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OZET

Bu calismada, Bingdl Ili ve ¢evresinden toplanan ballarin fenolik bilesiklerinin
antioksidan ve antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteler i¢in kullanilacak olan balin fenolik bilesikleri Amberlite XAD-2 kolon dolgu
maddesiyle ile ekstre edildi. Ekstraklarin toplam fenol igerikleri Folin-Ciocalteu
yontemiyle, toplam flavonoid miktarlar1 aliminyum kloriir metoduyla ve toplam
antioksidan aktiviteleri ise fosfomolibden yontemi ile tayin edilmistir. Antioksidan etkisi
2,2-difenil-1-picryhydrazyl (DPPH) serbest radikal ile reaktif oksijen tiirii olan hidroksil
(OH) radikalinin temizleme etkisi ayrica potasyum ferri siyanit ile indirgeyici gii¢ 6zelligi
gibi antioksidan aktiviteleri arastirllmistir. Deneylerde standart olarak biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), a-tokoferol ve a-tokoferolun

suda ¢oziinen bir analogu olan troloks kullanilmistir.

Ayrica toplam fenolik asit icerigi (TPA), toplam B-karoten ve likopen iceriginin
belirlenmesi, hidrojen peroksit giderme aktivitesi tayini, iz elementlerinin belirlenmesi,
indirgen seker igeriginin belirlenmesi, nem igerigi ¢aligmalar1 yapildi. Bu ¢aligmada bal
ekstraklart DPPH, OH. radikal giderme aktiviteleri, toplam antioksidan aktivite, indirgeme

giicli ve hidrojen peroksit giderme aktivitesi gosterdiler.

HPLC analizde baldaki fenolik bilesikler; krisin, klorogenik asit, kaffeik asit,
sinapik asit, kumarik asit, siringik asit, dihirobenzoik asit, gallik asit, katesin ve ferrulik

asit olarak tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite i¢in test mikroorganizmalart Refik Saydam Hifzisiha
merkezinden elde edildi. Mikroorganizmalar gram (+), gram (-) bakteriler ile mayalardan
(Bacillus subtilis 1M622, Staphylococcus aureus 6538P, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium NRRLE4413, Klebsiella pneumoniae EMCS, Streptococcus Spp,
Pseudomonas aeruginosa, mayalar; Candida spp,, Saccharomyces cerevisiae)
olugsmaktadir. Arastirma sonucunda, bal ekstraktlarinin gram negatif (-) ve gram pozitif (+)
bakterilere kars1 antibakteriyel ve mayalara kars1 da antifungal aktivitelerinin oldugu tespit

edildi.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal Etki, Antioksidan Etki, Bal, Fenolik Bilesikler.
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ABSTRACT

In this study, we analyzed the antioxidant and antimicrobial activity of phenolic
compounds of honeys collected in Bing6l Province and its surrounding. The phenolic
compounds of the honeys was extracted with Amberlite XAD-2. Total phenol content of
extracts was determined by Folin-Ciocalteu method, total flavonoid contents and total
antioxidant activity of aluminum chloride method was determined by the method of the
Phosphomolibdenum. The antioxidant effect of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
the cleaning effect of the reactive oxigen species and hydroxyl free radicals (OH) and as
well as pottassium ferry ciyanit with the ability to the reducing power, such as antioxidant
activity were investigated. In the experiments, we used the standart butylated hydroxy
toluene (BHT), butylated hydroxy anisole (BHA), a-Tocopherol and Trolox that is the
water-soluble analogue of a-tocopherol.

In addition, the content of total phenolic acid (TPA), the determination of total
content of B-carotene and lycopene, the determination of activity of hydrogen peroxide
removal, the determination of trace elements, the determination of reducing sugar content
and the moisture content of the compounds were carried out. In this study, the extracts of
honey displayed the activity of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), OH radical
remediation activity, total antioxidant activity, the reducing power and removal of
hydrogen peroxiding.

