldigi bildirilmistir. Arilar, bala formik
asit ilave ederek, balin olgunlasmasina yardim ederler. Balda pH 3,4-5,5 arasinda degisim

gostermektedir. 10 g bal tartilarak iizerine 10 mL saf su eklenip pH 6l¢timii yapildi.

2.5.1.6. Renk Tayini

Bal numunelerinin rengi, Hunter (L, a, b) renk 6l¢iim sisteminde Minolta aygit1 ile
Olclilmiistiir. Bal numunesi kiivete konulmadan 6nce, 50°C sicakliktaki su banyosunda 30—

45 dakika isitilmistir. Bu islemin amaci seker kristallerini ¢oziindiirmek ve balin
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viskozitesini diisiirmektir. Ug tekrarli okuma yapilarak sonuglarin ortalamasi almip renk
degerleri belirlendi. Burada renk degerleri L, koyuluk/agiklik ( 0: siyah; 100:beyaz); a (-a,
yesillik; +a, kirmizilik); ve b (-b, mavilik; +b, sarilik) olarak ifade edilmektedir. Koyu
renkli numunelerin L degerleri diisiik olup, dogal olarak yar1 saydamdirlar (Anupama vd.,

2003).

2.6. Kimyasal Analizler

2.6.1. Diastaz Aktivite Tayini

Diastaz aktivitesi deney kosullarinda 40°C’de, % 1’lik nisastay1 bir saat iginde
belirlenen son noktaya (0,235 absorbansa ulasmak icin gereken siire) doniistiirecek
enzimin miktar1 olarak tanimlanir. Bir gram bal basina Schade birimi veya Gothe birimi
seklinde ifade edilir (Bogdanov, 2004). Baldan 1 g tartilir 2 mL saf suda ¢6ziliir 0,5 mL
pH:5,3 asetat tampon ve 0,5 M 0,3 mL NaCl ¢ozeltisi koyulduktan sonra son hacim 5
mL’ye tamamlanir. 40 °C su banyosuna ayr1 ayrt tiiplerde 2 mL bal, 1 mL nisasta 15 dk.
bekletilir. Siire sonunda 1 mL bal tizerine 0,5 mL nisasta ilave edilir ve karisimdan Tablo

8’deki gibi pipetleme islemi yapilir (Can, 2014).

Tablo 8. Diastaz aktivite tayini i¢in pipetleme islemi

Zaman Karisim Seyreltik iyot Saf su
(dk) (uL) cozeltisi (mL) (mL)
0 50 0,5 2
3 50 0,5 2
5 50 0,5 2
10 50 0,5 2
15 50 0,5 2

660 nm’de absorbans degerleri 6l¢iiliip 0,235 absorbansa denk gelen siire tespit
edilir. Balin diastaz sayis1 300/tx degeri olarak verilir.
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2.6.2. HMF Tayini

HMF degeri ters faz RP-HPLC metodu kullanilarak tayin edildi. Sulu ortamda
standart HMF kullanilarak (5-hidroksimetilfurfural, Sigma-Aldrich, Milan) kalibrasyon
egrisi hazirland1 ve analizi i¢in ters faz Cig kolonu LiChroCART ® 250-4 RP (10 pum)
kullanilarak izokratik program uygulanarak 285 nm’de okumalar ger¢eklestirildi (Jeuring
vd., 1980). Mobil faz olarak % 10 metanol-% 90 su kullanilarak akis hizi 1 mL/dk ve
enjeksiyon hacmi 25 mL olarak optimizasyon saglandi. 2,5 g bal 6rnegi alinarak 25 mL saf
suda c¢oziilerek tizerine 50 uL Carrez I ve 50 uL Carrez II reaktifi eklenerek, hazirlanan

cozelti 0,45 um filtreden gegirilerek viallere alindi ve sartlanmis olan HPLC sistemine
enjekte edildi (Can, 2014).

2.6.3. Prolin Tayini

Tayin spektrofotometrik olarak gerceklestirilmis olup prolinin ninhidrin ile renkli
kompleks olusturmasindan sonra 2-propanol eklenerek ornek ¢ozelti etkisizlestirilir ve
absorbansa kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilir. Prolin miktar1 kalibrasyon grafigi ile tayin
edilmektedir (Ough, 1960). Satin alinmus prolinden 6,4 mg tartilip 100 mL’de saf suda
¢ozildi. 0,064 mg/mL ve seyreltilerek 0,032-0,016-0,008-0,004 mg/mL standart prolin
c¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢dzeltilerden 0,1’er mL alinarak cam tiiplere konuldu. Uzerlerine
200 pL %80’1ik formik asit ve 200 puL % 3’lik ninhidrin ¢6zeltisi ilave edilip tiipler
calkalayicida 15 dk calkalandi. Calkalama bitiminde kaynayan su banyosunda 15 dk
bekletildi. Sonra 70°C’lik su banyosunda 10 dk tutuldu. Siirenin hemen bitiminde tiiplere 1
mL % 50’lik 2-propanol ¢ozeltisi ilave edildi. Tiipler buz banyosunda bekletildikten sonra

spektrofotometrede 510 nm’de okundu.

2.6.4. HPLC-RI Dedektorii ile Seker Tayini

Piiren ballarinda 10 farkli seker standart1 (riboz, arabinoz, fruktoz, glukoz, galaktoz,
sukroz, maltoz, teraloz, melebioz, melezitoz) tayin edildi. Bu yontem; filtre edilmis bal
coOzeltisinin seker iceriginin RI-dedektor ile HPLC’ de tayinine dayanmaktadir. Cihazin

kalibrasyonu i¢in bu sekerlerin standart ¢cozeltileri hazirlanmis olup, bu standart ¢ozeltiler
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HPLC cihazinda RI detektoriinde okutularak, gelis zamanlarina gore kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur.

Ballardan 1g tartilarak 10 mL ultra saf suda ¢oziilme isleminden sonra 0,45um
filtreden gegcirilerek okuma i¢in HPLC cihazina yerlestirilerek, islem mobil faz olarak %
79 asetonitril ve % 21 saf su ile izokratik program uygulanarak gergeklestirildi. Analiz i¢in
Elite LaChrom, Hitachi HPLC cihaz1 kullanildi. Analizler ters faz -NH2 kolonu (200/4,6
Nucleosil 100-5 NH2) kolonu kullanildi. Numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi 25
uL’ye, mobil faz akis hiz1 1,5 mL.dk*’ya ve kolon sicakligi kolon firminda 80 °C’ye
ayarlanarak calisma optimizasyonu saglandi. Gelis zamanlarina gore pikler belirlendi ve

alanlar1 hesaplanip miktarlar mg/kg olarak hesaplandi (Can,2014).

2.6.5. HPLC-UV ile Fenolik Bilesenlerin Tayini

2.6.5.1. Numunelerin Ekstraksiyon Sartlar

Ballar analiz i¢in 24 saat siireyle oda sicakliginda metanolik ekstrakt olarak
hazirlandi ve daha sonra siizme islemi gerceklestirildi. Adi slizge¢ kagidindan siiziildiikten
sonra mavi bant siizge¢ kagidindan berrak oluncaya kadar siiziilme iglemine devam edildi.
Elde edilen ekstraktlarda nihai konsantrasyon belirlendi ve +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edildi.

Ekstraktin 10 mL’lik kismi antioksidan analizlerine ayrildi. Geri kalan ekstraktin
¢oziiclisii 45°C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalintt pH’s1 2 olan 10 mL saf
suda ¢oziildii. Daha sonra 3’er defa 5 mL’lik 6nce dietileter sonra etilasetat ile ekstraksiyon
islemi gergeklestirildi. Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ekstraktlar evoparator
balonlarina alind1 ve c¢oziiciileri 45°C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi. Balon
icerigi 2 mL metanolle ¢oziilerek ekstraktlar 0,45um filtreden gegirilip RP-HPLC-UV ile

fenolik bilesen analizleri yapildi.

2.6.5.2. RP-HPLC-UV Kosullar

HPLC-UV analizleri 280 nm’de UV-Vis dedektor ile Elite LaChrom, Hitachi HPLC

sisteminde yapildi. Analizler ters faz Cig kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5 pum; Fortis)
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kullanilarak ve asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gerceklestirildi
(De Villers vd., 2004). A rezervuarinda % 2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda %
70-30 asetonitril-saf su bulunan gradient program Tablo 9’da verilmistir. Ayrica numune
ve standartlarin enjeksiyon hacmi 25 uL’ye, mobil faz akis hiz1 0,75 mL.dk>’ya ve kolon
sicaklig1 kolon firminda 30 °C’ye ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglandi (Can, 2014).

Tablo 9. RP-HPLC-UV gradient programi

Zaman (dk) A B
% 2 asetik asit (saf suda) % 70-30 asetonitril-saf su
0,01 95,00 5,00
3,00 95,00 5,00
8,00 85,00 15,00
10,00 80,00 20,00
12,00 75,00 25,00
20,00 60,00 40,00
30,00 20,00 80,00
35,00 95,00 5,00
50,00 95,00 5,00

2.6.5.3. Standartlar ve Kalibrasyon

Literatiir destekli arastirmalara dayandirilarak piiren balinda bulunabilecek bazi
fenolik bilesenler analiz edilmistir. Bu amagla ¢esitli standartlar satin alinmis olup benzoik
asit tiirevlerinden; gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringik
asit, t-sinammik asit, flavanollardan; katesin, epikatesin; sinamik asit tiirevlerinden; kaffeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit; flavonollardan; rutin, flavonlardan luteolin analiz
edilmistir. Tiim standartlar % 100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden, 1-2-
5-10-20-50-100 ppm’lik ara stok c¢ozeltileri kalibrasyon egrilerileri i¢in hazirlandu.

2.7. Antioksidan Analizler

Toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde miktari, toplam tanen
miktari, demir (III) indirgeme antioksidan giic (FRAP), DPPH® radikalini temizleme

aktivitesi tayinleri yapilmistir.
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2.7.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Analiz Slinkard vd., (1977)’ye gore yapildi. Toplam fenolik madde tayininin esasi
fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin
oksitlenmis forma doniistiigii redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu ayraci
burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis ayracin
olusturdugu mavi rengin absorbansinin 6l¢iilmesiyle, analizi yapilan ornekteki fenolik
bilesiklerin toplam miktarlarinin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir. Olusan kompleksin
renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantili olup, 760 nm’de

absorbans verir. Pipetlemeler Tablo 10’daki gibidir.

