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Bal ¢ok 6nemli bir besin maddesidir. Ayrica, antiseptik/antimikrobiyal 6zellikleri
nedeniyle ¢ok eski tarihlerden beri tedavi amaciyla da kullanilan bir maddedir. Bal
esasen iki monosakkaritin yogunlagsmig bir karigimi olmakla birlikte c¢esitli
vitaminler, enzimler, mineral tuzlar ile bala rengini, tadin1 ve kokusunu veren, biiyiik
bir kism1 ugucu nitelikteki, ¢esitli organik siniflara ait bilesenler icermektedir.

Bal, ayn1 zamanda ticari bir maldir. Her alanda standartlasmanin onerildigi/yapildigi
giinlimiiziin diinyasinda balin o6zellikleri i¢in de standartlar getirilmistir. Bu
standartlarda balin ¢esitli fizikokimyasal 6zellik/biiytikliikleri tanimlanmaktadir.
Ancak son yillarda, az sayidaki bu fizikokimyasal 6zelligin yaninda balin bitkisel ve
cografik orijininin belirtilmesi i¢in de Avrupa Birligi Komisyonlarinda kuvvetli
Oneriler yapilmaktadir.

Bu caligmanin amaci, Aydin-Denizli-Mugla illerinde iiretilen, bitki orijini degisik
ballardaki ugucu bilesenleri analizleyerek balin bitkisel orijinini karakterize
edebilecek olan ve bdylece bir bal tiirliniin diger tiirlerden ayrilmasini saglayan
“isaretleyici” niteligindeki bilesenleri ortaya ¢ikarmaktir.

Bitkisel orijini farkli dokuz bal 6rneginin ultrason yardimli organik ekstraktlarindaki
ucucu bilesenler gaz kromatografi-kiitle spektrometri teknigiyle analizlenmistir.
Kromatografik alikonma siireleri yardimiyla hesaplanan Kovat indisleri ve kiitle
spektrometrenin spektral veri bankasi yardimiyla, ¢ok kesin olmayan bir bigimde
olsa dahi, bu bilesenlerin yapilart aydinlatilmisg, ¢esitli gorsel metotlar kullanilarak
farkl: tiirdeki ballar1 karakterize eden bilesiklerin neler olabilecegi tartigilmstir.

2007, 72 sayfa

Anahtar sozciikler:
Ultrasonik ekstraksiyon, kromatogram, spektrum



v

ABSTRACT
M. Sc. Thesis

IDENTIFICATION OF VOLATILE COMPOUNDS IN HONEY SAMPLES
BY GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY
Mert SOYSAL

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER

Honey is a widely appreciated food. Additionally, it has found intense medicinal use
due to its antiseptic/antimicrobial activities since ancient times. Although honey is
essentially a concentrated mixture of two monosaccharides it also includes vitamins,
enzymes, mineral salts and compounds from various organic classes with volatile
properties that largely determines the taste, color and aroma of honeys.

Honey is also an economical commodity. In today’s world, as standardization is a
common practice for every production/products, there are standards for the honey
production as well. These standards mainly regulate physicochemical
properties/measures. However in recent years, determination of botanical and
geographic origin of honey is strongly recommended by European Union
Commission.

The aim of this work was to identify the “markers” that characterize the botanical
origin of honey and differentiate honey samples by analyzing the volatile compounds
from various origins. In this study, volatile components of honey samples from nine
different plant origins were extracted by ultrasound assisted organic solvent
extraction and analyzed using gas chromatography-mass spectrometry technique.

By the help of Kovat’s indexes calculated from chromatographic retention times and
spectral data bank of mass spectrometer, the structure of these volatile components
were elucidated, although tentatively. Compounds that characterize the origin of
honey samples are discussed using various visual methods.

2007, 72 pages
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1. GIRIS

Bal, bal aris1 tarafindan ¢igeklerden ve meyve tomurcuklarindan yutulan nektarin ari
tarafindan kimyasal degisime ugratilmasiyla olusan ¢ok onemli ve faydali bir

besindir.

Balin rengini, balda bulunan sekerlerin cins ve miktarlariyla bu miktarlar arasindaki
oranlari, balin tadim1 ve kokusunu, biiylik 6l¢iide balin toplandigi ¢iceklerin cinsi

belirler.

T.C. Tarmm ve K&y Isleri Bakanlig: tarafindan 17.12.2005 tarihli 26026 sayili Resmi
Gazete yaymnlanarak yiiriirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (2005/49)’nde
bal aris1 (4pis Mellifera) tarafindan iiretilen balin teknigine uygun ve hijyenik sekilde
hazirlanmasi, depolanmasi, nakledilmesi ve pazarlanmasi agsamalarinda tasimasi
gereken Ozellikler ayrintili olarak gosterilmistir. Bu tebligde ticari ballarda ambalajin
etiketinde belirtilen bal botanik orijininin polen analizi ile belirlenecegi (madde 6/h)
belirtilmektedir. Bunun disinda, baldaki maksimum pestisit kalintistnin 0,1 mg/kg
olabilecegi, balda bulunabilecek diger veteriner ilaglar1 kalintt miktarlariin Tiirk
Gida Kodeksi Yonetmeligi Veteriner Ilaglari Tolerans bdliimiine uygun olmasi
gerektigi (madde 10) ifade edilmektedir. Tebligin EK’inde ballara ait diger 6zellikler
bir tabloda gosterilmistir. Bu tabloda balin fizikokimyasal degiskenlerinin ¢igek,
salgi, bunlarin karistmi ve firincilikta kullanilan ballardaki bulunmasi gereken

degerler araligi, maksimum ve minimum degerleri belirtilmektedir.

Ulkemiz diinyanin 4. biiyiik bal iireticilerinden biridir. Avrupa Birligi iilkeleri her y1l
800 milyon euro’luk bal ithal etmektedir. Ancak, lilkemizin bu pazardan aldig1 pay

sadece 3 milyon euro’dur’.

! Radikal Gazetesi, 27.01.2006



Tirkiye cografyasinin kiyidan iglere dogru artan rakimi, bitkilerin ¢igeklenme
mevsimlerinde degisiklik gdstermesine ve bu da ililkemizi aricilik i¢in ¢ok uygun bir
duruma getirmektedir. Ayrica, tiim diinyadaki balli bitki tiirlerinin 3/4°1 tilkemizde

bulunmaktadir. Biitiin bu olumlu kosullara ragmen;

1. Koloni basina bal tiretimi ¢ok diistiktiir.

2. Sahte bal ihrag girisimleri ihracati, dolayisiyla iiretimi olumsuz etkilemektedir.

Avrupa Birligi Komisyonu bali ilgilendiren 74/409/EEC konsiil direktifini degistiren
bir teklifi kabul etmistir. Bu teklifte balin fizikokimyasal, organoleptik ve
mikroskobik o6zelliklerinin balin bitkisel, bdlgesel ve topografik orijini ile
belirtilmesi istenmektedir. Avrupa Birligi Komisyonu, ayrica, farkli ballarin kalite
ozelliklerinin kontrol edilebilmesi ve orijinin belirlenebilmesi ic¢in analitik

metotlarinin gelistirilmesini de tavsiye etmektedir.

Balin bitkisel orijini geleneksel olarak baldaki polen tiplerinin mikroskop ile
incelenmesiyle yapilmaktadir (D’Albore ef al., 1978; Moore et al., 1978). Ancak bu

yontem, asagidaki problemleri tasimaktadir.

e Polen miktari mevsimden mevsime degisir,

e Erkek ve disi ¢igeklerin nektar miktar1 farklidir,

e Ari, nektar1 toplamadan poleni alabilir. Bu nedenle, baldaki polenler balin
orijinini isaret etmez.

e Balin satis i¢in siselenmesinden Once yapilan filtreleme isleminde polen filtrede
kalabilir.

e Bazen, hile amagh olarak bala disaridan polen de katilabilir.

Iste, sayilan bu nedenlerden otiirii polen analizi balin bitkisel orijinini belirlemede

etkin degildir.



Bal numunelerinin analizinde amaclar farkli olabilir.

1. Balin insan sagligi i¢in tehlikeli zirai veya veteriner ilaglarimin kalintilarinin belli
bir diizeyin iistiinde olup olmadigini saptamak igin,

2. Balin nem, pH, elektriksel iletkenlik, diastaz sayisi, hidroksimetil furfurol miktar
gibi fizikokimyasal Ozelliklerinin/biiyiikliiklerinin ulusal ve/veya uluslararasi
kabul edilmis standartlara uygunlugunu kontrol etmek igin,

3. Balin tagsis edilip edilmedigini anlamak igin,

4. Balin bitkisel veya cografik orijinini belirlemek i¢in,

Her ne kadar, oOlgiilen cesitli fizikokimyasal parametrelerin, istatistik yontemler
uygulayarak, balin bitkisel ve cografik orijinini ortaya koyabilecegini gdosteren
calismalar mevcutsa da (Anklam E., 1998) son yillarda bal orijininin ugucu
bilesenler analiziyle belirlenebilecegine iliskin calismalar agirlik kazanmaktadir
(Radovic, 2001; Rowland et al., 2004). Bu kapsamda fenolik bilesiklerin (Tan et al.,
1990; Yao, 2004), norisoprenoitlerin (Tan et al., 1989; Tan et al., 1990; Guyot et al.,
1999), terpenoitlerin (Wilkins et al., 1993; Guyot et al., 1998; Alissandrakis et al.,
2003) alifatik dikarboksilik asitlerin balin botanik orijinini belirlemede isaretli

bilesikler (markers) olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Bu calismanin amaci, Aydin-Denizli-Mugla illerinde {iretilen ballardaki ucucu
bilesenlerin analizini gerceklestirmek ve ucucu bilesen cins ve miktarlarindan
yararlanarak balin bitkisel orijinini, belli bir giivenirlik diizeyinde, ortaya koyan
bilesenleri belirlemektir. Bu amagla; bitkisel kaynaklari bir ticari analiz laboratuari
ve bir satici firma tarafindan belirtilen dokuz degisik bal numunesi ugucu bilesenler,
bakimindan analizlenmistir. Bu tiir bilesiklerin izolasyonu ve ekstraksiyonu ig¢in
kullanilabilecek yontemler literatiir diizeyinde arastirilmig, tiniversite laboratuar
sartlar1 dikkate alinarak sulandirilmis bal numunesinde ultrasonik dalgalar

yardimiyla organik faza ekstraksiyon yontemi benimsenmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon ile elde edilen ve ugucu bilesikler iceren bal ekstraktlari

kiitle spektrometresinin detektor olarak kullanildigi kapiler kolon gaz kromatografi



ile ayrilmistir. Her bir bal numunesi i¢in ¢ok sayida analiz yapilmistir (Toplam 60

analiz).

Ayni1 bal numunelerinde balin kimyasal Ozelliklerinden olan diastaz sayis1 ve

hidroksimetil furfurol diizeyleri de belirlenmistir.

Ucucu bilesenlerin kromatografik alikonma zamanlarmin, ayni kromatografik
kosullarda alifatik  hidrokarbonlar i¢in  Olgiilen alikonma zamanlarinin
karsilagtirilmasiyla elde edilen alikonma indisleri ve kiitle spektrometresinin iiretici
firmasi tarafindan gelistirilen dijital spektral veri kiitliphanesinden yararlanarak her
bir bal tiiriinde bulunan ugucu bilesenler, ¢ok kesin olmayan bir bi¢cimde (tentative),
tanimlanmistir. Ayrica, cesitli gorsel metotlar kullanilarak ballar1 bitkisel orijini
itibariyla gruplandirmaya olanak verecek isaretleyici niteligindeki bilesiklerin neler

olabilecegi tartigilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. BITKI KIMYASALLARI

Cagdas bilimin ilk gilinlerinden itibaren bitkilerin kimyasal icerikleri ile
ilgilenilmektedir. Bitkiler yiyecek elde etmenin Gtesinde giysi boyama ya da cesitli
hastaliklar ile miicadele gibi bir¢ok amaca yonelik olarak kullanilmigtir. Striknin,
kinin ve brusin gibi bitkisel alkoloitler ilk olarak 1817-1820 yillar1 arasinda
Fransa’daki Pelletier ve Caventou laboratuarinda kristalize halde izole edilmistir
(Cordell, 1981). Kayin agacinin kabugundan triterpen betiilin elde edilmesi bilimsel
literatiirde ilk defa 1788 yilinda tanimlanmistir (Hayek et al., 1989). Bircok bitkide
bulunan ve boyacilikta kullanilan flavonlarin ortaya ¢ikmalari ingiliz kimyagerler
tarafindan 19. yiizyilin ortalarinda genis c¢apta ¢alisilmaktayken, antosiyanin
pigmentlerinin incelenmesine 1664 yilinda Robert Boyle tarafindan baslanmistir

(Harbone, 1967).