In HPLC analysis, the phenolic compounds of the honeys have been identified as
chrysin,chlorogenic acid, caffeic acid sinapic acid, coumaric acid, syringic
acid,dihydroxybenzoic acid, gallik acid ,chatecin and ferrulic acid.

The test microorganisms for antimikrobial activities were obtained from The Center
of Refik Saydam Hifzisstha. The test microorganisms consists of yeast, Gram (+) and
Gram (-) bacteria. (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae)

As a result, it was determined that honey extracts had the antibacterial activities
against Gram-negative (-) and Gram positive (+) bacteria and the antifungal activity
against yeast.

Key words: Antimicrobial Effect, Antioxidant Effect, Honey, Phenolic Compounds.
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BHA : Biitillenmis hidroksianisol

BHT : Biitillenmis hidroksitoluen

DPPH : 1,1-difenil 2-pikril hidrazil

DPPH- : 1,1-difenil 2-pikril hidrazil radikali
Troloks : 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit
GA: Gallik asit

Q: Kuersetin

FC: Folin-Ciocalteu Reaktifi

Axontrol . Kontrol numunesinin absorbansi
AnNumune Numunenin absorbansi

AH : Antioksidan madde

EDTA: Etilendiamin tartaasetik asit

HPLC: Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
DMSO : Dimetilsulfoksit

ml : Mililitre

mm : Milimetre

NA: Nutrient Agar

uVv: Ultraviyole

ng: Mikrogram
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1. GIRIS

Bal, asirlar boyunca insanoglu i¢in dnemli bir besin kaynagi olmustur. Bal bir¢ok
bitkiden nektar toplayan farkli cins arilarin olusturdugu bir driindiir. Bal arilar1 (Apis
mellifera) tarafindan bitkilerin ¢igeklerinden veya bitkiler {izerinde yasayan bazi canlilarin
salgilarmi topladiktan sonra, viicutlarinda kendine 06zgii maddeler ile karistirilarak
degisiklige ugratilip, bal peteklerine depolamalar1 ve bunun neticesinde olgunlasmasini
sagladiklar1 tatli maddedir (Martin, 1979 ; Otles, 1995).

Balin igerigi ve kalitesi arilarin ¢evresinde bulunan bitki Ortiisiine bu bitki
ortiisiinden aldiklar1 nektar tipine ve miktarina, bolgenin cografik konumuna, yiikseltisine,
1s1 degisimlerine, ar1 kaynaklarinin safligi gibi birgok Ozellige baglidir. Ancak yapilan
aragtirmalar gostermistir ki insan saglig1 agisindan fonksiyonel 6zelliklere sahip olan balin
kaynagi biiyiik dl¢iide ¢igege baglidir (Effem, 1988).

Mikroorganizmalar toksin tretebilirler. Bu toksinler besinlerde olustugunda ise
bozulmaya ve zehirlenmeye neden olur. Bu nedenden dolayr besinlerdeki
mikroorganizmalarin etkinliginin azaltilmas1 raf Omriiniin uzamasimi saglar. Ancak
patojenler ¢ok hizli bir sekilde sentetik antibiyotiklere diren¢ kazanabilirler. Bu yiizden
yenilenebilir ve ayni zamanda dogal olarak onlardan etkilenmeyen {iriinlerden elde
edilebilecek antimikrobiyal ajanlar ve bu ajanlarin denenmis sinerjetik etkileri ile bu
antimikrobiyal aktivite i¢in énemli bir gii¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Bu dogal savasta en
basta bitkiler aleminin kendini koruyucu iiriinleri ve onlarin iizerinden bal ve iirlinlerine
gecen maddeler one ¢ikmaktadir.