Tablo 10. Toplam polifenol tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor Standart Numune
Distile su 700 pL 680 uL 680uL
Standart - 20 uL -
Bal numunesi - - 20 uL
0,5 N Folin Reaktifi 400 pL 400 pL 400 pL

Tiipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra

%10 Na,COs 400 pL 400 pL 400 uL

760 nm’de kore kars1 absorbans okunur.

Standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir bilesik olan gallik asit standardi
kullanild1 (Slinkard vd., 1977; Singleton ve Rossi, 1965). Gallik asidin metanolle farkli
konsantrasyonlar1 (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 mg/mL) hazirlanip, absorbanslari
okundu. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi. Numunenin 100 grami basina, mg
gallik asit esdegeri [mg GAE (Gallik Asit Esdegeri)/100 g] fenolik madde miktar1 olarak
bulundu. Yapilan ¢alismadaki pipetleme islemi Tablo 9’daki gibidir.

2.7.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1

Fenolik bilesiklerden flavonollerin tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore

yapildi. Metanolik olarak hazirlanan bal ve polen ekstraktlar1 ¢alismada kullanildi.
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Standart olarak kuersetinin farkli konsantrasyonlarindan (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125; 0,015625 mg/mL) 0,5 mL alinarak, mutlak metanol 4,3mL; %10’luk AI(NO3)3
0,1mL; 1M NH4CH3COO 0,1 mL ilave edilerek 40 dakika oda sicakliginda inkiibasyona

birakilarak 415nm’de absorbans degerleri okundu. Konsantrasyona karsi absorbans

degerleri ile grafik c¢izildi. Cizilen grafige gore metanolik bal ve polen ekstraklarinin

toplam flavonoid madde miktar1 bulunmus, seyreltme faktorleri de dikkate alinarak asil

numunenin mg QAE (Kuersetin Esdegeri)/100 g bal olarak flavonoid madde miktari

bulunmustur. Yapilan ¢alismada pipetleme islemi Tablo 11°deki gibidir.

Tablo 11. Toplam flavonoid tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor Renk Standart  Numune
Korii
Numune Degisen konsantrasyonlarda - 0,5mL - 0,5mL
Standart Degisen Konsantrasyonlarda - - 0,5mL -
Mutlak Metanol 4,8 mL 4,5 4,3 4,3
%10 AI(NO3)3 0,1 mL - 0,1 0,1
1 M NH4.CHsCOO 0,1 mL - 0,1 0,1

40 dk. oda sicakliginda inkiibe edilir ve 415 nm’de absorbans okunur.

2.7.3. Toplam Tanen Miktar

Metod Liu vd., (2009)’a gore yapildi. Metodun esast tanenleri

kuvvetli

asitlerle flobafen denen kirmizi renkli maddelere doniistiirerek toplam tanen (TT) miktarini

bulmaktir. Standart olarak katesin degisik konsantrasyonlarda kullanildi. Yapilan

pipetleme islemi Tablo 12’deki gibidir.
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Tablo 12. Toplam tanen tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor Standart Numune
Numune - - 500 uL
Standart - 500 uL -
% 4 ik Vanilin 1,5mL 1,5mL 1,5mL
% 37’lik HC1 750 uL 750 uL 750 uL

20 dk inkiibasyona birakilir.

500nm'de kore karsi absorbans okunur.

2.7.4. Demir (I11) indirgeme Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Bu yontem Fe(IIl) komplekside yer alan Fe(IIl) iyonunun antioksidan bir madde
varliginda indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Fe(IIl) iyonlar1 TPTZ ad1 verilen ligant ile
(Fe(l)-TPTZ-2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin) kompleksini olusturur ve antioksidanlar
varliginda indirgendiginde olusan mavi renkli kompleksin, Fe(I[)-TPTZ, 593 nm’de
maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie and Strain, 1999). Dogal
tirtinler ve ar1 trtnlerinin antioksidan kapasitenin 6l¢iilmesinde FRAP (Ferric reducing
antioksidant power) yontemi en ¢ok kullanilan yontemdir (Benzie ve Strain, 1999).
Calisma egrisi i¢in Troloks®un degisen konsantrasyonlar (31,25-62,5-125-250-500-1000
uM) kullanilarak ¢aligma egrisi hazirlandu.

Tablo 13. FRAP tayininde yapilan pipetleme iglemi

Test Renk
KormeoH Troloks
(Numune) Korii(veon)

FRAP Reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune - 100 uL 100 puLL -
Troloks®(Degisen kons.) - - - 100 uL
Saf Su - - - -
Metanol 100 uL - 3mL -

4, dakikada 593 nm’de absorbans okunur.

Renk Koriitest(met): Metanolde ¢oziinen numune i¢in renk kori
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100 uL numune iizerine 3 mL FRAP reaktifi [300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10
mM TPTZ: 20 mM FeCls (10: 1: 1)] eklendi. 4 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar
okundu. Sonugclar standart bir antioksidan olan Troloks® la karsilastirilmali olarak bulundu
ve umol Troloks® esdegeri antioksidan gii¢ / 100 g bal olarak ifade edildi. Pipetleme islemi
Tablo 13’teki gibidir.

2.7.5. DPPH* Radikalini Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH?* radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup denemelerde satin alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanildi. Bal
numunelerinin metanolik ekstraktlar1 kendi ¢oziiciileri ile seyreltilerek farkli ve uygun
konsantrasyonlarda hazirlandi. Ug paralel olacak sekilde esit hacimde (750 pL) DPPH®
radikal ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltileri karigtirtlip oda sicakliginda 50 dakika bekletildi.
Siire sonunda DPPH® radikalinin mor menekse rengi agildi ve DPPH® radikalinin
maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Kér olarak DPPH*® radikal
¢ozeltisi ve numunenin ¢ozildiigii ¢oziicli kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen
konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso degerleri hesaplandi. Pipetleme islemi Tablo
14°teki gibidir (Yu vd., 2002).

Tablo 14. DPPH® yontemi i¢in yapilan pipetlemeler

Numune Tamik  Reaktif Tamk Numune
Tiipii Tiipii Tiipii
Numune (Degisik konsantrasyon) 750 uL - 750 uL
Metanol 750 pL 750 uL -
DPPH- (100 uM) - 750 uL 750 uL

50 dk. sture sonunda 517 nm’de absorbans okunur.

2.7.5.1. SCs0 Degerlerinin Bulunmasi

SCso radikal miktarini yartya indiren numune konsantrasyonudur. SCso degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle ¢alismalarda alti

farkli konsantrasyonda O6lgiim yapildi. Numunelerin uygun ve farkli konsantrasyonlari
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hazirlanip absorbans dl¢iimleri yapildi, standart olarak Troloks® kullanildi. Absorbanslar
konsantrasyona kars1 grafige gegirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen

konsantrasyon miktar1 SCsg degeri olarak alindi ve mg/mL cinsinden hesaplandi.

2.8. Antimikrobiyal Analiz

Calismamizda kullanilan bakteri ve mantar suslart ATCC (American Type Culture
Collection)’den  elde edildi. Bal numunelerin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilan bakteriler; Bacillus subtilis ATCC®6633, Escherichia coli
ATCC®25922, Staphylococcus aureus ATCC®25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 olup gram ozellikleri Tablo 15°teki gibidir. Antifungal aktivitenin belirlenmesinde
kullanilan mantarlar Candida albicans ATCC®90028, Candida krusei ATCC 6258 suslari
kullanilarak agar kuyucuk difiizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak

standart yontemlerle test edilmistir.

Tablo 15. Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma

Bacillus subtilis ATCC®6633 Gram (+)
Escherichia coli ATCC®25922 Gram (-)
Staphylococcus aureus ATCC®25923 Gram (+)
Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 Gram (-)
Candida albicans ATCC®90028, Maya
Candida krusei ATCC®6258 Maya

Ballarin antimikrobiyal aktivite testi hizmet alimi seklinde yapildi. Secilen
mikroorganizmalara karsi bal Orneklerinin antimikrobiyal etkisi, agar kuyucuk yayilma
(Agar Well Diffusion) (Sokmen vd., 1999) ve sivi mikrodiliisyon (Broth Microdilution)
(Thornsberry vd., 1977) yontemleri kullanilarak arastirildi. Kullanilan ilk yontem Agar
Kuyucuk Yayillma Yontemi ile inkiibasyon siiresi sonunda olugan inhibisyon zonlarmin
capt Olciildii. Zon cap1 (z.¢.) mm cinsinden tespit edildi. Ikinci yontemde ise sivi
mikrodiliisyon testi ile minimal inhibitér konsantrasyonlarmm (MIK) tespiti yapilarak
mikroorganizmanin {iremesini inhibe eden en diisiik bal 6rneginin seyreltmesi MIK olarak

kaydedildi ve elde edilen sonuglar tablolastirildu.



3. BULGULAR

3.1. Fiziksel Tayin Sonug¢lar:

3.1.1. Palinolojik Test Sonucu

Caligmada Mugla ili florasina ait yedi bal numunesinin polen analizleri hizmet alim1
seklinde yapildi. Piiren ballari aricilardan kendi beyanlart dogrultusunda monofloral bal
olarak toplandi. Yapilan polen analizleri sonucu ballarin bir kismi1 monofloral olarak tespit
edilirken bir kism1 da ¢ok diisiik polen yilizdesine sahip olarak bulundu. Caligilan tim
puren ballarinin polen sayim sonuglari Tablo 16’da yer almaktadir. Calismada kullanilan

ballarin polen yiizdeleri %45 ile %90 arasindadir.

Tablo 16. Piiren ballarinin polen yiizdeleri

Numuneler % Polen Numuneler % Polen
Bal 1 70 Bal 8 45
Bal 2 60 Bal 9 50
Bal 3 45 Bal 10 55
Bal 4 90 Bal 11 45
Bal 5 45 Bal 12 50
Bal 6 50 Bal 13 45
Bal 7 45

Sayim sonuglariin yiizdesi alinarak polenleri dominant (>%45), sekonder (%16-44),
mindr (%3-15) ve eser (<%3) miktardaki oranlar1 saptanir. Hangi bitki poleni yiizdesi

%45’ten ¢ok ise bal o bitkinin ismi ile anilir (kestane bali, aygicegi bali vb.). Literatiirdeki



36

bilgilere gore polen igerigi % 45 ve yukarisinda bulunan ballar monofloral ballar olarak

kabul edilmektedir.