Bitki kimyasi1 gecen yiizyilin baslarinda tiniversitelerde okutulan oturmus bir disiplin
haline gelmis ve biiyiik Ol¢lide kimyasal bozulmalara ve biyogenetik olusumlara
bagl olarak bitkilerin yeni igeriklerinin ve 6zelliklerinin kesfedilmesi ile 1950’ye
kadar gelistirilmistir (Robinson, 1955). 1957 yilinda basilan bir ansiklopedide
(Karrer, 1958) alkoloitler disinda bitkilerde bulunan 2750 bilesik kapsamli bir
bicimde listelemistir. Bunlara bugiin bilinen alkoloitler eklenecek olsaydi bu sayinin

o zaman 5000 civarinda olmas1 muhtemeldi.

Bitki kimyas: konusu, Ikinci Diinya Savasi sonrasinda bitki iceriklerinin
saflagtirilmasi i¢in karmasik kromatografik yontemlerin ve ayrica bu igeriklerin hizli
bir bicimde tanimlanabilmelerine olanak veren spektral yontemlerin gelistirilmesi ile
hizla evrimlesmistir. Kimyasal maddeler sadece miligramdan kiiclik miktarlarda ve
kristalize olmayan bir halde kullanilirken bile bir¢ok yeni yap1 tanimlanmistir. Bu
nedenle, yapisal tanimlamalarin hizi 1950°den beri her on yilda bir katlanarak artmis

ve bdylece bitkilerden elde edilen dogal {iriinlerin sayis1 100 bin civarina ulagmstir.



2.1.1. Bitki Kimyasallarimin Simiflandirilmasi

Bitkisel kimyasallar bitki metabolizmasindaki rollerinin dnemine ve genel olarak
biitiin bitkilerde bulunup bulunmadiklarina bagli olarak birincil ve ikincil bilesenler

olarak siniflandirilmaktadir.

Birincil bilesenler seker, protein amino asitleri, niikleik asitlerin purin ve
pirimidinleri, klorofiller ve benzeri bilesenleri icermektedir. ikincil bilesenler
alkoloitlerden tripenoitlere, asetogeninlerden fenoliklere geriye kalan biitiin bitkisel
kimyasallar1 ve metabolizmada ana rolde bulunmayan ve dagilimi bitkiden bitkiye

degisen kimyasal maddeleri icermektedir.

Bu cesit bir smiflandirmanin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ikincil terimi bu
kimyasallarin bitki i¢cin daha az derecede onem tasidigini ima etmektedir. Ancak, bu
bilesenler bitkiyi ¢cevresel baskilardan korumada ya da bitki gelisimini kontrol altinda
tutmada kilit bir rol oynuyor olabilirler. Birincil ve ikincil metabolizmalar arasinda
kesin bir ayrim yoktur. Ornegin eriisik asit, turpgiller familyasmin dogada ¢ok kisith
bir dagilima sahip olan karakteristik bir yag asididir ve boylece ikincil bilesen olarak
siniflandirilmaktadir. Ote yandan, eriisik asit turpgiller familyasmin iiyelerinde
tohum yaginin temel asidi olarak dnemli bir enerji depolama bi¢imini teskil etmekte
ve geng fidanlar gelistikce birincil metabolizmaya dahil olmaktadir (Hitchcock et al,
1980).

2.1.1.1. Terpenler

Terpenler veya isoprenler, onlarin isopentil ve dimetilallil pirofosfat biyosentetik
kaynagina ve lipofilik karakterine bagli olarak karakterize edilir. Bu maddeler
ozellikle yaprakta bulunan dikenlerde yer alir. Bunlar, karbon iskeletine baglh
alkoloit veya ketonoit substutiientler iceren doymamis hidrokarbonlardir. Besli
karbon birimlerine bagh olarak alt gruplara ayrilirlar: monoterpenler (Cyy),
tetraterpenler (C49) gibi. Terpen serisindeki biyosentetik iligki sekil 2.1°de

gosterilmistir.



Isopentil pirofosfat
Dimetilallil pirofosfat

Geranil pirofosfat (C;)) —® Mono terpenler —®onoterpen laktonlari
(Iridoitler)
Cs

Farnesil pirofosfat (C;5) T Sesquiterpenler —®esquiterpen laktonlari

Cs 2
Geranil-geranil pirofosfat (Cy) Triterpenler (C;)
Diterpenler (Cyp) Limonoitler Saponinler
Kardelonitler Fitosteroller
Quassinoitler
Kukurbitasinler

Sekil 2.1 Terpen serisinde biyosentetik iligkiler




Terpenleri artan molekiil agirligina bagli olarak alt gruplara ayirmak miimkiindiir.

Tablo 2.1 Terpen alt siniflar.

Terpen smiflari Tanmm

Monoterpenler Ucucu, esansiyel yag bilesenleri
Sesquiterpenler ;?;Zeiﬁel;?ynama sicakligina sahip esansiyel yag
Sesquiterpen laktonlar Karakteristik Compositae ailesinde bulunur
Diterpenler Resin asitler ve gibberillinler

Triterpen saponinler Haemolytic glikozidaz

Fitosteroller Membran bilesenleri

Nortriterpenler Limonoitler ve kuassinoitler

Diger terpenler Lupanlar,hapanlar, ursanlar, vb..
Karotenoitler Renk pigmentleri

Steroit saponinler Haemolytic glikozidaz

2.1.1.2. Alkoloitler

Alkoloitler, genellikle bitkilerde bulunan, insan ve hayvanlar tarafindan
alindiklarinda belli fizyolojik etkileri olan ve kimyasal yapilarinda en az bir azot
atomu igeren karmasik yapili dogal organik bilesiklerdir. En ¢ok bilinen alkoloitlere
ornek olarak morfin, nikotin, striknin, kafein, kokain, efedrin ve kinin verilebilir.
Bunlara alkoloit denmesinin nedeni, baz gibi davranan bilesikler olmalari, yani
asitlerle tepkimeye girerek cogu kez suda ¢oziinebilen tuz vermeleridir. Alkoloitlerin
cogu sistematik adlar1 yerine kokenlerine gore isimlendirilmislerdir. Genellikle, izole
edildikleri bitkiden tiiretilen bir isme sahiptirler. Ornegin striknin alkoloiti,
strycthnos (karabiiken) bitkisinin tohumlarindan elde edilir. Baz1 alkoloitlere ilging
adlar da verilmistir. Afyon alkoloiti olan morfinin adi eski Yunan riiya tanrisi
Morpheus’tan gelir. Tiitiin alkoloiti olan nikotin, adimi tiitiin tohumlarii Fransa’ya

ilk getiren eski bir Fransiz el¢isi Nicot’tan almistir. Adlarinin sonunda genellikle —in




eki vardir. Bu ek, alkoloitlerin birer amin oldugunu belirtir. Alkoloitler suda
¢Oziinmezler, fakat organik c¢oziiciilerde ¢ozlniirler. Bir kismi hari¢ (konin,
papaverin) alkoloitlerin ¢ogu optikge aktiftir. Genel olarak tatlar1 acidir,
kokusuzdurlar ve fizyolojik aktivitelerinden s6z edilir. Alkoloitlerin kimyasal
yapilarima gore smiflandirilmasinda, bilesiklerindeki halkalar ve bunlara baglh
gruplar goz Oniine alinir. En basitleri, bir azot ile dort karbon atomundan olusan bes
tiyeli pirol halkasinin tiirevi olan bilesiklerdir. Daha karmasik yapilar, halka
sistemlerine, sayisina ve molekiildeki azot atomlarmmin sayisma goére Onemli
degisiklikler gosterir. 1950’lerde biyogenetik agidan incelenerek siniflandirilmalarina
baslanmistir. Bu smiflandirilmaya gore alkoloitler 3 grupta toplanmistir. Gergek
Alkoloitler; Biyogenetik bir aminden meydana gelen bir amino asidin
dekarboksilasyonu ile olusanlardir. Protoalkoloitler; alkoloit benzeri seklinde
tanimlanabilen bu grup maddeler de aminoasitlerden veya biyogenetik aminlerden
olusur, fakat triptofandan sentezlenenler disinda kalanlar heterosiklik sistem
icermezler. Psddoalkoloitler; azotlu bazik bilesikler olan alkoloit benzeri maddeler
arasinda yer alanlar mono-, di- ve tri-terpenler veya steroller, asetattan tlireyen

alifatik poliketo asitler gibi bilesiklerdir.



Tablo 2.2 Bitkilerdeki alkoloitler ve azot igeren diger bilesikler.

10

Alkoloitler

Amarillidake Nergisler ailesiyle sinirli, 275 yapi.

Betalanin C'entrosper'mae larin sar1 veya mor
pigmentlerinde bulunur.

Diterpenler Baghga dugun ¢icegi nde bulunur; ¢ogunlukla
zehirlidir

indoller Apocynaceae ve Loganiaceae de yapilarinda
bulunur.

Isoquinolinler En genis alkoloit grubudur

Lycopodium Liken familyasi1 haricinde 150 yapis1 bulunur.

Monoterpenler Iridolislerle iliskili ve birlikte goziikiir.

Peptit Ozellikle Rhamnaceae larda bulunur; 130 yapisi
vardir.

Sesquiterpenler Ozellikle baz1 orkide tiirlerinde bulunur.

Pyrolidin ve piperidin Polihidroksialkoloit igerirler.

Pyrolizidin Ozellikle Boraginaceae ve Compsitae larda
bulunur

Quinolin Ozellikle Rutaceae’ larda bulunur.

Quinolizidin Leguminosae’ler i¢in karakteristiktir

Steroidal Apocynacecze, Buxaceae, Liliaceae ve
Solanaceae’de bulunur.

Tropane Baslica Solanaceae’de bulunur.

Aminler Balik kokusu karakterinde; seyrek dagilimdadir.

Siyanogenik glikozidaz Genis olarak olmasina ragmen ara sira bulunur.

Purinler ve pirimidinler Kafeinli kahve ve ¢aylarda bulunur

2.1.1.3. Fenolik Bilesenler

Bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren aromatik yapilardir. Polifenollerin
cogunda bir veya daha fazla sayida hidroksil grubu metil veya glikozil gruplariyla

yer degistirmis olabilir. Fenolik bilesikler fenilalanilden kaynaklanan biyosentetik
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orijine sahiptir. Farkli fenolik smiflarin biyosentetik iliskisi sekil 2.2°de

gosterilmistir.
Fenoller
Gallotaninler T
. . . -«——— Hidroksibenzoik Asit
(hidroliz olabilir) T
Fenilalanin —» p-Hidroksinamik Asit —— Hidroksikiumarinler
p-Hidroksinamil Alkol Furanokumarinler
Flavonoitler ~ Ksantonlar / \
Stilbenler Lignanlar Lignanlar
Izoflavonoitler Fenilpropenler

Kondense Taninler

(Flavonlar)

Sekil 2.2 Cesitli fenolik madde siniflar arasindaki biyosentetik iligkiler

Polifenollerin en fazla bilinen grubu flavon (2-fenil benzopiron) karbon iskeletine
sahip olan 4000 civarinda farkli bilesik i¢eren flavonoitlerdir. Flavonoit olmayanlarla
birlikte fenolik bilesiklerin sayis1t 8000 civarindadir; bunlarin ¢cogu bitki kaynaklidir.

Fenolik bilesiklerinin siniflandirilmasi tablo 2.3°de gosterilmistir.



Tablo 2.3 Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Alt simiflar Tanim

Antosiyaninler Maviden kirmiziya kadar ¢icek pigmentleridir.
Antocholarlar Sarigicek pigmentleri: chalcones ve aurones
Benzofuranlar Bitkiler ve likenlerde yliksek miktarda igerir.
Kromonlar Kiigiik bir gruptur, terapi i¢in dnemlidir.
Kumarinler Hemen hemen biitiin bitkilerde bulunur.

Minor flavoitler

Flavanoller ve  dihidroflavonoller  Ornek

verilebilir.

Flavonlar ve flavanoller

Ozellikle glikozidik bilesiminde bulunur.

I[soflavonoitler

Karakteristik olarak Leguminoase de bulunur.

Ligninler

Ozellikle odunsu bitki ve aga¢ kabuklarinda
bulunur.

Fenoller ve fenolik asitler

Bazi asitler butiin bitkilerde bulunur.

Fenolik ketonlar Egreltiotu ve serbetciotu bulunur.

Fenolpropanoitler Yaygin olarak bitkilerde bulunur.

Kinonoitler Benzokinonlar, naftokinonlar ve antrokinonlar
ornek verilir.

Stilbenoitler Dihidrofenantrenler igerir.

Taninler Kondenize ve hidrolize olurlar.

Ksantonlar Ozellikle Gentianaceae ve Guttiferae’lerde

bulunur.

12

Fenolik bilesiklerin 6nemli bir 06zelligi bazlarin varliginda iyonlasmalaridir.

Polifenollerin ¢ogunda katesol gruplart bulunur; bu gruplar vasitasiyla 2 veya 3

degerlikli metal iyonlariyla kelat bilesikleri olusturur.