3.1.2. Optik Cevirme Sonucu

Optik ¢evirme agis1 polarimetre kullanilarak (Beta PPP7 Optical Activity, England)
tayin edildi (Junk ve Pancoast, 1973). Polarize 15181 ¢evirme agisi olan a-rotasyon degeri
salg1 ballari ile ¢igek ballarinin ayirt edilmesini saglamaktadir. Cigek ballar1 negatif, salgi
ballar1 pozitif degere sahiptir (White, 1989). Cicek bali oldugu bilinen piiren balinda 10
numunenin optik ¢evirme agis1 negatif degerler olarak elde edilirken, 3 numunenin gevirme
acis1 pozitif olarak bulunmustur. Sonuglar Tablo 17°deki gibidir. Mugla ili florasina ait

piiren ballarinda optik rotasyon degeri -0,15 ile +4,11 arasinda degisim gostermektedir.

3.1.3. Nem Analiz Sonucu

Ballarin nem igerigi, standart referans metot (TS 3036, 2002) ile refraktometre
(Atago, Germany) kullanilarak balin kirilma indisinden faydalanilarak % nem igerigi ve %
Briks degerleri olarak belirlendi. Elde edilen degerler Tablo 17°de gosterilmistir. Nem;
ballarin raf Omiirlerinin belirlenmesinde olduk¢a Onemli olup yiiksek nem balin
olgunlagsmadigin1 (erken hasat edildigini) gostermekle beraber fermantasyon olmasina,
dolayisiyla erken bozunmasina ve ayni zamanda kristalizasyona neden olmaktadir. Yani
nem miktar1 balin toplandig1 bolgenin cografik dzelliklerine, hasat zamanina ve bigimine
gore de degisim gosterir (Oddo ve Piro 2004; Bogdanov vd., 2004). Tiirk gida kodeksine
(TSE) gore balda nem igerigi ¢icek ve salgt balinda en fazla % 20 olmalidir. Bu ¢alismada
kullanilan piiren ballarinin nem igerigi % 13,33-20,10 arasinda oldugu refraktometre ile
briksi okunup nemi hesaplanmistir. Standartlar ballara ait istisnalarin oldugunu belirtirken
cicek ballarindan piiren balinda bu degerin en fazla % 23’e kadar ¢ikabilecegini ifade

etmistir (TSE).
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3.1.4. Elektriksel iletkenlik Analiz Sonucu

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi tagima yetenegidir. Ballarin
elektriksel iletkenligi balin mineral madde igerigine dayanmaktadir (Andrade vd., 1997a).
Bal standartlarina gore ballarda elektriksel iletkenlik degeri ¢igek bali ve firincilik balinda
0,8 milisiemens/cm’den fazla olmamalidir. Calismamizda kullanilan piiren ballarinin
elektriksel iletkenlik  degerleri 0,557-1,792 milisiemens/cm arasinda degisim
gostermektedir (Tablo 17).

3.1.5. pH Sonucu

Balin pH degeri degisik sartlar altinda 3,4 ile 5,5 arasinda degismekle birlikte
ortalama olarak 3.9°dur. Piiren ballar1 igin Olgiilen pH degerleri 3,70-5,21 arasindadir.
Sonuglar Tablo 17°deki gibidir.

3.1.6. Renk Analiz Sonucu

Balin rengi 6nemli bir fiziksel parametre olup bitki florasindan, mineral madde
miktarindan, icerdigi vitamin, pigment ve fenolik madde miktarinda ve 1sil islem
etkisinden, balin uzun siire bekletilmesinden, i¢erdigi HMF miktarindan etkilenmektedir.
Klorofil, karoten, ksantofil tiirii bilesenler sari-yesil renk verirler (Ulusoy ve Kolayli,
2013). Bal numunelerinin rengi, Hunter (L, a, b) renk &l¢iim sisteminde Konica Minolta
cihaz1 ile Olgiildi. Bal numunesi kiivete konulmadan oOnce, 45°C sicakliktaki su
banyosunda 30 dakika 1sitildi (Anupama vd., 2003). Bu islemin amaci seker kristallerini
¢oziindiirmek ve balin viskozitesi diisiirmektir. U¢ okuma degerinin ortalamasi alinarak
renk degerleri belirlendi. Elde edilen degerler Tablo 17°de verilmektedir. Hunter metounda
L,a,b renk degerleri: L, koyuluk/agiklik ( 0: siyah; 100:beyaz); a (-a, yesillik; +a,
kirmizilik); ve b (-b, mavilik; +b, sarilik) olarak ifade edilmektedir (Yildiz ve Alpaslan
2011). Tablo 17°de verilen L degerlerine bakildiginda en diisiik L degerinin Bal 7 oldugu
(en koyu renkli bal) en yiiksek L degerinin Bal 5 oldugu (en agik renkli bal) goriilmektedir.
a degeri balin kirmizilik karakterini ortaya koyarken hem koyu renkli ballarda hem de agik
renkli ballarda a degerinin yaklasik degerler oldugu bulundu. b degeri balin sarilik



38

karakterini ortaya koyarken acik renkli ballarinin b degerinin yiiksek (sarilik karakteri

fazla) oldugu bulundu. Ballarin renklerinin koyuluklar: arttikga ballarin monofloral
karakteri de artmaktadir (Can, 2014).
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3.2. Kimyasal Tayin Sonuclar1

3.2.1. Diastaz Aktivite Sonucu

Ballarin tazeligi ve 1sil islemlerden gecip gegmedigini test etmede kullanilan ve
karbohidratlarin sindiriminden sorumlu olan enzim diastazdir (Bogdanov 2004). Diastaz
enzimi arinin midesinden bala gegmektedir ve bala 1s1l islem uygulandiginda enzim yiiksek
sicaklikta denatiire olabilmektedir. Diastaz enzimi bitkinin kaynagina bagl olarak ballarda
farkli diizeylerde bulunmakla birlikte, diastaz aktivitesinin beklenen diizeyin altinda
¢ikmasinin iki temel nedeni vardir; bal 1s1l islem gormiistiir veya zamani ge¢mis bir baldir.
Genel olarak sicak iklim kusaklarindaki ballarin diastaz aktiviteleri diisiik olmaktadir (La
Grange ve Sanders 1988). Avrupa Birligi direktifleri ve Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi
(Anonymous 2002)’ne goére balin diastaz aktivitesi, 8 birim diizeyinden daha az
olmamalidir. Yapilan ¢alismadaki ballarin diastaz aktiviteleri Tablo 18’de verilmektedir.
Piiren ballarinin diisiik diastaz aktivitesine sahip oldugu 7,06-14,99 DU arasinda oldugu

bulundu.

3.2.2. HMF Analiz Sonucu

HMF (5-hidroksimetilfurfural); sekerler ile aminoasitler gibi yapisinda amin grubu
iceren biyomolekiiller arasinda gerceklesen Maillard reaksiyonlar: iirlinlerinden biridir.
Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarin bir triinidir ve gidalarda seker ve
proteinlerin kondensasyon reaksiyonu sonucu olusmaktadir. Balda HMF miktar1 diastaz
aktivitesinde oldugu gibi balin tazeligi ve 1si1l isleme maruz kalip kalmadiginin bir
indikatorii olarak da kullanilmaktadir. HMF degerinin diisiik ¢ikmasi balin tazeliginin bir
gostergesidir. Kristalize olmus balin 1s1l islem sonucu ¢oziindiiriilmesiyle de HMF artis
gostermektedir. Ballardaki HMF miktar1 zaman ve sicakliga bagli oldugu gibi pH, nem,
indirgen seker orani, botanik 6zellik gibi gesitli faktorlerden de etkilenmektedir. (Can,
2014). Mevcut calismada ballarin HMF miktar1 RP-HPLC metodu kullanilarak tayin
edildi. HMF su ile degisik konsantrasyonlarda hazirlanarak kalibrasyon egrisi ¢izildi ve
285’nm de dedeksiyon yapildi (Jeuring vd., 1980). Tablo 18’de piiren ballarinin HMF
sonuglarinin 2,97-28,50 mg/kg arasinda oldugu gdsterilmistir.
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Tablo 18. Bal 6rneklerin diastaz, HMF ve prolin degeri sonuglari

Numune Diastaz HMF Prolin
Aktivitesi (DU) mg/kg mg/kg
Bal 1 73040,10 24264153 875,819+11,105
Bal 2 8.000,06 22.6340.16 807,963+16,790
Bal 3 8.7141.10 17.6047.26 694,063+15,134
Bal 4 8,040,09 18,7242,63  489,655+6,789
Bal 5 12,31+0,10 6,31+2,53 1220,16+10,61
Bal 6 7,06+0,03 27,70+£1,37 1393,46+16,21
Bal 7 7,18+0,06 28,50+1,60 1174,18+26,7
Bal 8 10,82+0,01 9,204+2,22 956,85+15,88
Bal 9 12,26+0,07 6,40+3,01 818,42420,69
Bal 10 14,99+0,04 2,97+0,12 730,32+19,82
Bal 11 11,81+0,11 7,10+£0,76 856,17+2,42
Bal 12 10,24+0,06 10,40+0,53 1086,89+20,69
Bal 13 10,02+0,01 11,20+1,24 612,87+26,29

3.2.3. Prolin Tayini Sonucu

Tayin prolinin ninhidrin ile renkli kompleks olusturmasina dayanan bu
spektrofotometrik metotta prolin igerigi, prolinin standart olarak kullanildigi ¢aligma
grafigi (Sekil 2) yardimiyla gerekli katsayilarla ¢arpilarak mg/kg cinsinden hesaplandi.
Ballarin prolin degerleri Tablo 18’de verilmistir. Ballarin prolin degerleri 489,65 mg/kg ile

1393,46 mg/kg arasinda degisim gostermektedir.
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0.400 - Prolin Kalibrasyon Grafigi

y = 5.5019x + 0.0242
R? = 0.9966

0.000 T T T !
0 0.02 0.04 0.06 0.08

Konsantrasyon (mg/mL)

Abs (510nm)
o
N
o
o

Sekil 2. Prolin standart ¢alisma grafigi
3.2.4. HPLC-RI Dedektorii ile Seker Tayini Sonucu

HPLC’de refraktif indeks dedektor (RID) ile 10 farkli seker (riboz, ksiloz, arabinoz,
fruktoz, glukoz, sukroz, maltoz, trehaloz, melebioz, melesitoz) tayin edildi. Bu yontemin
esasi, filtre edilmis seyreltik bal ¢ozeltisinin seker igeriginin RI-dedektor ile HPLC’de
tayinine dayanmaktadir. Gelis zamanlarina gore pikler belirlenmektedir (Can, 2014).
Cihazin kalibrasyonu i¢in on adet sekerin standart ¢ozeltileri hazirlandi. Standart ¢ozeltileri
0.45 pum filtreden gegirilip viallere alindi. Bu standart ¢ozeltileri HPLC cihazinda RI-
dedektoriinde okutularak gelis zamanlarina gore kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Lineer
Ol¢iim araliginda olusturulan kalibrasyon grafigin denklem verisinden ve asagidaki

formiilden yararlanarak LOD ve LOQ hesapland: (Tablo 19).