2.1.2. Bitki Pigmentleri ve Kokulari

Cigeklerin renk ve kokular i¢in tozlasma faktorleri nemli yer tutmaktadir. Bitkilerin

kendine has renk ve kokulari, tozlagsma faktorlerini (ar1, kelebek, kus, vb.)

kendilerine ¢ekmeyi miimkiin kilar. Buna 6rnek vermek gerekirse, arilar, mavi ve
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sar1 ¢igekleri olan veya ultraviyole 1s1m1 soguran madde (flavonlar) igeren ve ¢ekici

kokular1 bulunan bitkilere konarak tozlagsmaya yardimci olur.

Angiosperm ¢iceklerin kokularinda c¢ok sayida ve c¢esitlilikte ugucu kimyasal
bilesikler bulunmaktadir (Knudsen, 1993). Bir tiir orkidede 150 kadar koku veren
bilesik saptanmistir (Kaiser, 1993). Mono ve sesquiterpenler en yaygin ugucu
bilesikler olmakla birlikte pentadekan gibi alifatik ve eugenol gibi aromatik bilesikler
pek cok cicekte bulunur.

Pigment ve koku bilesikleri sadece bitkilerin sadece ¢igeksi kisimlarinda degil
yapraklarda ve meyvede de bulunur. Ancak, yaprak disindaki bilesiklerin cinsi

¢icekte bulunanlardan farklidir.
2.2. UCUCU BILESENLERIN iZOLASYONU ve ANALIZI

Bitkilerden veya bitki ugucu bilesenlerini igeren gidalardan 6zellikle ikincil
bilesenlerin ektraksiyonu, bu bilesenlerin ayrilmasi ve analizinde asagida siralanan

islemler/yontemler uygulanir.
2.2.1. Ekstraksiyon Teknikleri

Kurutulmus bitkilerin baslica bilesenleri seliiloz, hemiseliilloz ve lignindir. Gida
maddelerinin baslica bilesenleri ise karbonhidratlar, proteinler ve yaglardir. Bu
matrikslerden ikincil bilesenleri izole etmek i¢in en yaygin kullanilan yontem

ekstraksiyondur.

Tayin edilmek istenen ikincil bilesenler matriksteki diger bilesiklere baglanmis
olabilir veya bunlarin ekstraksiyonu diger bilesiklerce engellenebilir. Bu nedenle,
ekstraksiyon her zaman kolayca gergeklesmeyebilir. Ancak, farkli ekstraksiyon
ortamlar1 kullanilarak ekstraksiyon verimini arttirmak miimkiin olabilir. Ekstraksiyon
ortamlar1 olarak sivilar (genellikle organik), siiperkritik akiskanlar ve buhar

destilasyonu kullanilabilir. “Headspace” teknigi de bir izolasyon teknigidir.
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Cozgen ekstraksiyonu, en yaygin kullanilan ekstraksiyon teknigidir. Genellikle
ilgilenilen bilesikler ekstrakte edilir. Ancak bazen, numune matriksinin
ekstraksiyonu gerekebilir. Ekstraksiyonda, ekstrakte edilecek maddenin polaritesine
bagli olarak farkli ¢ozgen veya ¢dzgen karisimlart kullanilabilir. Hidrokarbonlar
genellikle hekzan veya petrol eteri ile ekstrakte edilir. Ancak, molekiildeki oksijen ve
azot atomlar1 toplamiin dort katindan daha az karbon iceren bilesikler hekzan ve
petrol eterinde ¢ok az ¢oziiniirler. Glikozitler gibi polar bilesikler i¢in diklorometan
veya petrol eteri/etil asetat karisimi tercih edilir. Apolar karakterdeki bilesikler igin

kloroform veya hekzan/etil asetat karisimi da donerilmektedir.

Ekstraksiyon genellikle ii¢ sekilde uygulanir. Gida veya bitki numunesi ¢ozgende
bekletilir. Bekletme siiresi birka¢ dakikadan birka¢ haftaya kadar uzayabilir. Bu
uygulama sekline “maserasyon” denir. Taze c¢ozgenin siirekli olarak numune
tizerinden gecirildigi uygulama “perkolasyon” olarak isimlendirilir. Gerektiginde
ayn1 numuneden ikinci ve farkli bir ¢6zgen gegirilerek yeterli miktarda ekstraksiyon
elde edilmeye calisilir. Toplam ¢dzgen miktarinin sabit kaldigi ve taze ¢dzgenin
ekstrakte edilmis analitleri igeren ¢dzgenden buharlagmayla elde edildigi uygulama
sekline ise “soxhlet ektraksiyonu™ denir. Bu ii¢ tiir ¢cozgen ekstraksiyonun avantaj ve

dezavantajlar1 asagidaki tablo 2.4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.4 Ug farkl ekstraksiyon isleminin avantaj ve dezavantajlari.

Avantajlari Dezavantajlari

Maserasyon
Basit ve ucuzdur. Analit mutlaka ¢6zelti olmalidir.
Cozgen kullanimi azdir Karistirilmal1 ve/veya 1sitilmalidir.

Iyi ve segici bir ekstraksiyon teknigidir.

Perkolasyon
Kolay bir tekniktir Seciciligi  distktiir, yavastir, kontrol
gerekir
Ekstrasyon iglemi ugrastiric1 degildir. Kullanilan ¢6zgen miktar1 fazladir

Soxhlet ekstraksiyonu

Kullanilan ¢dzgen miktari ¢ok azdir. Termal bozulmayla olur, su ve elektrigi
cok kullanir, zor bir tekniktir.
Kontrol edilmesine gerek yoktur. Calisma zamani uzundur, ekstraksiyon

bazen iyi sonug¢ vermeyebilir.

Stiperkritik akiskanlar, bir bilesigin gaz ve sivi Ozellikleri arasinda bir ozellige
sahiptirler. Bir bilesik siiperkritik sicaklik ve basincinin iizerinde ise siiperkritik
akigkan olarak isimlendirilir. En yaygin kullanilan siiperkritik —akiskan
karbondioksittir. izolasyon igin etkili bir teknik olmasina ragmen siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu bilesen(ler)in tayini i¢in ekstraksiyonundan daha c¢ok preparatif

ekstraksiyonlar i¢in kullanilmaktadir.

Buhar destilasyonu cesitli matrikslerdeki suda ¢ozlinmeyen ugucu bilesenlerin
izolasyonu i¢in basit, temiz ve ayn1 zamanda oldukga segici bir izolasyon teknigidir.
Bu teknikle kaynama noktalar1 100-350 °C olan ugucu bilesenler -ki bunlar
genellikle numunenin kiitlece %1’inden azdir- izole edilir. Ekstraksiyon sonunda
renksiz veya agik sar1 renkli, sadece uguculardan olusan yagimsi bir ekstrakt elde
edilir. Bu teknik aynmi zamanda bitki esansiyel yaglarinin laboratuar olcekli

hazirlanmasinda ¢ok yaygin olarak kullanilir.

Bir objenin “headspace”i onu yakindan cevreleyen atmosferidir. Bu atmosferde

numuneden kaynaklan ucucu bilesenler toplanip analizlenebilir. Analitik amagclar i¢in
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statik (veya denge) headspace, preparatif amaglar i¢in dinamik headspace teknikleri

tercih edilir.

Statik headspace tekniginde numune (bitki veya gida ornegi) kapali bir kapa
yerlestirilir, gerekirse 1sitilarak bir siire (30 dakika kadar) beklenir. Headspacedeki
gaz basinci oda basincindan daha yiiksek oldugu i¢in headspace’i temsil eden ve
hacmi bilinen bir miktar gazi, gaz kromatografi aygitina, mesela bir siringa ile

tagimak zordur. Bu nedenle otomatik headspace ornekleyicileri gelistirilmistir.

Numunedeki ugucu miktarinin ¢ok diigsiik olmasi ve bu nedenle tayinde duyarlilik
problemleri yasanmasit séz konusu oldugunda dinamik headspace teknigine
basvurulur. Bu teknikte temizlenmis hava veya azot gazi énce numune iizerinden ve
sonra uygun adsorbant veya soguk tuzak lizerinden gecirilir. Numune tarafindan
salinan ugucular gaz ile taginip adsorbanda tutulurlar. Adsorbanlar yiizey alan1 biiyiik
ve apolar bilesiklere affinitesi olan maddelerdir. En yayginlar1 Tenax, Porapak veya
Amberlite XAD ile aktif karbon ve C-18 ile tiirevlenmis silikadir. Adsorban tizerinde
belli bir siire (1 dakika — 24 saat) toplanan ugucu bilesikler termal veya kimyasal
olarak desorbe edilerek cogunlukla gaz kromatografi ile analizlenir. Kimyasal
desorbsiyonda adsorban kiiciik bir miktar ¢dzgen (pentan, dietil eter, CS;) ile yikanur,
yikama c¢ozeltisi dogrudan veya deristirilerek gaz kromatografi cihazina enjekte
edilir. Kimyasal desorpsiyon termal desorpsiyonundan daha basit olmakla beraber

kontaminasyon ve tayin duyarlili§1 problem olabilir.

2.2.2. Ayirma ve Saflandirma Teknikleri

Miktar tayini veya yap1 aydinlatilmasi icin ilgilenilen bilesiklerden miimkiin olan en
fazla sayiy1 igeren ekstrakt, analizden once hala ayirma ve/veya ornek hazirlama

adimlarini gerektirebilir. Bu amagla izlenebilecek yaklasimlar asagida 6zetlenmistir.
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a) Cozgen partisyonu
b) Kromatografi
¢) Karsit Akim Teknikleri
d) S1v1 Kromatografisi
e Gravitasyon Komotografi
e Flash Kromatografi
e Vakum-Sivi Kromatografi
e Diisiik veya Orta Basing S1vi Kromatografi
e Yiiksek Basing S1vi Kromatografi
e Kati1 Faz Ekstraksiyonu
e Ince Tabaka Kromatografisi
e) Kapiler Elektroforez
f) Siiperkritik Akiskan Kromatografisi
g) Gaz Kromatografi
h) Fraksiyonlu Destilasyon
1) Coktiirme

1) Kristalizasyon
2.2.3. Baldaki Ucucu Bilesenlerin izolasyonu

Ballarin kimyasal bilesimi, arilarin nektarmi topladigi ¢icek veya meyve
tomurcuklarinin ait oldugu bitkilerin tiirline bagli olarak degismektedir. Ballarda
300’den fazla ugucu bilesik tanimlanmistir. Bu ugucu bilesiklerin analizi genellikle
gaz kromatografi — kiitle spektrometri teknigi ile yapilmaktadir. Ugucu bilesiklerin
izolasyonu i¢in ilgili literatiirde kullanilan ve karsilastirilan teknikler: sivi-sivi
ekstraksiyonu (LLE), hidrodistilasyon (HD), simultane buhar destilasyonu-¢cozgen
ekstraksiyonu (SDE), kati faz ekstraksiyonu (SPE), kati faz mikroekstraksiyonu
(SPME) ve ultrasonik ekstraksiyon (USE)’dur.

Bu yontemlerden en basiti LLE’dir. Diisiik polariteli ¢ozgenler kullanildiginda su ve
sekerin ekstrakte olmamasi bu yontemin avantajidir. Ancak, ugucu bilesikler yaninda

ucucu olmayan bilesiklerin de ekstraksiyonu s6z konusu olup bu ikinci tiir grubun
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gaz kromatografik enjeksiyon blogunu ve kromatografik kolonu kirletme olasilig

vardir.

Bu teknikle ucucu bilesiklerden norisoprenoidler, terpenler ve benzen tiirevleri
(Wilkins et al., 1993; D’Arcy et al., 1997) yaninda alifatik bilesikler (Tan et al .,
1988, 1989) ve hidrokarbonlarin varlig1 belirlenmistir (Gradon et al ., 1979).

Onceki yillarda LLE tercih edilen ekstraksiyon ydntemi olmakla birlikte, bu yontem,
daha once de belirtilen (Tablo 2.4) dezavantajlariyla nedeniyle giiniimiizde adeta

terkedilmistir.

Kati faz ekstraksiyonunda (SPE) bal numuneleri suda ¢oziiliip ugucu bilesenler bir
organik faza (siklohekzanol gibi) ekstrakte edildikten sonra goézenekli polimer
boncuklar1 (Porapak Q gibi) igeren kolondan gegirilerek ucucu bilesenlerin adsorbe
olmasi saglanir. Daha sonra kolon uygun bir eluent (dietileter gibi) ile yikanir.
Organik ¢ozgenin GC ile analizinde neden olacagi olumsuzluklar burada da so6z

konusudur.