Tayin Limiti (LOD) = 3,3><(SFD)

Olgiim Limiti (LOQ) = 10x (%)

SD = Kalibrasyon egrisinin en diisiik seviyesindeki standart Sapma

m= Kalibrasyon egrisinin egimi
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Tablo 19. Seker standartlarinin validasyonu (LOD ve LOQ) degerleri

%RSD %RSD

No RTort Bilesen R? (Alkonma (Alan) LOD LOQ
Zamani)
1 2,88 Riboz 0,999 0,348 5168 0,355 1,075
2 3,42 Arabinoz 0,996 0,131 3,133 0,145 0,440
3 3,63 Fruktoz 1,000 0,113 1,056 1,254 3,800
4 4,03 Glukoz 0,999 0,128 5918 0,390 1,182
5 4,17 Galaktoz 0,999 0,433 1930 0,678 2,054
6 5,39 Sukroz 0,999 0,076 1,534 1,680 5,090
7 6,18 Maltoz 0,999 0,066 3,840 1,460 4,425
8 6,79 Teraloz 1,000 0,060 2,458 0,189 0,574
9 7,82 Melibioz 1,000 0,052 2,460 2,317 7,022
10 8,85 Melezitoz 0,994 0,058 3,649 2,019 6,119

Tablo 19°da goriildiigii gibi alikonma zamanlarinin yiizde bagil standart sapmasi en
yiiksek ksiloz (0,433) ve riboz (0,348) sekerlerinde elde edildi. Diger seker bilesenlerin %
RSD degerleri daha diisiik yani tekrarlanabilirlikleri daha yiiksek bulundu. Pik alanlarinin
% RSD degerleri riboz ve glukozun 5’in istiinde iken diger sekerlerinki 5’ten kiigiik
bulundu. Tekrarlanabilirler, seker bilesenleri bal ekstraktlarinda analizleri i¢in genel olarak
uygun araliktadir. RID ile seker standartlarinin kromatogrami Sekil 3’teki gibidir. Calisan
ballarda 10 tane standart sekerle ¢alisilmis olup major monosakkarit olarak fruktoz ve
glukoz sekerleri tespit edilirken diger sekerlerden az miktarda degisik oranlarda bulundu.

Sonuglar Tablo 20°deki gibidir. F/G orani en yliksek ¢ikan numune Bal 4 tiir.

mAU|

34 6
12 f 78 9 10

t(dakika).

Sekil 3. RID ile seker standartlarinin kromatogrami. (1) Riboz, (2) Arabinoz (3) Fruktoz,
(4) Glukoz, (5) Galaktoz, (6) Sukroz, (7) Maltoz (8) Teraloz, (9) Melebioz, (10)
Melezitoz.
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3.2.5. HPLC-UV ile Fenolik Bilesenlerin Tayini Sonucu

3.2.6. Ballarin Fenolik Bilesen Sonuclari

13 fenolik bilesenle gergeklestirilen piiren bali 6rneklerinin analizinde tiim ballarda

bulunan bilesenler p-OH benzoik asit, protokatekuik asit, kafeik asit ve p-kumarik asittir.

Gallik asit, katesin, vanilik asit, siringik asit, epikatesin, ferulik asit, rutin, luteolin ise

higbir bal 6rneginde tespit edilemedi. Ballarin fenolik bilesen sonuclari Tablo 22’deki

gibidir. Piiren bali fenolik bilesimi zengin bir bal olup protokatekuik asit,

p_

hidroksibenzoik asit, kafeik asit ve p-kumarik asit bakimindan zengin bir bal olarak tespit

edildi (Tablo 22) Major fenolik bilesenlerin protokatekuik asit ve p-hidroksibenzoik asit

oldugu tespit edildi. Tablo 21°de RP-HPLC-UV fenolik bilesen validasyon parametreleri

verildi.

Tablo 21. RP-HPLC-UV fenolik bilesen validasyon parametreleri

%RSD % RSD
No Bilesenler R? (Ahkonma (Alan) LOD LOQ
Zamani)
1 Gallik Asit 0,998 0,346 3,540 0,052 0,158
2  Protokatekuik Asit 0,999 0,556 1,893 0,042 0,129
3  p-OH Benzoik Asit 0,998 0,476 1,600 0,036 0,109
4  Katesin 0,998 0,611 8,476 0,179 0,543
5  Vanilik Asit 0,998 0,320 5,359 0,111 0,336
6  Kaffeik Asit 0,999 0,389 4,039 0,062 0,187
7  Siringik Asit 0,996 0,237 2,430 0,038 0,151
8  Epikatesin 0,990 0,364 5,276 0,157 0,476
9  p-Kumarik Asit 1,000 0,349 0,727 0,016 0,050
10 Ferulik Asit 0,999 0,297 3,463 0,061 0,184
11 Rutin 0,998 0,248 4,409 0,083 0,251
12 t-Sinnamik Asit 0,991 0,221 0,836 0,018 0,055
13 Luteolin 0,995 0,259 8,666 0,073 0,221
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Tablo 22. RP-HPLC-UYV ile bal 6rneklerinin fenolik bilesen sonuglari

Standartlar

Bal 1 Bal 2 Bal 3 Bal 4

Gallik Asit t.e. te. te. te.
Protokatekuik Asit 0,90 0,26 0,83 53,26
p-OH benzoik Asit 8,52 1,36 8,23 10,90
Katesin te. t.e. t.e. t.e.
Vanilik Asit te. te. t.e. t.e.
Kafeik Asit 1,70 0,36 1,35 t.e.
Siringik Asit t.e. t.e. t.e. t.e.
Epikatesin te. te. t.e. t.e.
p-Kumarik Asit 4,51 3,31 4,02 1,50
Ferulik Asit te. te. t.e. t.e.
Rutin t.e. te. te. te.
t-Cinnamic Acid 0,23 1,20 0,12 te.
Luteolin t.e. te. te. te.

t.e.: Tespit edilemedi.

3.3. Antioksidan Sonuglari

3.3.1. Toplam Fenolik Madde Testi Sonucu

Analizler i¢in bal 6rnekleri metanolik ekstraklar1 hazirlanarak toplam fenolik madde
miktart gallik asit standardina gore tayin edildi. Elde edilen 760 nm’deki absorbans
degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak sekilde bir standart
calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart c¢aligma grafiginde absorbans
konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y=1,4876x+0,0902 olarak
tespit edildi (Sekil 4). Hazirlanan standart calisma grafigi kullanilarak oncelikle 1 g balin
icerdigi mg cinsinden toplam fenolik madde miktar1 belirlendi. Ballarin toplam fenolik
madde miktarlar1 Tablo 23’teki gibidir. Sonrasinda numunelerdeki toplam fenolik madde
miktar1 20,55-62,03 mg GAE/100 g bal oldugu hesaplandi ve en yiiksek deger Bal 7

numunesinde tespit edildi.
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Sekil 4. Toplam fenolik madde kalibrasyon grafigi

3.3.2. Toplam Flavonoid Madde Testi Sonucu

Metanolik olarak hazirlanmis olan bal 6rnekleri toplam flavonoid madde miktarlar
kuersetin standardina gore hesaplandi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart
kuersetin ¢ozeltileri yardimiyla toplam flavonoid madde miktarlari tayin edildi. Elde edilen
415 nm’deki absorbans degerleri y-ckseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde
olacak sekilde bir standart calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen dogru denklemi
y=8,1289x-0,0273 olarak tespit edilip (Sekil 5), bu denklemden faydalanilarak 1 g balin
mg quersetin cinsinden toplam flavanoid madde miktar1 hesaplandi. Toplam flavonoid
madde miktar1 ballarda 0,58-7,29 mg QE/100 g numune olarak hesaplandi. En yiiksek
degerin Bal 13 oldugu tespit edildi. Sonuglar Tablo 23’teki gibidir.

2.5 - Toplam Flavonoid Kalibrasyon Grafigi
2.0

E 15 -

=t

g 10- y = 8.1289x - 0.0273

a 4 R2=0.9954

-&2 0.5
0.0 T T )
05 0.1 0.2 0.3

' Kuersetin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 5. Toplam flavonoid madde kalibrasyon grafigi



48

3.3.3. Toplam Tanen Testi Sonucu

Metanolik olarak hazirlanmis olan bal ve polen 6rnekleri toplam tanen miktarlar
katesin standardina gore hesaplandi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart
katesin ¢ozeltileri yardimiyla toplam tanen miktarlari tayin edildi. Elde edilen 500nm’deki
absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak sekilde bir
standart ¢alisma grafigi hazirlandi. Elde edilen dogru denklemi y=0,2823x+0,0023 olarak
tespit edilip (Sekil 6), bu denklemden faydalanilarak 1 g balin mg katesin cinsinden toplam
tanen miktar1 hesaplandi. Sonrasinda toplam tanen miktari ballarda 1,99-8,03 mg KE/100 g
bal olarak hesaplandi. En yiiksek degerin Bal 4’te oldugu tespit edildi. Sonuglar Tablo
23’teki gibidir.