Simultane distilasyon ekstraksiyon tekniginde (SDE) bir mikro distilasyon aparati
kullanilir. Tk kez 1983°de bal érneklerine uygulanan bu ydéntem (Bicchi et al., 1983)
analizdeki seker girisiminden kaginmak i¢in bir On aseton ekstraksiyon adimi
icermekteydi. Buhar distilasyonu ve ¢ozgen ekstraksiyonunun es zamanl
uygulandigr bu teknikte, sicakligin istenmeyen bazi reaksiyon iiriinlerine neden
olabilecegi goriilerek degisik asamalarda iyilestirme Onerileri getirilmistir. (Malignial

etal ., 1992; Willis et al ., 1993; Bouseta, ve Collin, 1995)

LLE, SPE ve SDE teknikleri, toksik organik ¢6zgenlerin kullanilmasini
gerektirmektedir. Bu durum, daha sonra bu c¢ozgenlerin atik olarak cevreyi
kirletebilecegi endisesini getirmektedir. Dinamik headspace teknigi ¢ozgen
kullanimin1  gerektirmemekle birlikte gaz kromatografik enjeksiyon blogununun
tasariminda degisiklikler gerektirmektedir. Kati faz mikroekstraksiyon teknigini son
yillarda gelistirilen, bir organik ¢6zgenin kullanilmadigi, bagil olarak ucuz

sayilabilecek bir tekniktir. Bu teknik gaz, sivi ve katt numunelerdeki hem polar hem
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de apolar bilesiklerin ekstraksiyonu ic¢in kullanilir ve teknik ¢esitli analitik
tekniklerle (GC, GC-MS, HPLC, LC-MS) kolaylikla eslenir. SPME’de ince bir silika
fiber iizerine kaplanmis olan organik polimer, fiberin bulundugu ortamdaki
(Headspace veya sivi) organik maddeleri adsorbe eder. Daha sonra fiber
kromatografik enjektdor bloguna yerlestirilir; adsorblanan bilesikler termal
desorbsiyonla kolona gonderilir. Kaplamada kullanilan polimerin cinsi degistirilerek
farklr karakterdeki bilesiklerin adsorpsiyonu saglanir (Pawlisyzn, 1997). Bu teknik
son yillarda cevre, gida, klinik, medikal ve adli orneklere yaygin bir sekilde
uygulanmaktadir (Pawlisyzn, 1999).

Son yillarda ugucu bilesiklerin dogal iiriinlerden ultra ses dalgalar1 yardimiyla
izolasyonu giindeme gelmeye baslamistir. Saraplara (Cocito ef al., 1995; Vila et al.,
1999) uygulanan yoéntem 2003 yilinda bal numunelerine de uygulanmigtir

(Alissandrakis et al., 2003).

Baldaki aroma bilesiklerinin izolasyon tekniklerinin ayrintili olarak karsilastirildigi
calismalar bulunmaktadir. Biberiye (rosemary) balindaki ugucu bilesiklerin analizi
icin LLE, SPE ve SDE teknikleri karsilagtirilmig. Her {i¢ teknik ile de ¢ok sayida
ucucu bilesik elde edildigi, SDE ekstraktlarinin terpenlerce ve esterlerce zengin
oldugu, ancak SDE’nin polaritesi yiiksek ve ucuculugu diisiik asit ve benzen
tiirevlerinde geri kazanim oraninin iyi olmadig1 gosterilmistir (Castro-Vazquez ef al.,
2003). Aym calismada SPE ile esterlerin ¢ok iyi ekstrakte edilmedigi ileri

stiriilmiistiir.

Daha yakin tarihli bir ¢alismada (Alissandrakis et al., 2005) SDE, hidrodistilasyon
(HD), SPME ve USE izolasyon teknikleri karsilagtinilmigtir. HD ve SDE
tekniklerindeki sicaklik uygulamasi nedeniyle bazi bozulma {irlinlerinin olustugu,
SPME ile elde edilen kromatografik profilin digerlerinden ¢ok farkli ve kullanilan
fiberin yapisina ¢ok bagli oldugu, buna karsilik, USE ile elde edilen ekstraktlarin
numuneyi en iyi temsil eden profili verdigi ve aym1 zamanda ugucular yaninda
numuneyi isaretleyici (marker) niteligindeki yari ucucularin ekstraksiyonuna da

imkan verdigi goriilmiistiir.
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2.3. GAZ KROMATOGRAFIiSIi-KUTLE SPEKTROMETRESI

Spektroskopik analizler i¢in en karmasik 6rneklerden birisi de gidalardir. Bir gidanin
e besin degeri,

e kimyasal yapisi ile dokusu arasindaki iliski,

e gidalarin islenmesinde islenme tekniginin gidanin kalitesini nasil etkiledigi,

e gidalara yapay tatlandiric1 veya koku verici maddelerin eklenip eklenmedigi

gibi sorular, gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) gibi ¢ok gii¢lii bir

analitik aygit kombinasyonu ile biiylik 6l¢iide yanitlanabilmektedir.
2.3.1. Kiitle Spektrometresi

Bu yontemde M gibi molekiil iyonlastirilarak M™ molekiiler iyonu elde edilir.
Iyonlagma sirasinda molekiil i¢ enerji kazanarak molekiiler iyondaki bazi baglar
kirilarak yiikli pargaciklar (fragmanlar) ve nétral tiirler olusur. Kiitle spektrometre
aygiti olusan tiim iyonlar1 kiitle/yiik (m/z) oranina gore ayiran ve kaydeden aygittir.
Olusan iyonlarin hemen hemen tiimii +1 yiikli oldugundan m/z orani1 dogrudan
iyonun veya molekiiliin kiitlesine esittir. Fragman iyonlar molekiiler iyondan kopan
fonksiyonel gruplardan olustugu icin elde edilen spektrum molekiiliin yapisi
hakkinda ¢ok 6nemli bilgiler icermektedir. Kiitle spektrumu, iyon bollugunun m/z’ye

kars1 ¢izildigi bir grafiktir.
2.3.2. Organik Kiitle Spektrometresi icin Iyonlastirma Kaynaklar

Numune spektrometreye genellikle buhar halinde verilir. GC/MS kombinasyonunda
kromatografik kolonu terk eden maddeler zaten buhar fazinda oldugundan 6zel bir
numune verme manifolduna ihtiya¢ yoktur. Vakum (~10° torr) altinda iyon
kaynagina gelen numune buhari burada genellikle ii¢ yontemle iyonlastirilir. Bunlar:
elektron iyonizasyonu (EI), kimyasal iyonizasyon (CI) ve hizli atom bombardimani

(FAB=Fast Atom Bombardment)’dur.
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Elektron iyonizasyonunda elektriksel olarak 1sitilmis tungsten veya renyum
flamandan firlayan ve uygun gerilim uygulayarak hizlandirilan elektronlar
molekiillerle carpisarak pozitif yiiklii radikal iyonlarin olugmasina yol acar. Bazi
bilesikler o kadar kolaylikla pargalanir ki, molekiiler iyonu gérmek miimkiin

olmayabilir. Bu durumlarda, daha “yumusak” iyonlagsma teknikleri tercih edilir.

Kimyasal iyonizasyon bir yumusak iyonlastirma teknigidir. Bu teknikte metan veya
amonyak gibi gazlar elektronlarla bombardiman edilerek bir iyon plazmasi olusur.
Bu plazma Cs’, C,Hs" ve NH, gibi iyonlar icerir. Bu iyonlar M molekiilii ile
carpisarak M nin protonasyonuna (MH") yol acabildigi gibi elektrofilik katilma veya
hidriir uzaklasmasiyla (M + NH,)" ve (M - (-H)) gibi tiirlerin olusmasina yol agar.
Iyonlasan molekiiliin i¢ enerjisi elektron iyonlastirmasindakinden daha diisiik
oldugundan molekiiler iyonun parcalanma derecesi daha diisiiktiir. Spektrometreler
cogunlukla hem EI hem de CI modunda c¢alisacak sekilde tasarlanmislardir. Bazi
spektrometrelerde bu iki iyonlastirma teknigi siirekli olarak ve ¢ok hizli bir sekilde
birinden digerine degistirilerek uygulanir. Bu teknik ilgili terminolojide ACE

terimiyle isimlendirilir.

Polar, uguculugu diisiik ve termal olarak labil numuneler i¢in en yaygin kullanilan
iyonlastirma teknigi, ayn1 zamanda yumusak bir teknik olan FAB’dir. Gliserol gibi
bir stvi maktrikste ¢oziilen numune, bir atom veya iyon demetiyle bombardiman
edilir. Yeterli enerjideki iyonlar gaz faza gecerler ve spektrometre ile analizlenir.
FAB, genellikle molekiil kiitlesi ¢ok biiylik olan (> 20000 Da) biyopolimerlerin

analizinde kullanilmaktadir.

2.3.3. Kiitle Analizorleri

Farkli m/z oranina sahip iyonlar elektrik, manyetik veya her ikisinin kombinasyonu
uygulanarak birbirinde ayrilirlar. Dort tip kiitle analizoérii  kullanilmaktadir:
Quadropol analizor, iyon tutucu (ion trap) analizor, manyetik sektor analizor ve ucus

zamanl (time-of-flight) analizordiir.
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Quadropol analizorler manyetik sektor analizorlere kiyasla daha az yer isgal eden,
daha ucuz ve mekanik olarak daha dayanikli analizorlerdir. Ayn1 zamanda tarama
hizlar1 oldukga diisiiktiir (< 100 ms). Bu nedenlerle masaiistii (bench-top) GC-MS
kombinasyonlarinda, kromatografik piklerin gercek zamanli (reel time) analizi i¢in
tercih edilen analizor tipidir. Bu analizérde dairesel veya hiperbolik kesitli dort adet,
birbirine paralel cubuk bulunur. Bu ¢ubuklar alternatif (V, coswt) ve dogru akim (U)
glic kaynaklarma baghdir. Analizér, U/V, sabit kalacak sekildle U ve V,
degistirilerek taranir. Bu taramalarda m/z oran araligi cok kiiciik olan iyonlar

detektdre ulagirken digerleri notralize olup yiiksiiz tiirler olarak taginirlar.
2.3.4. iyon Deteksiyonu ve Kayit

Birkag tip detektor kullanilmakla birlikte rutin olarak kullanilmak iizere tasarlanmis
aygitlarda elektron ¢ogaltici (electron multiplier) detektor kullanilir. Bu detektér Cu—
Be “dinot”lar igerir. Enerjik iyonlarin bu diyotlardan ilkine ¢carpmasiyla olusan yavas
elektronlar, her defasinda elektriksel alanda hizlandirilarak diger dinotlara carparlar.

Tipik bir detektorde 10-20 kadar dinot bulunur.

Fotograf plakasi, sintilasyon tiirli veya faraday kafesi esasl detektorler, cok daha az
olmak {lizere, iyonlasma kaynagi veya analizoriin bu tiir detektdr kullanimini zorunlu

kilmasi1 nedeniyle kullanilmaktadir.
2.3.5. Kompiiterize Kiitle Spektrometreleri

Tipik bir kiitle spektrumu kimyasal bilesiklerin yapisina iliskin ¢ok zengin bir bilgi
icermektedir. Ornegin, molekiil kiitlesi 500 civarinda olan bir molekiilden 100 veya
daha fazla sayida farkli iyon olusabilir. Bu nedenle, karmasik bir numunenin
kromatografik analizinde birbirinden ayrilarak spektrometreye gonderilen 20-100
kadar bilesenin olusturacagi iyonlarin toplam sayisi1 binlerle ifade edilecek kadar
fazla olacaktir. Yapi tayini i¢in her bir iyona ait pikin hem ytiksekligi (bollugu) hem
de m/z oranmin kaydedilmesi gerekmektedir. Kaydedilecek bilginin ¢ok fazla
miktarda olmasi nedeniyle veri kaydedilmesi ve islenmesi ¢ok hizli olmalidir. Boyle

bir gorev, ancak bir bilgisayar tarafindan gerceklestirilebilir. Ote yandan bilgisayar,
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hem kromatograf hem de spektrometrenin enstriimantal degiskenlerinin

ayarlanmasinda ve kontroliinde kullanilabilir.

Bilgisayarlara depolanan spektral bilgiler, 6zel yazilimlarla islenip istenen bilgi
halinde bir yazicidan ¢ikt1 alinabilmektedir. Bilgisayarin belki de en biiyilik avantaji
cok sayida bilesige ait spektrumun sayisal formatta bilgisayarda depolanmis
olmasidir. Boylece analitlere ait spektrumlar, bilgisayar kiitliphanesinde depolanmis
olan spektrumlarla karsilastirilarak bilesigin yapisi, belli bir olasilik diizeyinde,

tahmin edilebilmektedir.

2.4. BAL ve ANALIZI

2.4.1. Balin Tanimi

Tirk Gida Kodeksi 2000/39 sayili Bal Tebliginde “Bal; bal arilarinin c¢igek
nektarlarini, bitkilerin veya bitkiler {lizerinde yasayan bazi canlilarin salgilarini
topladiktan sonra, kendine 6zgii maddelerle karistirarak degisiklige ugratip, bal
peteklerine depoladiklart tatli madde” olarak tanimlanmigtir. Tanimindan da
anlasilacag1 iizere bal saf ve dogal olmali, hi¢bir katki maddesi veya kalinti

icermemelidir.

2.4.2. Balin Stmiflandirilmasi

Balin smiflandirilmasi {iretim ve pazarlama sekline ya da kaynagina gore
yapilmaktadir. Uretim ve pazarlama sekline gore bal; siizme ve petekli, elde edildigi

kaynaga gore ise ¢igek ve salgi bali olarak siniflandirilabilir.

Cicek bali; genellikle bitkilerin ¢igeklerinde bazen de kiraz, bakla, pamuk ve seftali
gibi bitkilerin yaprak sapi ve govdelerinde bulunan nektar bezlerince salgilanan

nektarin arilar tarafindan toplanmasi ile olusturulan baldir.

' Bu bolimdeki bilgiler, Tarim ve Koyisleri Bakanhgi, Yaygin Cift¢i Egitimi Projesi kapsaminda
hazirlanan YAYCEP’in “Aricilik” adli kitabindan alinmustir.
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Salgi bali; cam, mese, kayin ve ladin gibi orman agaglar1 iizerinde yasayan
boceklerin salgiladig tath salgilarin arilar tarafindan toplanmasi il olusturulan baldir.

Ulkemiz i¢in en 6nemli salg1 bali gam balidr.

2.4.3. Balin Bilesimi

Balin bilesimi, iiretimin yapildigi yoredeki bitki tiirlerine ve iiretimin yapildigi
zamana gore degismektedir. Ancak genel ortalama olarak balin % 80’1 degisik
sekerlerden % 17’si sudan meydana gelmektedir. Geri kalan % 3lik kisim basta
enzimler olmak iizere, bali bal yapan ve bali degerli kilan maddelerden olusur. Balin

bilesimini olusturan maddelerin % ortalama degerleri asagida verilmistir.

Tablo 2.5 Balin bilesimini olusturan maddeler

Su % 17,20
Sekerler % 79,59

Fruktoz (Meyve Sekeri) % 38,19

Glukoz (Uziim Sekeri) % 31,28

Sakkaroz (Cay Sekeri) % 1,31

Maltoz (Disakkaritler) % 7,31

Yiiksek Sekerler % 1,50
Asitler % 0,57
Proteinler % 0,26
Kiil % 0,17
Iz Elementler % 2,21

Pigmentler

Tat ve Aroma Maddeleri

Seker Alkolleri

Teninler

Enzimler

Vitaminler
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2.4.4. Balin Bilesimini Olusturan Maddeler

Su

Baldaki su miktar1 balin olgunlagsma durumuna bagl olarak farklilik gosterir. Normal
olarak olgunlagsmis ballar % 17 dolayinda su igerirler. Baldaki su oraninin yiiksek
olmas1 balin daha kolay bozulmasina neden olur. Bu nedenle siizme bal, tamamen

veya en azindan yarist sirlanmis peteklerden elde edilmelidir.

Karbonhidratlar

Bal, kaynagina ve bal 6ziinii bala c¢eviren arilarin salgi bezlerinin salgiladiklar
enzimlerin aktivitelerine bagli olarak yaklasik 15 cesit seker icerir. Ancak, sekerler
icerisinde biiylik cogunlugunu fruktoz ve glukoz olusturur. Balda toplam seker orani

% 80 dolayindadir.

Mineral Maddeler

Balda; demir, potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, silisyum, aliiminyum, krom,
nikel ve kobalt gibi degerli mineral maddeler vardir. Salgi ballar1 mineral maddelerce
daha zengindir. Bu 6zelliginden dolay1 tedavi amacli da kullanilirlar ve kristalize

olmadiklar1 i¢in baz tiiketiciler tarafindan tercih edilirler.

Proteinler
Balin kaynagina bagl olarak, proteinlerin yapi tasglari olan aminoasitler ballarda

oldukea diisiik diizeylerde bulunurlar. Balda 17 adet farkli aminoasit tespit edilmistir.

Asitler

Asitler, bala kendine has kokuyu veren maddeler olup balin asidik yapida olmasini
saglarlar. Balin pH degeri degisik sartlar altinda 3,4 ile 6,1 arasinda degismekle
birlikte ortalama olarak 3,9 dur.

Enzimler
Balda, bir kismi bitkilerden bir kismu da armin salgi bezlerinden gelen degisik

enzimler bulunur. Enzimler balin en degerli maddeleridir. Dogal ve isitilmamis
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ballarda enzim miktar1 oldukca yiiksek olup bu tiir ballar kaliteli ve ¢cok degerlidir.

Bal 1sit1ldig1 oranda enzim degerinde kayiplar olur.

Vitaminler
Bal, kaynagina ve igerisindeki polenlerin miktar ve ¢esidine baglh olarak B, C, E ve

K vitaminleri igerir.

2.4.5. Balin Fiziksel Ozellikleri

Renk Ozelligi
Balin rengi, elde edildigi kaynaga bagli olarak su renginden siyaha kadar biiyiik bir
varyasyon gosterir. Ayrica, balin isitilmasi ve uzun siire agikta tutulmasi balin

rengini degistirmektedir.

Viskozite
Balin biinyesi ya da akiciligina karsi koyma 6zelligi de denilen viskozite, bal i¢inde
mevcut su orami ile yakindan ilgilidir. Bali 1sitarak viskozitesini azaltmak

miumkindiir.

Is1g1 Dondiirme

Balin polarize 15181 saga ve sola dondiirmesi, balin kaynaklarina gore farklilik
gosterir. Nektar ballar1 15181 sola, salgi ballar1 ise saga dondiirmektedir. Sakaroz
denen cay sekeri de 15181 saga dondiiriir. Bu 6zellik sahte ballarin taninmasinda

yardimci olur.

2.4.6. Balin Kimyasal Ozellikleri

Balin Tadi ve Kokusu
Bal, elde edildigi kaynaga bagl olarak kendine has tat ve kokuya sahiptir. Bu itibarla
1sitma, isleme, depolama gibi islemlerde balin kendine 6zgii tat ve kokusunu

degistirecek yanlis uygulamalardan ka¢inmak gerekir.
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Balin Sekerlenmesi

Bazi tanim ve hiikiimleri “Bal Standardi” boliimiinde verilen 2000/39 sayili “Bal
Tebligi”nde kristalize bal “kristalizasyon metotlarinin herhangi birine tabi tutularak
veya balin kristallesmesi i¢in herhangi bir isleme tabi tutulmaksizin tamamen veya
kismen sekerlesmis, krema ve fondan kivamdaki bal” seklinde tanimlanmustir.
Goriildiigii gibi balin sekerlenmesi bozulma olmayip balin elde edildigi bitkisel
kaynaga gore olusabilen dogal bir olaydir. Ancak, tiiketicilerin ¢ogu kristalize olan
bali bilgisizlik sonucu hileli bal olarak diisiiniirler. Gergek olan, pek ¢ok dogal ve
kaliteli balin ¢ok ¢abuk hatta siizme asamasindan hemen sonra bile sekerlenmeye

baslayabilecegidir.

Balin sekerlenip sekerlenmemesi iizerine; balin su, glikoz ve friiktoz oranlari, balin
depolanma sicakligi, depolama sicakliginin dalgalanmasi ve balda bulunan polen gibi
kat1 partikiillerin miktar1 etkili olmaktadir. Balin friikktoz orami diiserken glikoz
oraninin artmasi sekerlenmeyi destekler. Ancak, son yapilan calismalarda balin
sekerlenme egiliminin belirlenmesinde daha ¢ok glikoz/su oram1 {izerinde
durulmaktadir. Buna gore, glikoz/su oram1 1,7’den daha diisiikk ballarin
sekerlenmedigi, bu oranin 2,1’den daha yiiksek olan ballarin ise kisa siirede

sekerlendigi bildirilmektedir.

Ozellikle tiiketicilerin bilgilendirilmesi yoniinden tekrar etmek gerekirse, balin
sekerlenmesi tamamen dogal bir olaydir ve balin kalitesini etkilemez. Bati
tilkelerinde kristalize olmus hatta 6zel yontemlerle kristallestirilip krem haline
getirilmis ballar zevkle tliketilirken iilkemizde bu tiir ballara siiphe ile bakilmasi

biiyiik bir yanilgi olup dogal ve kaliteli bala yapilabilecek en biiyiik haksizliktir.

Balin kristallesmesini 6nlemek i¢in bazi yontemler dnerilse de ¢ogu ya yasal degildir
ya da pratik uygulamadan uzaktir. Uygulanabilecek en basit yontem balin dnce
25°C’de 5 hafta bekletilmesi, sonra da 14 °C’de saklanmasidir. Tiiketiciler,
istediklerinde kristalize olan bal1 s1v1 hale getirmek icin bal kabini, sicakligi 38 °C’yi

gecmeyen 1lik su i¢inde tutabilirler.
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Aygcigegi, yonca, kavun, karahindiba, pamuk ballar1 ¢ok ¢abuk sekerlenirken akasya,
hardal, orman giili ve salgi ballari ge¢ sekerlenir. Adagayr bali yillarca

sekerlenmeden kalabilir.

Balin Fermantasyonu

Balin icindeki sekerlere dayanikli mayalar, ozellikle su orani yiiksek ballarin
fermantasyonuna (eksimesine) neden olur. Sirlanmis ve olgunlagsmis ballarin su orani
daha az oldugu icin eksimesi zordur. Bu yiizden ballar olgunlasmadan hasat
edilmemelidir. Balin eksimesini Onlemek veya geciktirmek i¢in bal, belli
sicakliklarda, belli siirede 1sitilip pastorize edilebilir. Ancak her 1sisal islem balin

kalitesini ve degerini olumsuz yonde etkiler.

Balin Antibakteriyel Ozelligi

Bal, antibakteriyel bir o6zellige sahip oldugundan icerisinde mikroorganizma
yasayamaz ve ¢ogalamaz. Son yillarda biitiin diinyada hizla gelisen ar1 iiriinleri ile
tedavi olarak adlandirilan “apiterapi”de ar1 zehiri, propolis, ar1 siitii ve polen yaninda
bal da kullanilmaktadir. Ar1 {irlinlerinin tiimiiniin genel saglik ve viicut direncini
korumas1 yaninda tedavi edici ozellikleri de vardir. Balin antibakteriyel 6zelligi;
asidik yapida olusuna, biiyiikk oranda kuru madde (seker) ve ayrica enzimlerle
glikozun pargalanmasi sonucu olusan antiseptik bir madde olan hidrojen peroksit
icermesine baghidir. Yiiksek oranda seker iceren bal, yiiksek oranda su igeren hastalik
etmeni mikroorganizmanin su kaybederek Olmesine ya da ¢ogalamamasina yol

acarak antibakteriyel etkisini gosterir.

2.4.7. Bal Standardi

Bal, 22 Ekim 2000 tarihinde kadar “TS 3036” sayili bal standardi ile
tanimlanmaktaydi. Ancak, bundan boyle bu tarihte 24208 sayili Resmi Gazetede
yayinlanarak yirirliiliige giren Tirk Gida Kodeksi 2000/39 sayili “Bal Tebligi”
hiikiimlerince tanimlanmaktadir. Bal tebligi’nin 6. maddesinin baz1 hiikiimleri

asagida verilmistir. Buna gore;
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e Balin nem miktar1 % 20’den, asitlik miktar1 40 meg/kg’dan fazla olamaz .

e Balda diastaz sayist 8’den az olamaz, 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.

¢ Balda hidroksimetil furfurol(HMF) miktar1 80 mg/kg’dan fazla olamaz.

e Bala herhangi bir madde katilamaz ve yapisinda bulunan herhangi bir madde
uzaklastirilamaz.

e Bal ticari glukoz, naftalin ve nisasta iceremez.

Ilgili tebligde balmn ambalajlanmasi, etiketlenmesi ve diger konularinda ayrmtili
tanim ve aciklamalara yer verilmistir. Bu nedenle balla ilgilenen herkesin Bal

Tebligi’ni bilmesi ve buna gore hareket etmesi zorunludur.

2.4.8. Bal Analizleri

Bal ayni bitki kaynagindan elde edilmis olsa bile iklimsel ve cografik kosullar balin
ucucu bilesen yapisin1 degistirir. Bal esasen fruktoz ve glukoz (oran 1,2/1)
monosakkaritlerinden olusur. Sukroz (sakkaroz) kuru kiitlenin % 1’1 diizeyindedir.
Protein miktar1 % 0,5’den azdir; bunlarin bir kismi enzimdir. Bunlar; invertaz,

diastaz, glukoz oksidaz ve katalazdir.

Bal su sekillerde tagsis edilir:1-Sulandirilir, 2- Fruktozca zengin suruplar eklenir.