03 1 Toplam Tanen Kalibrasyon Gr#figi
~—~~ 0.3 T
S
S§02
B 0.2 -
£ 0.1 - y =0.2823x + 0.0023
<1 - R?=0.9999
0.0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Katesin Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 6. Toplam tanen kalibrasyon grafigi.

3.3.4. FRAP Testi Sonucu

Bu yontem ile 1 mmol.L* Troloks® esdegeri, demir (III) indirgeme yetenegine sahip
antioksidanlarin ~ konsantrasyonu  belirlenir.  Kalibrasyon i¢in  Troloks®un farkl
konsantrasyonlar1 kullanilarak olusturulan standart c¢alisma grafigi asagida verilmektedir
(Sekil 7). Ballarin FRAP sonuglar1 Tablo 23’teki gibidir. Ballar i¢in FRAP degeri 89,52-
602,08 umolTroloks/100g bal arasinda oldugu hesaplandi. Ballardan en yiiksek degere sahip

numunenin Bal 7 oldugu tespit edildi.
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Sekil 7. FRAP kalibrasyon grafigi

Tablo 23. Toplam polifenol, toplam flavonoid, toplam tanen, FRAP ve DPPH testleri sonucu

TP TF TT
Numune (mg (mg (mg FRAP (umol DPPH-SCso
Ismi GAE/100g QE/100g KE/100g  Troloks/100g)  (mg/mL)
numune) numune) numune)
Bal 1 31,1620,11 0,97+0,00 5,61£0,47 145204124  49,12+0,00
Bal 2 27,68+1,83 0,83+0,02 6,11+0,28  129,17+0,62  50,38+2,18
Bal 3 34,77+0,88 1,54+0,03 5,97+1,07 189,48+2,08 28,27+0,67
Bal 4 43,27+0,16 1,08+0,02 8,03+0,20  201,80+1,21 32,15+0,58
Bal 5 44,07+0,29 0,58+0,04 3,65+0,13 127,55+0,37 66,37+1,82
Bal 6 27,59+0,37 3,02+0,02 8,03+0,38  212,27+£2,92 49,12+0,35
Bal 7 62,03+0,74 530+0,03  4,84+0,50  602,08+7,71  12,22+0,10
Bal 8 34,06+0,85 6,24+0,11 3,54+0,15 151,56+1,29 55,84+2,55
Bal 9 21,40+0,69 4,72+0,12 2,22+0,18 105,65+1,18 76,41+0,00
Bal 10 20,55+0,44 3,83+0,12 1,99+0,54 89,52+1,78 85,56+0,00
Bal 11 28,13+0,95 5,31+0,18 2,89+0,00 159,86+0,57 45,85+0,00
Bal 12 25,98+0,81 6,72+0,05 3,45+0,29 117,86+1,08 76,41+0,00
Bal 13 41,83+0,43 7,29+0,06 4,07+0,26 320,98+1,88 22,44+0,83

Std. Troloks
0,005+0,0001
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3.3.5. DPPH?* Testi Sonucu

DPPH*® radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), temizleme aktivitesi tayininde ¢ok
yaygin olarak kullanilmaktadir. x-ekseninde artan numune konsantrasyonuna karsi y-
ekseninde azalan absorbans degerleri grafige gecirildi ve bu grafikten faydalanilarak
maksimum absorbansin yarisina denk gelen numune konsantrasyonu SCso degeri olarak
ifade edildi. Antioksidan aktiviteye bakilirken numunelerle Troloks® un SCso degerlerleri
karsilastirilmistir. DPPH® radikali temizleme aktivitesi tayininde kiigiik SCso degeri yliksek
radikal temizleme kapasitesini gostermektedir. Ballarin SCsp degerlerinin 12,22-85,56
mg/mL arasinda degisim gosterdigi hesaplandi. Sonuglara gore en yiliksek radikal

temizleme aktivitesine sahip bal numunesi Bal 7’dir (Tablo 23).

Tablo 24. Korelasyon tablosu

RENK (L) TP FRAP DPPH
RENK(L) Pearson Correlation 1 -0,497(**) -0,639(**) 0,662(**)
Sig. (2-y6n) 0,001 0,000 0,000
N 39 39 39 39
TP Pearson Correlation  -0,497(**) 1 0,836(**) -0,748(**)
Sig. (2-y6n) 0,001 0,000 0,000
N 39 39 39 39
FRAP Pearson Correlation  -0,639(**)  0,836(**) 1 -0,775(*%)
Sig. (2-y6n) 0,000 0,000 0,000
N 39 39 39 39
DPPH Pearson Correlation 0,662(**) -0,748(**)  -0,775(**) 1
Sig. (2-y6n) 0,000 0,000 0,000
N 39 39 39 39

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Bu ¢alismada renk(L), toplam fenolik madde miktari, FRAP, DPPH, testleri arasinda
korelasyon olup olmadigina bakildi. Istatistiksel analiz sonucu hepsinde anlaml
korelasyonlar oldugu goriildii. Renk (L) degeri ve DPPH radikalini temizleme aktivitesi ile
toplam fenolik madde miktar1 ve FRAP testleri arasinda anlamli negatif korelasyonlar
oldugu goriildii. Renk koyulastikga (L degeri azaldik¢a) polifenolik igerigin arttigi, Fe'
indirgeme yeteneginin de arttigi sonucuna (negatif korelasyon)varildi. Buna ek olarak
rengin koyulagsmasiyla DPPH radikalinin temizlenmesi pozitif korelasyon gosterdi (Tablo
24).
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3.4. Antimikrobiyal Analiz Sonuclari

Baldaki antimikrobiyal aktivitesi onun asitligine, pH’sina, osmotik basincina, glukoz
oksidaz araciligiyla enzimatik olarak hidrojen peroksit liretimine baghdir. Buna ek olarak
aromatik asitler veya fenolik bilesenler, antimikrobiyal aktiviteye biitiin olarak katkida
bulunabilir. Sonuglar Tablo 25’teki gibidir. Piiren balinin hem gram (-) hem de gram (+)

bakterilere karsi etkin oldugu, mayalara kars1 ise aktivitesinin olmadig: tespit edildi.

Tablo 25. Bal 6rneklerinin antimikrobiyal aktivite sonucu

Gram (-) Gram (+) Maya
Numune E.c. P.a. S.a. B.s. Ca. C.k.

z¢ mik z¢ mik z¢ mik z¢ mik z¢ mik z¢ mik
Bal 1 15 18 15 1/16 19 1/16 16 1/8 te. te. te. te.
Bal 4 13 18 15 1/16 17 1/8 15 1/8 te. te te te.

E.c. Escherichia coli B.s. Bacillus subtilis S.a. Staphylococcus aureus P.a. Pseudomonas
aeruginosa C.a. Candida albicans, C.k. Candida krusei.

t.e.: Tespit edilemedi (Bu suslarda inhibisyon ve zon ¢ap1 olusmadi.)

MIK: Mikroorganizmanin iiremesinin engellendigi en diisiik konsantrasyondur.

(seyreltme orani): Ornegin; MIK’i 1/8 olarak rapor edilen bir 6rnek 1/8 seyreltildiginde adi
gecen mikroorganizmayi inhibe etmis demektir.

Yorum olarak en iyi antibakteriyel 6zellik saglayan numune i¢in MIK degerinin en
diisiik, inhibisyon zonunun ise en biiyiikk olmasi gerekir. Yani Bal 1 numunesi tiim
bakteriler i¢in Bal 4 numunesinden daha iyi antibakteriyel 6zellik gdstermistir. Bu sonug
incelenen Bal 1 numunesinde bulunan antibakteriyel bilesiklerin etkisinin daha fazla
oldugunu gosterir. Ayrica iki bal numunesi de mayalara kars1 etki gostermemistir. Sekil 8

ve Sekil 9°da metodlara ait gorseller bulunmaktadir.
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Sekil 8. Gram negatif ve gram pozitif bakterilere kars1 disk difiizyon metodu

Sekil 9. Mayalara karsi disk diflizyon metodu



4. TARTISMA

Insanoglu icin 6nemli bir besin kaynagi olan balin fiziksel, kimyasal ve biyoaktif
Ozellikleri cografik konum ve floranin farklilasmasiyla degismektedir (Izhar-ul-Haq vd.,
2010). Balin insan sagligin1 korumadaki rolii onun saflig1 ve bilesimi ile yakindan iligkili
olup tretildigi bolgenin cografik 6zellikleri, bitki florasi, hasat zamani ve tliretim sekli gibi
pek cok faktdre bagl olarak degisim gostermektedir (Ozbalc1, 2013).

Piiren bali Tiirkiye’de o6zellikle Akdeniz, Ege ve Mugla yoresine ait otantik koyu
renkli bir bal olup ¢ok degerli goriilmekte ve yore halki tarafindan sifa kaynagi oldugu
disiiniilmektedir. Ancak iilkemizde bilimsel ¢evrelerce ve halk arasinda ¢ok fazla
bilinmeyen bu bal literatiirde 6zellikle Avrupa’da ¢ok iyi bir yere sahiptir. Piiren balinin
ozellikle Avrupa’da terapdtik kullanimryla ilgili timit verici veriler bulunmaktadir.

Avrupa’da cok tercih edilen kaliteli bir bal tiirli olmasi, literatiire oldukg¢a fazla konu
olmasia ragmen, Tiirkiye florasina ait piiren ballari ile ilgili yapilan genis kapsamli bir
arastirmanin bulunmayisi, bu balin yaygin olarak iiretimi yapilabilecek alanlarda bile
tiretiminin yapilmamasi1 ve ¢ok fazla yaygin tiiketilen bir bal olmamasi, bu alanda ki
literatlir boslugunu kismen de olsa doldurulmasi amaciyla Tiirkiye florasina ait olan pliren
balinin karakterizasyonu i¢in bu tez calismasi yapilmistir.

Balin saflig1 gida kodekslerine (TSE vb.) gore fiziksel olarak; su igerigi, iletkenlik,
asitlik, pH, renk degeri, kimyasal olarak; seker oranlar1, (%C4/C13), prolin miktari, diastaz
aktivitesi, hidroksimetilfurfural degeri ve ¢oziinmeyen maddeler gibi kriterler kullanilarak
belirlenmektedir (Molina, 1989; White, 1978). Bu kriterlerle balin fiziksel ve kimyasal
ozellikleriyle beraber saflig1 ve dogalligi da ortaya ¢ikarilmaktadir.