Balin azot igerigi diisiik ve degiskendir. Ortalama miktar 40 mg/100g bal’dir, ancak
standart sapma ¢ok yiiksektir. Azotlu bilesiklerin % 50-85’si prolinden ibarettir.
Cesitli amino asitlerin derigimleri arasindaki oranin balin cografik kaynagi hakkinda
bilgi verecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, tek bir amino asit veya amino asit grubunun
bal1 karakterize edemeyecegi goriilmustiir. Farkli tilkelerde {iretilen ballardaki serbest
amino asit analiz sonug¢larinin bir istatistiksel yontem olan “canonical variate” analizi
ile farklilandirilabilir oldugu goriilmiistiir. Genel olarak; balin cografik veya bitkisel
orijinini belirlemede amino asit profilinin protein bilesiminden daha uygun oldugu

gosterilmistir. Baldaki ucucu bilesikler bala 6zel kokuyu belirler. Bu bilesiklerin
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niteligi hem bitkisel orijine hem de balin elde edilis yontemine baglidir. Ugucu

bilesiklerin miktar1 balin depolanmasi ile de degismektedir (Anklam, 1998).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Firma No

Dietil Eter Merck M1.00921.5000
n-pentan Merck MS8.20927.2500
MgS04.7H,0 Merck M1.05886.0500
NaCl Merck M1.06404.1000
Barbitiirik asit Merck M1.00132.0100
Sitrik asit monohidrat Merck M1.00242.0100
Na,HPO4.12H,0 Merck M1.06573.0500
p-toluidin Merck M1.10841.0050
fyot Riedel de Haen R30305

HCI (%38, d: 1,19 kg/L) J.T. Baker 0135510001
NaOH Merck 1.06462.1000
Nisasta Merck 1.01252.0100
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3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan cihazlar tablo 3.2’de belirtilmistir.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan cihazlar

Cihaz

Marka, model

Analitik terazi

Sartouris, GC1603S-OCE

Mikropipet takimi

(10— 100 uL; 100— 1000 uL; 0,5 5 mL) | | ransferpette

Calkalayici Heidolph, PROMAX 2020
Etiiv Niive, FN 400

Manyetik karistirict VELP Scientifica,

Gaz Kromatografi - Kiitle spektrometresi

Varian, 3800

Bilgisayar yazilim

Varian Gaz kromatografi- Kiitle
spektrometrisi programi. Saturn 2000

Santrifuj aygiti

Hettich EBA 8S

pH metre WTW Inolab pH/ion Level2
Ultrasonik banyo Ultrasonik LC 30
3.3. Islemler

3.3.1.Cozeltilerin hazirlanmasi

Iyot cozeltisi (0,1 N)

Analitik safliktaki iyottan 1,27 g analitik terazide tartilmistir. Iyodun sudaki

¢Oziiniirliigiiniin diisiik olmasindan dolay1 KI ilave edilip ¢oziiniirliikk arttirilmis ve

distile su ile balonjojede 100 mL’ye tamamlanmustir.

Sitrik asit monohidrat ¢ozeltisi

Analitik safliktaki sitrik asit monohidrat’tan (C¢HsO7.2H,0) 21,01 g/1000 mL olacak

sekilde tartilip distile suda ¢éziinmesiyle hazirlanmistir.
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Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat ¢ozeltisi
Analtik safliktaki disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat’tan (Na,HPO4.12H,0)
52,58 g/1000 mL olacak sekilde tartilip distile suda ¢oziinmesiyle hazirlanmstir.

Hidroklorik Asit Cozeltisi (yaklasik 0,5 N)
Yogunlugu 1,19 g/mL olan kiitlece % 37’lik derisik asitten 2,8 mL alinip 500 mL’lik

balonjojede distile su ile hazirlanmistir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (0,5 M)
Analitik safliktaki sodyum hidroksitten (NaOH) 10 g/500 mL olacak sekilde tartilip

distile suda ¢oziinmesiyle hazirlanmistir.

Fosfat/Sitrat Tamponunun Hazirlanmasi

Sitrik asit ¢ozeltisinden 469 mL 2 L’lik behere alimmis ve iizerine fosfat
cozeltisinden 531 mL ilave edilmistir. Beher, magnetik karistirict ile orta hizda
karigtirtlirken cam elektrotlu pH metre ile pH’s1 kontrol edilmistir. Karigimin pH’sin1
5,2°ye getirilmek i¢in Olgiilen pH 5,2’den biiyiikse hazirlanan HCI ¢ozeltisinden
birka¢ damla, eger kiiciikse de NaOH ¢ozeltisinden birka¢ damla eklenmistir.

Sodyum Kloriir Cozeltisi (0,1 N)
Analitik safliktaki sodyum kloriirden (NaCl) 2,93 g/500 mL olacak sekilde tartilip

distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Nisasta Cozeltisinin Hazirlanmasi

Suda tamamen ¢0ziinebilen nisastadan yaklagik 1 g alimip 60 mL su ile beherde
karistirilmistir. Cozlinlirliigii arttirmak i¢in karisim 1sitilmistir. Cozelti birkag dakika
kaynatildiktan sonra beher alimip agz1 kapatilarak ¢6zeltinin - sogutulmasi
saglanmistir. Sogutulan ¢ozelti, daha sonra balonjojede 100 mL’ye distile su ile

tamamlanmistir.
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Nisasta + Fosfat/sitrat Tampon Karisim
Fosfat/sitrat tamponundan 40,0 mL, nisasta ¢ozeltisinde 100,0 mL ve daha 6nce
hazirlanmis olan 0,1 N NaOH ¢ozeltisinden 20,0 mL almip bir reaktif kabina

aktarilmistir.

p-Toulidin Cozeltisi (100 g/L)

Analitik safliktaki p-toluidin (C7HoN) 10,0 g/50,0 mL olacak sekilde tartildiktan
sonra bir miktar izopropil alkol (Cs;HsO) icinde su banyosunda hafif isitilarak
¢oziilmiistlir. Daha sonra 100 mL’lik balonjojeye aktarilip iizerine 10,0 mL buzlu

asetik asit ilave edilip 100 mL’ye izopropil alkol ile tamamlanmustur.

Barbiitiirik Asit Cozeltisi (%0,5)
Analitik safliktaki barbiitiirik asit (C4HaN2O3) 0,5 g/100 mL olacak sekilde

tartildiktan sonra distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Oksijensiz Distile Su
Belli bir miktar distile su alinip kaynayincaya kadar 1sitilir. Daha sonra % 99,99’luk
azot gazi gecirilir ve su sogutulur. Agzi hava sizdirmayan bir reaktif kabinda

korunur.

3.4. Konvansiyonel Bal Deneyleri

Diastaz sayis1 ve metil furfurol tayinleri, ilgili TSE (Mart 2002, TS 3036)

standartlarinda tanimlanan deneylerden yararlanilarak yapilmustir.

Baldaki Diastaz Sayisimin Belirlenmasi
10,0 g bal tartilip 6n 1sitma yapilmistir ve 100 mL’lik beherde distile su ile ¢dziiniip
hazirlanmistir. Asagidaki tabloda belirtilen islemler yapildiktan sonra son hacim 18

mL olmustur.



Tablo 3.3 Diastaz sayisinin hesaplanmasinda kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanist.

Tiip | Bal Cozeltisi Distile su Nisasta + Top l.am
No (mL) (mL) Tampon hacim
(mL)
1 10,0 5,33 2,67 18
2 10,0 3,3 4,7 18
3 10,0 0 8,0 18
4 7,7 2,3 8,0 18
5 6,0 4,0 8,0 18
6 4,6 5.4 8,0 18
7 3,6 6,6 8,0 18
8 2,8 7,2 8,0 18
9 2,1 7,9 8,0 18
10 1,7 8,3 8,0 18
11 1,3 8,7 8,0 18
12 1,0 9,0 8,0 18
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Hazirlanan bu tiipler sicakligi 40 °C olan su banyosunda konulup 1 saat beklenildi.

Bu siire sonunda her bir tiipe bir damla iyot ¢dzeltisi damlatildiktan sonra renk

degisimi gozlendi. Ilk kalici mavi rengi gosteren tiip smir olarak belirlendi. Bir

onceki deney tiipline karsilik gelen diastaz sayisi kaydedildi. Bu islem biitiin ballar

icin tekrarlanmis ve ballarin diastaz sayilar1 belirlendi.

Baldaki Hidroksimetil Furfurol Miktarinin Belirlenmesi

On 1sitmaya maruz kalmams 10,0 g bal almp 50 mL oksijensiz suda ¢oziildii.

Hazirlanan bu ¢dzeltiden iki ayr1 deney tiipiine 2’ser mL konuldu. iki tiipe de daha

once hazirlanan 5 mL p-toluidin ¢ozeltisi ilave edildi. ki deney tiipiinden birine 1

mL su (referans ¢oOzelti), digerine ise 1 mL barbiitiirik asit konuldu. Bu sekilde

hazirlanan ¢ozeltilerin spektrofotometrede 550 nm dalga boyundaki degerleri

okunup, kaydedildi.
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3.5. Baldaki Ucucu Bilesenlerin Analizi

Aydin-Denizli-Mugla yorelerinde alinan ballar1 analize hazirlamak i¢in su islemler
yapilmistir: Bir bal 6rneginden yaklagik 10 g bal alinip 10 mL distile su ile kiigiik bir
behere konuldu ve manyetik karistiric1 yardimiyla ¢éziinmesi saglanildi. Karistirma
sirasinda ortama 1 g MgSO4.7H,0O eklenildi. Homojen bir karisim elde edilince
karisim beherden erlene aktarildi. Erlendeki karisim {izerine organik faz olarak 15
mL dietil eter/n-pentan (2:1) karistmi konuldu ve oda sicakliginda ultrasonik
banyoda 15 dk. ¢alkalanarak baldaki ucucu bilesenlerin organik faza ekstraksiyonu
saglandi. Ekstraksiyon islemi sonrasinda numune ayirma hunisine aktarildi ve
lizerine ayirmanin daha iyi gozlenebilmesi i¢in 10 mL doygun NaCl ¢ozeltisi ilave
edilip karisim ¢alkalandi. Alt kisimda su olmak iizere iki faz birbirinden ayrildiginda
su fazi atilip organik faz bir santrifiij tiipine alindi. Organik fazda bulunan kati
taneciklerin kromatografik kolonu kirletmesine engel olmak i¢in tiip, 10 dk siire ile
3000 rpm’de santrifujlendi. Santrifuj sonrasinda tiip lstiindeki berrak ¢ozelti bir
baska tiipe aktarilip, diisik hizda olmak tiizere azot gazi ile {iiflenerek hacim
kiiciiltiildii. Son hacmi 2 mL olan numune GC-MS aygit1 otomatik enjektoriinde

kullanilan vidali kapakli 6zel siselere (vial) konuldu ve analiz yapilincaya kadar 4

°C’de buzdolabinda bekletildi.

GC-MS Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

Cesitli bal drneklerinde yapilan ugucu bilesen analizlerinin tanimlandig literatiirden
esinlenmekle birlikte ADU Kimya Béliimiinde bulunan gaz kromatograf cihaz ile
ADU Merkez Arastirma Laboratuarinda bulunan GC-MS ve IYTE Kimya
Boliimiinde bulunan GC-MS cihazlariyla yapilan 6n denemelerde farkli bal
orneklerinin karakterizasyonuna imkan verecek sayida ve birbirinden yeter
rezollisyonda ayrilmis piklerin makul bir siirede gozlenebilecegi kromatografik

kosullar asagidaki gibi belirlenmistir.



Tablo 3.4 Gaz kromatografi-Kiitle spektrometre cihazinin optimum kosullari

Enjeksiyon blogu sicakligi | 220 °C
Sicaklik Programlama

I1k sicaklik: 50 °C Siire: 5 dk
Sicaklik artig hizi: 5°C/dk
Son sicaklik: 300 °C Siire: 5 dk
Toplam analiz siiresi 60 dk
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4. BULGULAR

4.1. Gaz Kromatografisi — Kiitle Spektrometresi Sonuclari

Birbirinden farkli dokuz bitki orijinli toplam on adet bal 6rnegi (ikisi ¢am bali)
boliim 3.5’de anlatildig1 sekilde isleme ugratilarak bunlarin 12 aylik bir donem
icinde farkli zamanlarda, yine boliim 3.5’te gosterilen kromatografik kosullarda GC-
MS spektrumlar1 alindi. Gerekirse istatiksel analizlere olanak vermek lizere dokuz
adet bal numunesinden toplam 60 adet kiitle spektrumu elde edildi. Bal numuneleri

ve her birinden elde edilen spektrum sayilar1 agagida gosterilmistir.