Bu c¢aligmada 2014 ve 2015 yilina ait olmak iizere toplam 13 piiren bali kullanildi.
Ballarda fiziksel parametrelerden; polen analizi, optik ¢evirme agisi, %nem, %Briks,
elektriksel iletkenlik, pH, renk degeri, kimyasal parametrelerden; diastaz, HMF (hidroksi

metil furfural), prolin, seker, igerigi ol¢iildii.
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Piiren ballar1 aricilardan kendi beyanlar1 dogrultusunda monofloral bal olarak toplandi.
Yapilan polen analizleri sonucu ballarin bir kismi monofloral olarak tespit edilirken bir
kisminin da ¢ok diisiik polen yiizdesine sahip oldugu bulundu. Calisilan tiim piiren ballarinin
polen sayim sonuglar1 Tablo 7°de yer almaktadir. Tiim testler polen yilizdesi %45’ten yiiksek
ballarda yapildi. Polen analizi sonucunda ballarin polen ylizdesinin %45-%90 araliginda
oldugu tespit edildi. Boylece tezde c¢alisilan ballart monofloral bal ve piiren bali olarak iki
sekilde de adlandirabiliriz. Numunelerde polen yiizdesi siralamas1 Bal 4> Bal 8= Bal 7> Bal
1>Bal 9> Bal 13= Bal 2> Bal 5> Bal10= Bal 5> Bal 11> Bal 3= Bal 6= Bal 2 seklindedir.

Optik rotasyon metodu ile salgi ballarinin optik ¢evirme agis1 saga (+) iken, cigcek
ballarin ki ise sola (-) ydnelmektedir (Junk ve Pancoast, 1973). Orneklerin optik ¢evirme agis1
polarimetre cihazi kullanilarak (Beta PPP7 Optical Activity, England) tayin edildi. Balda
ayrica optik rotasyona sebebiyet verebilecek olan proteinlerin ¢6kmesi Carrez I-lI
reaktifleriyle saglandi ve 6lgiim bu sekilde yapildi. Olgiilen piiren ballarinin 10 tanesinin
negatif degerde oldugu yani optik c¢evirme agisinin sola yoneldigi; 3 tanesinin de pozitif
degerde oldugu yani optik ¢evirme agisinin saga yoneldigi belirlendi. Cavrar vd., (2013) farkl
kalitede Tiirk ballarinin fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerinin karsilastirilmasi ¢alismasinda
cicek, kestane gibi ¢igek ballarinin optik rotasyonlarinin negatif oldugunu tespit etmislerdir.
Mevcut c¢aligmadaki piiren ballarindan 10 tanesinin optik rotasyon degerlerinin literatiirle
uyumlu oldugu ve -0,15 ile 2,27 arasinda oldugu bulunmustur (Tablo 16). Calisilan ballardan
ticlinlinse pozitif degerde oldugu ve +0,52 ile +4,11 arasinda oldugu bulunmustur.

Piiren bitkisi cam agag¢larinin altinda yetisen maki tiirii bir bitkidir ve arilar bal nektarini
toplarken camdan ve pilirenden ayni1 anda nektar toplayabilmektedir. Bu sebeple balda piiren
cicegi polen yiizdesi yiiksek cikabilirken, bir yandan da nektar ¢am salgisindan da toplamis
olabilir. Yani ar1 hem piiren ¢icegine konmus hem de ¢camdan salgi toplamis olabileceginden
+ deger bulunmus olabilir.

Nem tayini balin kirilma indisinden faydalanarak refraktometre (Atago, Germany) ile
olgiildii. % nem degerlerinden de % Briks (% kuru madde) degerleri hesaplandi. Yiiksek nem
iceriginin mikrobiyal bozunmaya ve de kristalizasyona neden oldugu bilinmektedir (Tosi vd.,
2002). Su miktar1 balin toplandig1 bolgenin cografik 6zelliklerine ve hasat zamani ve bigimine
gore de degisim gosterir (Oddo ve Piro, 2004; Bogdanov vd., 2004). Erken hasat edilen balda
olgunlagsma tam ger¢eklesemediginden balin nemi yiiksek bulunur. Tiirk gida kodeksinde
(TGK) gore ¢icek ve salg1 balinda nem igerigi en fazla % 20 olmalidir. Portekiz bolgesine ait
monofloral ballarin fiziksel 6zellikleri ¢aligmasinda kullanilan piiren balinin nem igerigini %

17,8-20,6 bulunmustur (Alves vd., 2013). Can vd., (2015)’in monofloral ballarla yaptig
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caligmada ise bes tane piiren balinin nem igeriginin ortalamasim % 20,86 olarak tespit
etmislerdir. Mevcut calismada da ¢igek bali olan piiren ballarinin nem igerigi Tirk Gida
Kodeksi ile uyum igerisinde olup ballarin nem igerikleri % 13,33-20,10 arasinda degisim
gostermektedir (Tablo 17).

Balda elektriksel iletkenlik esas olarak balin mineral madde igeriginden
kaynaklanmaktadir (Andrade vd., 1997) Bal standartlarina gore ballarda elektriksel iletkenlik
degeri ¢icek bali ve firincilik balinda 0,8 mikrosiemens/cm’den fazla olmamalidir. Mevcut
calismadaki ballarin elektriksel iletkenlik degerleri 0,557-1,792 mikrosiemens/cm arasinda
olup degerler Tablo 17°deki gibidir. Piiren ballarinin elektriksel iletkenlik degerleri 0,8 milli
Siemens/cm’nin {izerinde bulundu. Koyu renkli ballardan olan bu ballarin yiiksek elektriksel
iletkenlik degerleri yapilarinda yer alan yiiksek mineral madde ve fenolik madde miktarindan
kaynaklandigi literatiirde ileri siiriilmektedir (Can, 2015).

Mevcut calismadaki pH degeri piiren bali i¢in 3,70-5,21 arasinda Ol¢iilmiistiir. Balin pH
degeri degisik sartlar altinda 3,4 ile 5,5 arasinda degismekle birlikte ortalama olarak 3.9'dur
(Aydin vd., 2008; Kahraman vd., 2010). Balin pH’s1 iyonize asitlere ve mineral maddelere
baglidir. Serbest asitlik lezzete katkida bulunur, mikroorganizmalara kars1 dayaniklilik saglar,
kimyasal reaksiyonlari, antibakteriyel ve antioksidan Ozelligi arttirir ayrica balin kaynagi
hakkinda bazi bilgiler verir (Cavia vd., 2007). Ancak serbest asitlerin artig1 balda
fermentasyonun gostergesi de sayilmaktadir. Ciinkii baldaki sekerler ve alkoller baldaki
mayalar tarafindan asetik aside doniistiirilmektedir (Alvarez-Suarez vd., 2010a; Cavia vd.,
2007). Sonug olarak balin pH’sinin literatiirde verilen degerlerle uyum igerisinde oldugu
bulunmustur. Ayrica yiiksek miktarda serbest asitlige ve nem igerigine sahip olan piiren ve
slipiirge otu ballarinin diger ballardan bu 6zellikleriyle ayrildigi belirtilmektedir (Nozal Nalda
vd., 2005).

Balin safligin1 ve dogalligin1 belirleyen diger bir fiziksel 6zelligi de rengidir. Bala renk
veren maddeler sar1 ve yesil rengi meydana getiren klorofil, karoten, ksantofil ve bilesimi
bilinmeyen bitki pigmentleridir (Ulusoy ve Kolayli, 2013). Ballarin renk sonuglar (L, a,
b)Tablo 17°deki gibidir. Ballarin renk degerlerindeki farklilik aroma ve tat gibi 6zellikleri,
iklim, iiretim kosullar1 ve floral kaynagina bagl olarak degisim gdosterir (Anupama vd., 2003).
L, koyuluk/agiklik ( 0: siyah; 100:beyaz); a (-a, yesillik; +a, kirmizilik); ve b (-b, mavilik; +b,
sarilik) olarak ifade edilmektedir Koyu renkli ballarin L degerinin, agik renkli olan ballara
gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Mevcut ¢alismadaki ballarin ortalama L; a; b degerleri,
en agik renkli numunenin Bal 10, en koyu renkli numunenin Bal 7 oldugu tespit edildi.

Kirmizilik karakteri en yiiksek olan numune Bal 4, sarilik karakteri fazla olan (b degeri
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yiiksek) numuneninse en agik renkli bal olan Bal 10 oldugu tespit edilmistir. Piiren balinin
diger ballarla karsilagtirildiginda koyu renkli bir bal oldugu ve L: 46,05 oldugu tespit edilerek
literatiirde verilmistir (Can vd., 2015). Sonugclar literatiirdekiyle uyumludur. Piiren bali gibi
koyu renkli ballarin agik renkli olanlara oranla oldukga yiiksek oranda fenolik bilesen igerdigi
bildirilmektedir (Estevinho vd.,2008; Ferreira vd.,2009). Ballarin renklerinin koyuluklari
arttik¢a ballarin monofloral karakteri de artmaktadir (Can, 2014). Ayrica piiren balinin koyu
renkli bir bal olmasi halk arasinda tercih edilebilirligini de arttirmaktadir.