Tablo 4.1 Bal 6rneklerinden alinan spektrum sayilari

No Numune Spektrum say1s1
1 | Cam Bali 8
2 | Portakal Bali 9
3 | Kekik Bali 13
4 | Lavanta Bal 5
5 | Kegi Boynuzu 5
6 | Okaliptus Bali 5
7 | Piiren Bali 5
8 | Hayit Bali 5
9 | Adagay1 5

Yukaridaki 9 adet baldan dort tanesi Aydin Ticaret Odas1 Borsa Laboratuarindan
temin edildi. Ballarin bitki orijinleri laboratuar yetkileri tarafindan belirtildi.
Digerleri (Cam, portakal, lavanta, kekik, adacayi, piliren) Marmaris “Gékmen
Balcilik’tan temin edildi. Balin orijini etiket tizerinde belirtilmisti. Ayn1 donemde
okunan her bir bal numunesine ait gaz GC-MS ile elde edilen kromatogramlar
asagida  sekil  4.1-4.9°da  gosterilmistir.  Kromatogramlardaki  piklerin

tanimlanmasinda gerekli olan alikonma indisini (Kovat indisi) hesaplayabilmek i¢in
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dokuz adet normal hidrokarbon iceren 3 adet standart hidrokarbon karigiminin aym
kromatografik kosullarda kromatogramlari/spektrumlar1 alinmistir. Bu ii¢ standarda

(C10-Cis, Ci13-Caa, C12-Csp) ait kromatogramlar sekil 4.10-4.12 arasinda gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Cam balinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmig bir kromatogrami
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Sekil 4.4 Lavanta balmin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogrami
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Sekil 4.6 Okaliptiis balinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogranu
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Sekil 4.7 Piiren balinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogrami
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Sekil 4.8 Hayit balinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogrami
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kCounts ada 25-2.5M5 RIC all
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Sekil 4.9 Adagayi balinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogrami
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Sekil 4.10 C,(-Cy; alifatik hidrokarbonlarinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogrami
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Sekil 4.11 C3-Cyy alifatik hidrokarbonlarinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogrami
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Sekil 4.12 Cy,-C;; alifatik hidrokarbonlarinin Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometri cihazindan alinmis bir kromatogrami
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4.2. Balda Klasik Analizler

Bitkisel orijini farklt dokuz adet balin her birinde Bal Tebligi’nde belirtilen diastaz
sayis1 ve hidroksimetil furfurol (HMF) deneyleri 3 kere yapilip sonuglarin ortalama

ve yiizde standart sapmalar1 gosterilmistir.

Tablo 4.2. Diastaz ve HMF deney sonuglari

Diastaz HMF (mg/ke)
Numune % standart

Sayis1 | Ortalama

sapma

Portakal 10,9 | 76,416 +2.451
Kekik 17,9 | 68,736 +2.273
Cam 13,9 | 73,152 + 1,305
Hayit 17,9 | 77,376 +3,242
Okaliptiis 10,9 | 75,840 +2.297
Lavanta 6,5 55,105 + 3,267
Kegiboynuzu | 10,9 | 73,92 + 1,367
Piiren 17,9 | 60,864 +2,212
Adacay1 6,5 51,840 + 3,317
TSE* Enaz 8 | Enaz 40

* Tiirk Standardi Mart 2002 TS 3036 Bal Tebligindeki (¢izelge 1°deki) degerler
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. GC-MS Sonuclari

Farkl1 bal tiirlerine ait kromatogramlar incelendiginde (Sekil 4.1 - 4.9) en fazla pikin,
dolayistyla en fazla bilesenin ¢am balinda oldugu goriilmektedir (23 adet). Portakal
balinda 19 adet, kekik balinda 16 adet, hayit balinda 16 adet, adagayr balinda 14
adet, lavanta balinda 13 adet, keciboynuzu balinda 9 adet, okaliptiis balinda 9 adet,

piiren balinda ise 7 adet pik gozlenmektedir.

Daha 6nce de sdylendigi gibi analizler genis bir zaman araligina (12 ay) yayilmistir.
Ayni bir bal numunesi i¢in farkli zamanlarda alinan kromatogramlardaki pik sayilari

degisik sayilarda olabilmektedir. Bunun muhtemel sebepleri:

e Bekletme ile balin yapisinda meydana gelen kimyasal degisikler,

e Numunelerin analize hazirlanmasi islemlerinde bazi islem basamaklarinin daha
onceki basamaklarinkinden farkli olmasi (mesela: organik ekstratin kuru azot
gazi ile liflenmesi sirasinda {ifleme hizinin farkli olmasi)

e (Gaz kromatograf ve/veya kiitle spektrometre cihazlarindaki baz1 parametrelerinin
analizcinin istegi veya kontrolii disinda degismesi (enjeksiyon blogunda veya

kolonda olusabilecek kirlilikler, kolonun kanamasi).

Bu nedenle asagidaki tablo (Tablo 5.1) hazirlanirken ayni tiire ait farkli zamanlarda
alman kromatogramlarin tiimiinde bulunan pikler dikkate alinmistir. Baska bir
anlatimla, bazi ¢am bali kromatogramlarinda 23’den fazla pike rastlanmistir. Ancak,
bu tiire ait 8 adet kromatogramin hepsinde de bulunan bilesik sayis1 23 tanedir. Ayni
tabloda bir tiire ait piklerin dakika cinsinden alikonma siireleri ile o pikin etrafini
saran alifatik hidrokarbonlarin alitkonma siireleri kullanilarak Kovat indisleri

hesaplanmistir. Kovat indisleri asagida verilen formiille hesaplanmustir.
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Sinyal

Cn Cn+1

Cx

tR

Sekil 5.1 Kovat indisinin hesaplanmasini anlatan 6rnek kromotogram

‘R.T.(n) - R.T.(X)‘

Kovat indisi= (100.n) + x100

[RT.(¢) -RT.(nt1)

Bu formiilde yer alan n sayisi ilk ¢ikan hidrokarbondaki karbon sayisini, R.T ise

alikonma zamanini gostermektedir.

Bu hesaplamalar sonucu elde edilen kovat indisleri de tablo 5.1’de verilmistir.
Tabloda bulunan bazi tiirler i¢cin Kovat indisi hesaplanamamis, yerine soru isareti
konmustur. Bunun sebebi, Kovat indisi hesaplanacak olan piki sarmalayan alifatik
hidrokarbonlarin elimizde bulunmamasi, dolayisiyla bunlara ait kromatografik
verinin olmamasidir. Ornegin, ¢cam balinin 3 no’lu pikinin Kovat indisi 1230’dur, bu
pik C,-C4 alifatik hidrokarbonlariin arasinda konumlanmistir. Kekik balinda ise,
C0-Cy, alifatik hidrokarbonlarinin arasinda iki pik (pik no 5 ve no 6) bulunmaktadir.
Cio’dan daha kii¢iikk bir alifatik hidrokarbon elimizde bulunmadigindan ve bu
nedenle sisteme enjekte edilmediginden alikonma zamani 5 no’lu pikten daha kiiciik
olan piklerin Kovat indisleri hesaplanamamistir. Kullanilan alifatik hidrokarbonlar
serisindeki en biiyiik hidrokarbon Cj, idi. Benzer sekilde, alikonma siiresi Cj;

hidrokarbonunkinden daha biiyiik piklere ait Kovat indisleri de hesaplanamamugtir.
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Kullanilan gaz kromatografi-kiitle spektrometre aygitinin kiitle spektral kiitiiphanesi

ve literatiirde bal ucucu bilesenlerinin Kovat indislerinin verildigi makalelerden

yararlanarak bal numunelerinde bulunan hidrokarbonlar listesi asagidaki gibidir. Bu

listede bilesiklerin bulundugu bal numuneleri de (+) ile isaretlenmistir.

Tablo 5.1 Bal oOrneklerine ait kromatogramlardaki piklerin alikonma siireleri, Kovat
indisleri, bilesigin bulundugu balin tiirii ve bilesigin adi/yapisi.

g BlleslgB1:1 BT?iilsindugu Bilesik
Pik ; Kqut _ § 2 _
No ég Indisi E§§§§§§§§

<= S 2| S ¥IS £ £ 2
1 | 4,504 ? S N T I I
2 | 4,864 ? S T I (O I
3 | 5,175 ? S I O T ) I I
4 | 6,313 ? S N U A [ A I
5 | 7,489 ? S T I (O I
6 | 9,945 ? S T I I I I
7 | 10,048 ? S I O I (O Y I
8 | 10,615 ? Aol ol ol H -l H -
9 110,868 ? S I U S (O R R
10 | 10,876 ? S N [ A A I
11 [ 10,913 ? S I A I I I I
12 | 11,184 ? S N U ) [ A I
13 | 12,911 1026 | _|_|_|_|-| -| -]+ -| p-cymene
14 | 13,373 1035 | _|_|_| -] .| H -] -| H (©£)-3,7-dimetil-1,3,6-oktatrien
15 | 14,818 1051 Aol H oo o] 2 2] -] 2,3,5-trimetilfuran
16 | 15,482 | 1068 | _| 4 + | -| -| H -| + (E)-biitil 2-metil-2-biitenoat
17 | 15987 | 1074 | _| _| _| .|+ -| -| -| -| 1-siklopentil-2-propanon
18 | 16,813 | 1087 | _|_| + + + -|-| -| -| Eucalyptol
19 | 17,478 1095 | 4 _|_|_| -| -| + -| -| Etil heptanoat
20 [ 17,990 | 1100 |+ 4+ + _| -|-| -| + -| Undekan




Tablo 5.1 Bal 6rneklerine ait kromatogramlardaki piklerin alikonma stireleri, Kovat
indisleri, bilesigin bulundugu balin tiirii ve bilesigin adi/yapisi. (Devam)
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21 | 18,046 | 1208 | _|_|_|+ -|-|-|-|-| Dekanal

22 119,430 | 1235 | H _|_| | -| -| 4 + -| (©)-3,7-dimetil 2,6-oktadienal
23 120,552 | 1250 | H _|-|-|-|-|-|-|+ (Z)-2-dekenal

24 120,900 | 1258 | 4 | H #H -|-| -| + -| Geranial

25 | 21,280 | 1267 | _|_|_|_|-| + -| -| -| Etil 2-hidroksibenzoat

26 | 21,930 | 1275 | _| + + -| -| -| -| -| +| Fenilasetik asit

27 | 22,585 1287 | _| .| H + -| -| -| -| + (4-isopropilfenil)-methanol
28 122,962 | 1292 | {4 -|_|-|-|-|-|-| Nonanoik asit

29 | 23,581 1300 | 4 _| + -| -| H -| -| + Tridekan

30 | 23,635 | 1405 || 4 | -|-| -|-| + -| Vanillin

31 | 24,20 1415 | | | _| .| -| -| -| -| +| Bilinmiyor

32 | 25,32 1433 | 4 H + + + + -| + +| Bilinmiyor

33 128,555 | 1500 | _|_|+ -|_-|-|-|+ -| Pentadekan

34 | 29,112 | 1605 | _| 4 _| | H -| -| -| +| Vanillik asit

35 129,206 | 1613 | 4 _| | H _| + -| + -| 10-epi-y-eudesmol

36 132,616 | 1663 | _| { _| + _| + -| + | 14-hidroksi-9-epi-B-caryophyllene
37 | 32,975 | 1855 | 4 4+ |+ -|-|-|-|-| Bilinmiyor

38 | 35,459 | 1882 | 4 4+ H H | -|-| + -| Hekzadekan-1-ol

39 136,996 | 1900 | | { + -|_|-|-|-|-| Nonadekan

40 | 38,283 | 2033 | 4 H + + H + -| + +| Caryophyllene

41 | 40,440 | 2100 | 4 + + -| +| -| + + - | Heneicosane

42 | 42,444 | 2267 | 4 | H + -| -| + -| -| 9-tricosene

43 | 44,037 | 2300 | 4 H + -|-|-|-|+ ]| Tricosane

44 | 4744 | 2417 [ {4 [ oA+ grﬁ‘sl;‘trizipigpgllzzsgarpa
45 | 48,601 | 2483 | 4 H +H + H + + + + Bilinmiyor

46 | 50,237 | 2500 | 4 _|_|-|+H-|-|_-|+ Pentacosane

47 | 51,267 | 2825 | 4 _|_|-|+ -|-|-|_-| Bilinmiyor

48 | 54,387 | 2900 | 4 + |+ -|-|-|+ -| Nonacosane

49 | 56,807 ? H o2 - -l -|-|-|-| Bilinmiyor

50 | 58,302 ? H - -|-]|-]-|+ Bilinmiyor
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Bal numunelerinde bulunan bilesiklerin, bulundugu bala ve ayni zamanda bilesigin

neden oldugu pikin alanina gore diizenlenmis olan tablo asagidaki gibidir.