Balda rengi degistiren diger bir faktér de HMF miktaridir. HMF (hidroksimetil furfural)
nektarin olgunlagmasi sirasinda sekerler ve aminoasitlerin reaksiyonuyla ortaya ¢ikan
Maillard (enzimatik olmayan esmerlesme) reaksiyonunun temel bir {iriiniidiir. Aricilarin
baldaki kristallenmeyi onlemek veya ¢ozmek igin ya da balin peteklerden siiziilmesini
kolaylastirmak i¢in yiliksek sicaklik uygulamalart sonucunda HMF miktarini yiikselir. Bu
esnada balda bulunan diastaz enzimi protein yapili oldugundan sicaklik etkisiyle denatiire olur
ve aktivitesi diiser. Balda bulunan diastaz dogal bir enzim olup, balin cografyasina bitki
orijinine gore bu deger degismektedir (Gomes vd., 2010). Balin orijin farkliligina goére diastaz
aktivitesi ve iletkenligi degisim gostermektedir (Escriche vd., 2011). Ayrica depolama
sicakligt ve siiresine bagli olarak da balin diastaz aktivitesi azalirken HMF miktari
artmaktadir (Tosi, 2002). Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligine gore ballarin HMF degeri 40
mg/kg’dan yiiksek olmamalidir. Ayrica diastaz sayisi da 8’den az olmamalidir. Ancak
narenciye bali gibi yapisinda dogal olarak diisiik miktarda enzim igeren ve dogal olarak HMF
miktar1 15 mg/kg’dan fazla olmayan balda diastaz sayis1 3’den az olamaz. Caligmadaki
ballarin HMF degerleri 2,97-28,50 mg/kg arasinda degisim gostermektedir (Tablo 18).
Yapilan c¢alismada piiren ballarmin HMF degerinin genel olarak standartlara uygun oldugu
tespit edilmistir. Balin iiretildigi bolgenin sicak olmasi ballarin diastaz seviyesinin kismen
diisiik olmasinda bir etken olarak gosterilebilir. Ayrica piiren bali diger ballardan farkli olarak
tazeyken nispeten agik renkli olmakla birlikte, durduk¢a rengi koyulagsmaktadir. Bunun pek
cok sebebi bulunabilir fakat 6zellikle piiren balinda bulunabilen bazi fenolik bilesenlerin
havanin oksijeni ve enzimatik (glukoz oksidaz) ve enzimatik olmayan kararma iirlinleri
meydana getirebilmesi buna sebep olarak gosterilebilmektedir (Can 2014). Ayn1 zamanda
mevcut ¢aligmadaki ballarin diastaz sayis1 (DU) 7,06-14,99 arasinda olup genel olarak
standartlara uygun ve kismen diisiik degerde oldugu bulundu. Balda diastaz aktivitesinin
azalmasi gibi, ¢ok yiiksek diizeyde bulunmasi da istenmeyen bir durumdur. Balda yiiksek
diizeyde diastaz bulunmas1 yiiksek asit olusumuna dolayisiyla fermantasyona yol acabildigi

literatiirde verilmektedir (Crane, 1975).
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Balda bulunan prolin, nektarin bala doniismesi sirasinda temel olarak ar1 tarafindan
bala katilan tek aminoasit olup toplam aminoasitlerinin %50-85’ini olusturmaktadir
(Hermosin vd., 2003). Ar tarafindan bala katilan tek amino asit oldugu i¢in prolin miktari
balin kalitesinin bir gostergesi de olabilir. Calismadaki piiren ballarinin prolin degeri 489,65—
1393,46 mg/kg arasinda bulunmustur. Sonug¢ Tablo 18’deki gibidir. Ancak balda tespit edilen
prolinin nektardan mi aridan mi1 kaynaklandig: tespit edilememistir. Can vd., (2015) yaptig
Tiirkiye florasina ait monofloral ballarin arastirilmas: ¢aligmasinda prolin miktarinin en
yiiksek degerinin piiren balinda oldugunu ve ortalama 845 mg/kg oldugunu tespit etmislerdir.
Mevcut caligmadaki piiren ballarinin bu baglamda literatiirdeki ballardan kismen daha yiiksek
prolin igerigine sahip oldugu goriilmektedir. Prolin degerinin yiiksek ¢ikmasiin diger bir
sebebinin fazla yagisla birlikte arilarin daha ¢ok ugmasi sonucunda olabilecegi
diisiiniilmektedir. 2015 yilinda toplanan piiren ballarinin prolin degerinin daha yiiksek
olmasinin sebebi, yillik yagisa ve mevsime bagli olarak degiskenlik gostermis olabilir. Prolin
miktar1 ayrica balin protein igerigini gostermesi agisinda dnemli bir kriterdir.

Balin kuru agirliginin % 95°ni sekerler olugturmaktadir. Balda genel olarak sekerlerin %
70’1 monosakkarit tiirleri, % 10-15’1 disakkaritler ve geri kalanini ise oligosakkaritler
olusturmaktadir (Ouchemoukh vd., 2010). Caligmada 10 tane standart seker kullanilmustir.
Yapilan c¢alismada tiim bal cesitlerinin fruktoz miktarmin glukoz miktarindan yiiksek
bulunmasi literatiirle uyumludur ( Cavia vd., 2002; De Villers vd., 2004; Can vd., 2015).
Escuredo vd., (2014) monofloral ballarin seker bilesenleri belirlenmesi ¢aligmasinda koyu
renkli ballarinin F/G oram1 0,9-1,4 arasinda oldugunu tespit etmis, F/G oran1 diisiik olan
ballarin daha hizli kristalize oldugunu bildirilmektedir. Fruktoz ve glukoz orani balin tiiriine
gore degisim gostermektedir ve glukoz orani yiiksek ballar oda sicakliginda kristallesmeye
egilimlidir (Cavia vd., 2002). Glukoz oda sicakliginda kristallenmeye meyilli bir bilesik olup
balin kristallenmesinden sorumludur (Anklam, 1998). Calismadaki piiren ballarinin F/G orani
1,28-1,90 arasinda olup bu oranin diger ballardan yiiksek oldugu bulundu (Can, 2015). Balin
ilk ana bileseni fruktozdur. Mevcut calismadaki fruktoz degerleri %29,11-38,23 arasinda
tespit edilmistir. Can vd., (2015) Tiirkiye florasina ait bes piiren balinin ortalama fruktoz
degerini %45,11 olarak bulmustur. Balin ikinci ana bileseni olan glukoz ayni ¢aligmada piiren
ballar1 i¢in ise %25 olarak bulunmustur. Mevcut ¢alismadaki glukoz miktar1 diger bilesenler
gibi nektara bagli olup ballardaki miktarn 20,17-30,18g/100 g arasinda degisim
gostermektedir. Mevcut c¢alismadaki sonuglarla karsilastirildiginda fruktoz miktarlarinin
literatiire gore diisiik oldugu goriilmektedir. Escuredo vd., (2013) piiren ballartyla yaptiklart

caligmada karbohidrat icerigine bakildiginda salg1 ve kestane ballarinin karbohidrat igeriginin
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ptiren balindan oldukca diisiik oldugunu bulmuslardir. Ayn1 zamanda salg1 ballarinin ortalama
fruktoz degeri en diisiikken piiren ballarinin en yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (Escuredo
vd., 2013). Ayrica yapilan ¢aligmada sadece bir tek piiren balinda melezitoz sekeri % 1,99
olarak tespit edilirken diger hi¢bir bal 6rneginde melezitoz sekerine rastlanmadi.

Yukarida bahsedilen kriteler balin sadece safligin1 ve dogalligimi ortaya g¢ikarmada
yardimci olan kriterlerdir. Balin gercek kalitesini yansitmamakta ve balin biyoaktivite
potansiyeli hakkinda bilgi vermemektedir. Balin esas kalitesini belirleyen faktor balin
biyolojik degeri olup bundan sorumlu bilesikler,balda ancak % 1-2 oraninda bulunabilen,
ikincil metabolit iirlinler olarak adlandirilan ¢esitli ugucu bilesenler ve fenolik maddelerdir
(Bogdanov, ve ark., 2004; White, 1979). Balin biyolojik aktivite kriterleri olarak ise basta
antioksidan olmak tizere, antimikrobiyal (bakteriyel, fungal ya da viral), anti-inflamatuar ve
antitimoral Ozellikleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bu 6zelliklerin temelini ise bal arisinin 1rki,
cografi bolgesi ve nektar temin ettigi bitki florasi olusturmaktadir (Molan, 2000).

Bal ve diger ar iiriinlerinde bulunan biyoaktif bilesenler fenolik yapiya sahip ajanlar
olup bunlara polifenoller adi verilmektedir. Bu tiir kalite parametreleri ne Tiirk Gida
Kodeksinde ne de TSE standartlarinda bulunmamaktadir.

Ballarin antioksidan 6zelliklerinden sorumlu bilesenlerin basinda fenolik bilesikler yer
almaktadir (Santos-Buelga vd., 2012). Fenolik maddelerin ¢eside bagli olarak antioksidan
kapasiteyi degistirebilmesine ragmen bir ekstraktin toplam fenolik igerigi ekstraktin
antioksidan aktivitesi ile genellikle uyumluluk gosterir. Bu yiizden pek c¢ok bitki ekstraktinin
antioksidan aktivitesinin ekstraktaki fenolik maddelerden kaynaklandig1 goriisii yaygin olarak
kabul edilmektedir (Schwarz vd, 2001). Balin fenolik igerigi ile antioksidan kapasitesi
arasinda pozitif iligki oldugu pek c¢ok arastirmada ortaya ¢ikartilmistir (Kii¢iik vd., 2007).

Calismada 13 farkli fenolik bilesen standardi kullanarak HPLC-RP-UV ile 280 nm’de
dedeksiyon yapildi. Calismada kullanilan tim piiren ballarinda protokatekuik asit, p-OH
benzoik asit, p-kumarik asit tespit edilirken Bal 4 numunesi haricinde tim numunelerde t-
sinammik asit oldugu tespit edildi. Ancak Bal 4 numunesinin major bileseni olarak
protokatekuik asit 53,26 pg/g olarak bulunmustur.

Sergiel vd. (2014) farkli monofloral ballarin LC-Tandem-MS ile 14 adet fenolik
bilesenden piiren balinin major flavonoidinin kuersetin ve major fenolik asidin p- OH benzoik
asit olarak belirlemistir. Bu ¢alisma verileri ile ¢alismamizdaki piliren bali fenolik
markerlerinin benzer oldugu 4 numuneden 2’sinin major olarak p- OH benzoik asit; 1’inin
major olarak p-kumarik asit; 1’inin de major olarak protokatekuik asit icerdigi One

cikmaktadir.
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Balin klinik 6nemiyle ilgili Feas vd.,(2013)’de yapilan arastirmada balin fenolik igerik
yoniinden zengin oldugu, fenolik bilesenlerin flavonoidler (krisin, pinocembrin, pinobanksin,
kuersetin, kaempferol, luteolin, galangin, apigenin, hesperetin, myrisetin), fenolik asitler
(kafeik, kumarik, ferulik, ellagik, klorojenik) stilbenler, lignanlar, tanenler ve okside
polifenoller oldugunu bildirmektedirler. Mevcut calismadaki fenolik madde sonuglarinda da
Feas vd.,(2013)’le paralel olarak piiren ballarinin fenolik asitlerden kafeik asit, p-kumarik asit
icerdigi tespit edilmistir.

Erica spp. ballarinin ellagik, p-hidroksibenzoik, siringik ve o-kumarik asitle karakterize
edildigi ve 2-Ellagik asit (gallik asitin dimerik tiirevi) ve myrisetin 3’-metil eterin Erica sp
ballarinda floral orjin belirlemede bir markor olabilecegi ifade edilmektedir (Andrade
vd.,1997; Ferreres vd.,1996a). Ayn1 zamanda ayni grubun baska bir ¢alismasinda absisik
asitin pliren bali i¢in floral bir markdr oldugu da ifade edilmektedir (Ferreres vd., 1996b).
Mevcut calismada piiren ballarinda p-hidroksibenzoik asit ve siringik asit bulunmas1 Andrade
vd.,(1997) ve Ferreres vd.,(1996a) ile paralellik gdosterdigi goriilmektedir.

Bu tezde apiteparik bir iirlin olan piiren balinin antioksidan &zellikleri de biyoaktif
ozellik olmasi1 acisindan arastirilmustir. Bitkilerde farkli cesitlerde antioksidanlar mevcut
oldugundan ve her bir antioksidan bileseni tek tek belirlemek olduk¢a ¢ok zor olacagindan bir
kag farkli test kullanilarak piiren ballarinin antioksidan kapasitesi belirlenmistir. Antioksidan
potansiyelini test etmek iizere ballarin metanolik ekstraklari hazirlanarak spektrofotometrik in
vitro antioksidan analizleri i¢in toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik, toplam tanen
miktari, demir indirgeme giicii FRAP, DPPHe radikal temizleme testleri yapildi.

Piiren balinin Folin-Ciocalteu metoduyla belirlenen toplam fenolik madde miktarinin
literatiirdeki fenolik madde miktarlart ile karsilastirildiginda Mugla florasina ait ballarin
20,55-62,03 mgGAE/100 g numune arasinda olup orta derecede fenolik madde miktarina
sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 23). Toplam fenolik madde miktarinin, balin biyolojik
aktivitesinden sorumlu olmasi nedeniyle ¢cok 6nemli oldugu belirtilmektedir (Kiiciik vd.,
2007). Balin antioksidan ve radikal siiplriicii O6zelliginin igerisinde bulunan fenolik
bilesenlerden kaynaklandigini belirtmektedirler (Aljadi ve Kamaruddin, 2004) Estevinho vd.,
(2008) yaptiklar1 ¢caligmada piiren balinin toplam ortalama fenolik icerik degerinin 68,85 mg
GAE/100g numune oldugunu ifade edilmistir. Total fenolik igerik yoniinden bakildiginda
piren balinin (105 mg katesin/100 g bal), polifloral (92 mg katesin/100 g bal) ve biberiye
(44mg katesin/100 g bal) ballarindan daha zengin bir igerige sahip oldugunu bulmuslardir
(Morales ve Haza, 2013). Ayrica piiren bali gibi koyu renkli ballardan acik renkli olanlara
gore oldukca yiiksek oranda fenolik bilesen ekstrakte edildigi de bildirilmektedir (Ferreira
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vd.,2009). Bu durum giinliik hayatta halk arasindaki koyu renkli bal tercihini dogrular
niteliktedir.

Tiirkiye florasina ait monofloral ballardan bes piiren balinin ortalama toplam polifenol
miktarin1 90,64 mgGAE/100 g oldugunu, karisik ¢icek ballarinin ise 29 mgGAE/100 g oldugu
yaymlanmistir (Can, 2015). Fenolik bilesiklerin antioksidan, antimutajenik ve serbest radikal
temizleyici etkilerinin oldugu bildirilmistir (Lee, 2004). Ulkemiz florasina ait piiren ballari
iizerine detayli calisma bulunmazken literatiirde daha ¢ok Balkanlar, Italya, Ispanya, Portekiz,
Slovenya gibi iilkelerde piiren ballarinin yiiksek polifenolik madde miktar1 ve ona bagl
yiiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu bildirilmektedir (Jasicka-Misiak vd., 2012;
Alves vd., 2013). Yapilan caligsmalarda piiren balinin yiiksek fenolik madde icerdigi ve
antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (Castro-Véazquez vd., 2009; Alves
vd., 2013; Jasicka-Misiak vd., 2012).

Calisilan 13 bal numunesinin toplam flavonoid miktar1 0,58-7,29 mg Kuersetin/ 100g
bal arasinda degisim gostermistir. Flavonoidler; antosiyaninler, antosiyanitler, flavonoller,
iso-flavonollar ve flavonlar ile temsil edilen fenolik bilesiklerdir (Moise vd.,2013). Escuredo
vd., (2013) yaptiklar1 calismada salgi bali ve kestane ballarinin flavonoid igerigini yiliksek
bulurken piiren balinin fenolik icerigini daha yiiksek bulmuslardir.

Balin dogal antioksidan 6zelligi ve biyolojik aktivitesi, icerisinde yiiksek oranda
bulunan fenolik asitler ve flavonoidlerden kaynaklanmaktadir (Pyrzynska vd.,2009). Balin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde birgok yontem olup, en yaygin kullanilan ve
caligmada da tercih edilen metotlardan biri de FRAP metodudur. Calisilan tiim piiren bali
numunelerinin Fe*3 indirgeme yetenegine sahip olduklari bulundu. Piiren ballarinin Troloks®
esdegeri antioksidan gii¢ degerleri 89,52-602,08 pmolTroloks®/100g araliginda oldugu tespit
edilmistir. Can vd., (2015) piiren ballarinin antioksidan kapasitesini yine ayni yontem olan
FRAP metoduyla ¢alismis sonucu 135 pmolTroloks®/100g oldugunu bulmustur. Literatiirle
karsilagtirildiginda mevcut calismadaki sonuglarin kismen yiiksek oldugu goériilmektedir.

DPPHe radikalini siipiirme testi, ¢esitli dogal iirlinlerin serbest radikal silipiirme
yeteneginin Ol¢lilmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Nagai vd., 2003). DPPHe
radikalinin % 50’sini siipliren antioksidan madde miktar1 SCsg olarak tanimlanir ve diisiik
SCso degeri numunenin yiiksek radikal temizleme aktivitesini gosterdigini gosterir. Ballarin
DPPHe radikali temizleme aktivitesi tayini SCso degerleri 12,22-85,56 mg/mL olup DPPHe
testinde en yiiksek aktivite Bal 7°de bulunurken, en diisiik aktivitenin ise Bal 10 oldugu
bulundu. Can, 2015 c¢alismasinda piiren bali hayit, iicgiil, akasya, ¢alba gibi bazi ¢icek
ballarma gore yiiksek, kestane ve manuka gibi diger koyu renkli ballara gore diisiik aktivite
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gOstermistir. Balin antioksidan olarak davrandigi bilinen C vitamini, E vitamini, enzimler,
fenolik bilesenler gibi bilesenleri icermesinden dolayr dogal radikal siipiiriicii olarak
kullanilabilecegi de ifade edilmektedir (Wilczynska,2010).

Balin antimikrobiyal karakterinin fiziksel o6zelliklerine (pH, osmolarite), H.O, ve
peroksit olmayan bilesenlere bagli oldugu bildirilmistir (Dias vd., 2008, Molan 1992, Weston
2000). Mevcut ¢aligmada kullanilan piiren ballarindan ikisinde antibakteriyel aktiviteye
bakildi ve hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etki
gostermistir. Ancak piiren ballar1 mayalara karsi antifungal 6zellik gosterememistir. Feas vd.,
(2013) calismasinda piiren balinin genis bir antibakteriyel aktiviteye ve sinirli oranda
antifungal aktiviteye sahip oldugu, gram pozitif bakterilerin gram negatif bakterilere oranla
daha duyarl olduklar1 da ifade edilmistir (Feas vd., 2013). Can (2014), gesitli monofloral
ballarla yaptig1 calismada E.coli iizerinde en yiiksek aktiviteyi akasya bali gostermis onu
lavanta, mese, piiren bali takip ettigini ifade etmistir. Yine ayni calismada da hayit, geven,
pliren, lavanta, ¢am ve {iggiil ballarinin gram negatif bakterilere karsi etkin oldugunu tespit
edildi (Can, 2014). Bagka bir ¢alisma Estevinho vd. (2008) Portekiz’in belirli bir bolgesinden
aricilar birligi tarafindan temin edilen agik ve koyu renkli ballarin antimikrobiyal aktivite
caligmasinda ballarin gram pozitif bakterilere oranla gram negatif bakterilere kars1 daha etkin
oldugunu tespit etmistir.

Biitiin bu arastirmalara bakildiginda piiren balinin 6zellikle Avrupa’da oldukca fazla
tercih edilen, pek ¢ok arastirmaya konu olmus, farkli bir aromaya sahip, degerli bir bal tiirii
oldugunu anlamak miimkiindiir. Literatiir tiimiiyle incelenmeye ¢alisildiginda piiren balinin
yiiksek oranda fenolik, mineral ve karbohidrat icerigi ile tanimlanmakta oldugu, bunun
yaninda yapisinda bulunan bilesenlerin antimikrobiyal, antioksidan, antikanser arastirmalari
icin degerli bilesenler oldugunu ifade etmek gerekmektedir. Yapilan ¢alismayla da elde edilen

bulgularin yiiksek oranda literatiirle uyumluluk gosterdigi gortilmektedir.



5. SONUCLAR

Tezdeki aragtirmalarin Sonucu olarak piiren bali fenolik igeriginin diger ballardan
yiiksek olmasi, antibakteriyel ve antioksidan etkilerinin oldugu, besin maddesi olarak
diizenli tliketilmesinin insan sagligim1 korumada onemli biyoaktivitelere sahip oldugu
sOylenebilir. Numunelere yapilan analizlerin ortalama sonuglar1 asagidaki Tablo 26’daki

gibidir.
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6. ONERILER

Kodekste ve standartta bulunan kalite parametrelerine ek olarak balin antioksidan
Ozelliklerinden terapdtik Ozelliklerine kadar pek cok Ozelligini gosteren bilesen
analizlerinin balin kalite 0Ol¢lim parametreleri igerisinde ve gida kodekslerinde

bulunmasinin gerekliligi 6nemsenmelidir ve piliren bali liretimi tesvik edilmelidir.
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