Tablo 5.2. Ballarin alikonma zamanina karsi gelen pik alanlari
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Bal Tiirleri
pik | Kovat Cam Kekik Portakal Lavanta | Kegiboynuzu | Okaliptiis Piiren Hayit Adagay1
No | Indisi | Var/ | Pik | Var/ | Pik | Var/| Pik | Var/| Pik | Var/ | Pik | Var/| Pik | Var/| Pik | Var/ | Pik | Var | Pik
yok | Alam | yok | Alani | yok | Alam | yok | Alani | yok | Alani | yok | Alami | yok | Alant | yok | Alam | /yok | Alani
1 1026 - - - - - - - - - - - - - - + | 9802 - -
2 1035 - - - - - - - - - - + | 2304 - - - - + | 7591
3 1051 - - - - + | 5916 - - - - _ - - - - - - -
4 1068 - - + 190435 | 4 | 11900 | _ - - - - - + | 2757 - - + | 7591
5 1074 - - - - - - - - + 4644 - - - - - - - -
6 1087 - - - - + | 3933 + | 4644 + 2556 - - - - - - - -
7 1095 + | 3933 - - - - - - - - - - + | 2307 - - - -
8 1100 4+ | 12854 | 4 92001 | 4 | 5233 - - - - - - - - 4+ 27933 | _ -
9 1208 - - - - - - + | 2344 - - B - - - - - - -
10 | 1235 + | 18622 | _ - - - - - - - - - + | 2304 | 4 | 4516 - -
11 | 1250 + | 2323 - - B - - - - - B - - - - - + | 4033
12 | 1258 + | 17117 - _ | 16217 | 4 | 4644 - - - - - - + | 2304 - -
13 | 1267 - - - - - - - - - - + | 2308 - - - - - -
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Bal Tiirleri

ik | Kovat Cam Kekik Portakal Lavanta | Keciboynuzu | Okaliptiis Piiren Hay1t Adagay1
No | Indisi | Var/ | Pik | Var/ | Pik | Var/| Pik | Var/| Pik | Var/ | Pik | Var/ | Pik | Var/| Pik | Var/ | Pik | Var | Pik

yok | Alam | yok | Alani | yok | Alam | yok | Alani | yok | Alani | yok | Alami | yok | Alant | yok | Alam | /yok | Alani
14 | 1275 - - + | 5486 | 4 | 21875 | _ - - - - - - - - - + | 4033
15 1287 | - - - + 16217 | + | 2733 | - - - - - - - - + | 2356
16 | 1292 + | 7664 | L | 34534 _ - - - - - - - - - - - - -
17 | 1300 + | 24681 | _ - + | 28079 | - - - + | 5817 - - - - + | 2338
18 | 1405 - - + | 25874 | _ - - - - - - - - - + | 25064 | _ -
19 1415 - - - - - - - - - - - - - - - - + 9221
20 | 1433 + | 21871 4+ 10333 | 4+ |19725| 4 | 16317 | 4 3321 + - - + | 25604 | L | 5824
21 | 1500 - - - - + | 49327 | _ - - - B - - - + | 66362 | _ -
22 | 1605 - - + | 76874 | _ - - - + 3227 B - - - - - + | 2334
23 | 1613 + | 21256 | _ - + 29120 | 4+ | 5017 - - + | 60380 | _ - + | 28284 | _ -
24 | 1663 - - 4+ | 43301 | _ - + | 13876 - - + | 36980 | _ - + 50523 | _ -
25 | 1855 + | 14602 | L+ | 31292 _ - + | 50523 - - B - - - - - - -
26 | 1882 4+ [ 37949 | L | 20472 | 4 |21744| 4 | 11079 - - B - - - + | 41458 | _ -
27 | 1900 + | 39080 | 4+ |50387 | 4 |33065| ._ - - - - - - - - - - -




Bal Tiirleri

) Cam Kekik Portakal Lavanta | Keciboynuzu | Okaliptiis Piiren Hay1t Adagay1
Pik | Kovat
No | Indisi | Var/ | Pik | Var/ | Pik | Var/| Pik | Var/| Pik | Var/ | Pik | Var/| Pik | Var/| Pik | Var/| Pik | Var | Pik

yok | Alam | yok | Alani | yok | Alam | yok | Alani | yok | Alani | yok | Alami | yok | Alant | yok | Alam | /yok | Alani

28 | 2033 + | 19432 | L | 49837 | 4 |33617| 4 | 9983 + 3874 + | 2943 - - + | 46020 | 4 | 7272
29 | 2100 + 39349 | L | 14024 | 4 | 36164 | _ - + 4647 - - + | 10550 | 4+ | 37491 | _ -
30 | 2267 + | 18945 | _ - + | 4647 + | 3026 - - - - + | 45159 | _ - - -
31 | 2300 4+ | 56755 | 4 | 94236 | 4 | 44742 | - - - - - - - + | 44434 | _ -
32 | 2417 + | 37585 | 4 | 23479 | 4 |40176 | - - - + | 5657 + | 25578 | 4+ | 70182 | 4 | 3026
33 | 2483 4+ | 72412 | L | 14910 | 4 | 50264 | 4 | 16643 | 13834 | 4+ | 21440 | 4 | 60148 | 4 | 12295 | 4 | 52347
34 | 2500 + | 6295 - - - - - - + 4992 - - - - - - + | 3756
35 | 2825 4+ | 65518 | _ - - - - - + | 58051 B - - - - - - -
36 | 2900 4+ | 24917 | 4+ | 13249 | _ - + | 4992 - - - - - - + | 67742 | _ -
37 ? + | 16174 | _ - _ - - - - - - - - - - - - -
38 ? + | 5653 + | 5373 - - - - - - - - - - - - + | 7375

60
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5.2. TARTISMA

Bu caligmanin amaci, GC-MS sonuglarindan yararlanarak c¢esitli bal tiplerinin
bitkisel orijinini bulmak olduguna gore Onceki sayfalarda verilmis olan bulgulara

farkli agilardan bakmak gerekecektir.
Once, tanimlanmis olup olmamasmna bakmaksizin farkli bal tiplerinde, Kovat
indisleri ayn1 oldugu i¢in, oOrtiisen pik sayilar1 hesaplanarak asagidaki tablo da (tablo

5.3) gosterilmistir.

Tablo 5.3 Balin cinsine gore Ortiisen pik sayisi

Ortiisen pik sayis
S

Balin cinsi Pik —_ a = =
sayisl < 8 3 & >
A =~ S S B = - s
E1S |5 2|8 |2 |5 & |¢%
S | |& |3 | | |E | |<
Cam 23 23 13 14 9 4 5 6 12 8
Kekik 16 13 16 11 7 7 5 4 11 8

Portakal 19 14 11 19 9 5 6 5 11 7

Lavanta 13 9 7 9 13 4 5 2 8 4

Keg¢iboynuzu 9 4 7 5 4 9 3 2 4 5

Okaliptiis 9 5 5 6 5 3 9 2 6 6

Plren 7 6 4 5 2 2 2 7 4 3

Hayit 16 12 11 11 8 4 6 4 16 4

Adagay1 14 8 8 7 4 5 6 3 4 14

Tablo incelendiginde ¢am, kekik, portakal ve hayit ballarindaki ortiismelerin en fazla

oldugu goriilmektedir.
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Piklerdeki bu oOrtiismenin ballarin Olcililen fizikokimyasal biyiikliikleri (Diastaz
sayis1 ve HMF) ile iliskili olup olmadigini anlamak icin asagidaki grafik (sekil 5.2)

¢izilmistir.
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/ & Hayit Ba
Okaliptﬁquali)l?rtakal Bah
$Keciboynuzu Balt ¢ Cam Bati

¢ Kekik Bali

* Lavanta Bali

¢ Adacay1 Bali
50 I I I I

5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Diastaz Sayisi

Sekil 5.2 Fizikokimyasal biiyiikliiklere gore gruplandirma
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Bu grafikte, bahsedilen biiyiikliikler bakimindan ¢am bali ile portakal balinin bir
grupta kekik bali ile hayit balinin ise bir baska grupta yer aldig1 s6ylenebilir.

Balin bitkisel orijininin tahmin etme de kullanilabilecek daha etkili bir yontem,
ballar1 birbirinden ayirmaya olanak verecek isaretleyici (marker) bilesiklerin
belirlenmesi de bu amagla her bir balda bulunan bilesenin koyu (@) ile gosterildigi

asagidaki tablo hazirlanmustir.



Tablo 5.4 Balin orijinini tahmin etmek i¢in isaretleyici bilesiklerin belirlenmesi
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=
N n
2~ | S| 2| g &|g| | &
RT. g 3| % ¢ S5 52| % Bilesik
o = Bl <
M
= OIO0IOI0OO] @O
1035 Q O Q Q Q ‘ Q O ‘ (Z)-3,7-dimetil-1,3,6-oktatrien
1051 Q Q . O O Q Q Q O 2,3,5-trimetilfuran
1068 Q ‘ ‘ Q Q O ‘ O ‘ (E)-biitil 2-metil-2-biitenoat
1074 Q Q Q Q ‘ Q Q Q Q 1-siklopentil-2-propanon
EmeleIl 1 ) Jelele]e] ki
LA Jelelelelel Jelolkums
S elelelel ek
aEmelelell Jelele)elo)s
1235 . O O O Q O . ‘ O (Z)-3,7-dimetil 2,6-oktadienal
I JelellelelelelelN ks
=000 e @
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=
N 0
= = = —
=~ | 2| £l 8| & 5| =] &
R.T. §1 %% Sl g5 8 By g Bilesik
R R B - - <
N
1267 Q Q O O Q ‘ Q Q O Etil 2-hidroksibenzoat
1275 Q ‘ ‘ Q Q Q Q Q ‘ Fenilasetik asit
1287 Q Q ‘ ‘ Q Q Q Q ‘ (4-izopropilfenil)-metanol
Gl 1 Jelelelelel0le] ks
S Tl Jieliell Jielel NS
o]l Jeleliellelel Jel
w5 QOGSO @ 7
“ 000000 00
L elieil JielielielioN o]k
o]l Jeilell Jelelel N
@00 @ )@
1663 Q ‘ Q . Q ‘ Q ‘ Q 14-hidroksi-9-epi-B-caryophyllene
| @ @IOI@ICIOIOIOIC [P
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< 2| £ 5| 25| 2| %
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" 000000 00
" 9000 00 )
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" 000000000
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Bu sekil incelendiginde:

= p-cymene (kovat indisi 1026)’nin sadece hayit balinda bulundugu,
= 2.35-trimetilfuran’in (kovat indisi 1051) sadece portakal balinda bulundugu,
» ]-siklopentil-2-propanonun (kovat indisi 1074) sadece keciboynuzu balinda

bulundugu,
= Dekanal (kovat indisi 1208) sadece lavanta balinda bulundugu,
= Etil-2-benzoat (kovat indisi 1267) sadece okaliptiis balinda bulundugu,

= Adi belirlenemeyen bilesigin (kovat indisi 1415) sadece adagayr balinda

bulundugu,

goriilmektedir. Ayrica;

= Etil heptanoat (kovat indisi 1095) ¢am harig piiren balinda, ve
= 2-dekanol (kovat indisi 2150) ¢am hari¢ adagay1 balinda

= Vanillin’in (kovat indisi 1405) kekik hari¢ yine sadece hayit balinda

bulunmaktadir.

Sekil daha dikkatle incelendiginde Ortiismenin biiyiik oranda oldugu (¢am, kekik ve
portakal ballar1) ballarda;

Kovat indisi 1068 olan pikin yoklugu ile,

Kovat indisleri 1095, 1235 ve 1250 olan piklerin varliklarinin sadece ¢am balin1

isaretleme de kullanilabilecegi goriilmektedir.

5.3. ONERILER

Bir analizcinin elinde bulunabilecek en biiylik olanaklardan biri GC-MS
kombinasyonudur. Kromotografik kolon, kosullar iyi ayarlanmak kaydiyla, numune
matriksindeki onlarca, hatta yiizlerce bileseni birbirinden ayirmakta; bu bilesenler tek
tek kiitle spektrometre aygitina gonderilerek, bilesigin iyonlagsma sonucu olusan

parcaciklarin gosterildigi spektrumlar incelenerek bilesigin yapist aydinlatilmaktadir.
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Bu aydinlatma islemi elde edilen spektrumun aygitin spektral kiitiiphanesindeki

spektrumlarla karsilastirilmasi suretiyle yapilmaktadir.

Spektral kiitliphaneler her ne kadar zengin olursa olsun, bir bilesigin kiitle
spektrumundan bilesigin %100 gilivenle tanimlanmasi c¢ogunlukla miimkiin

olamamaktadir.

= Kromotografik kosullarin biitiin bilesenleri yeter bir rezoliisyonla birbirinden
ayirmaya olanak verecek sekilde ayarlanmamasi, dolayisiyla kiitle
spektrometresine giren bilesigin %100 saflikta olmamasi,

» Bu safsizliga ayrica, enjeksiyon blogu, kolon ile kiitle spektrometresinin
iyonlagma odacig1 ve analizoriindeki kirliliklerin katki da bulunmasi,

* Bir bilesigin parcalanma deseninin iyonlasma metoduna ¢ok bagli oldugu ve bu
nedenle spektral kiitiiphanedeki spektrumlarin hangi iyonlasma metodu/analizr
kullanilarak kaydedildigi hususunu bilinmeyen bilesigi tanimlama da ¢ok énemli

olacagi,

gibi nedenlerle kiitiiphanenin verdigi sonuglar1 kullanirken analizei ¢ok dikkatli
olmalidir. Bu nedenle, bilesigin daha yiiksek giiven diizeyinde tanimlanmasi igin
hidrokarbon standartlart kullanilarak kovat indisleri belirlenmeli ve bunlardan

yararlanilmalidir.

Ancak, kovat indisleri ayrilmanin gergeklestigi kolonun durgun fazin karakteristigine
bagli oldugundan kovat indisleri karsilastirilirken karakteristigi ayn1 veya benzer
olan kolonlarda elde edilmis kovat indisleri literatiir verilerini kullanma hususunda

dikkatli olunmalidir.

Bilesigin tanimlanmasinda hala tereddiitler varsa elbet yapilacak olan kuskulanilan
bilesikleri bulunduran standartlar temin ederek bunlar1 da GC-MS kosullarinda

analizlemektir.
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