Balin en 6nemli anti bakteriyel 6zelligi igerdigi hidrojen peroksit diizeyi ile ilgilidir.
Bu diizey glukoz oksidaz ve katalaz diizeylerinin 6lgiilmesiyle belirlenir (Weston, 2000).
Bal farkliliklarindaki antimikrobiyal aktivitenin farkliligi kismen de olsa bu seviyelerin bir
yansimasi olabilir. Balin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesine peroksit olmayan
faktorlerde katkida bulunur. Bunlar lizozim, fenolik asit ve flavonoidlerdir. Bir biitiin
olarak ele alindiginda bu faktorler bala yaralarin pansumaninda benzersiz bir 6zellik verir.
Enfeksiyonun hizli bir sekilde temizlenmesine, yaranin hizli depridmanina (yara kenarinda
canliligint kaybetmis o©lii dokunun alinmasi), yara izinin en aza indirilmesinde,

angiogenesisin yani sira doku graniilasyonu ve epitel biiyiimenin uyarilmasina yol agar



Bununla birlikte balin terapdtik etkiside arastirmacilar tarafindan dikkate alinmasina
ragmen calismalar ham balin antimikrobiyal aktivitesi (Taormina vd., 2001; Basualdo vd.,
2007) ve antioksidan kapasitesi (Rauha vd., 2000; Frankel vd., 1998) ile ilgili yapilmuistir.

Yapilan diger ¢alismalarda bireysel fenolik bilesikler gram negatif ve gram pozitif
bakterilerde genis bir yelpazede biiyiimeyi inhibe ettigini gostermistir (Davidson vd.,
2005). Fenolik bilesikler bitkilerden olusan en 6nemli gruplardan biridir ve 8000 farkli
yapidan olusmustur (Bravo, 1998). Bu bilesiklerin antikanserojenik, antienflamatuar,
antiaterojenik, antitrombotik, immun sistem ve analjezik faaliyetleri gosterilmistir. Bunlar
arasinda antioksidan fonksiyonlar1 da rapor edilmistir (Vinson vd., 1998).

Reaktif oksijen tiirleri yada serbest radikaller organizma da membranin yapisinda
bulunan lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre zar lipitlerinin
bozulmas1 ve buna bagli olarak sinirsel bozukluklar da dahil bir¢cok hastaliga neden
olmaktadirlar. Ayrica bagisiklik (savunma) sistemini olusturan hiicreleri de yok ederek
bagisiklik sisteminin bozulmasina, niikleer membranini yararak nukleustaki genetik
materyale etki edip DNA'yr kirllma ve mutasyonlara agik hale getirirler. Serbest
radikallerin neden oldukar1 hastaliklar ii¢ grupta toplanabilir:

A. Genetige bagl hastaliklar: Serbest radikallerin DNA’nin yapisint bozmasi

sonucu olugan Fanconi anemi ve bloom sendromu gibi hastaliklar.

B. Cevresel bilesenler tarafindan olusturulan serbest radikallerin olusturdugu
hastaliklar: Is hastaliklari, zehirlenmeler, bakteri ve viriislerin tarafindan olusturulan

enfeksiyonlar.

C. Hem genetik hem de cevresel faktorler tarafindan olusturulan serbest radikallerin
olusturdugu hastaliklar: Bronsial astim, diabetes mellitus, kanser, kardiovaskiiler
hastaliklar ve digerleri (URL-1, 2013).

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiriinlerinin ve serbest radikalleri tutarak radikallerin
organizmadaki negatif etkilerinin 6nlenmesi konusunda gorev aldiklar1 bilinmektedir. Bu
yiizden antioksidanlar viicudun etkinliginin ve sagliginin korunmasinda son derece dnemli
bir rol oynamaktadir. Bu antioksidan maddeler dogal kokenden olanlar olarak
irdelendiginde fenolik maddeler grubu igine giren maddelerin bu o6zellikleri iyi

bilinmektedir.



Son yillarda bitkilerin antioksidan etkileri gida sanayi ve kisisel diyetlerde
kullanimlan ile ilgili pek c¢ok c¢alisma yapilmistir. Bunun sebebi ise bitkilerin birer
antioksidan olan karotenoid, flavonoid ve fenolik bilesik igerigi bakimdan zengin olmalari
ve herhangi bir yan etkiye sahip olmamalaridir (Kulkarni vd., 2006). Siklikla kullanilan
Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve Biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi sentetik
antioksidanlarinin son yillarda kanser basta olmak iizere dejeneratif hastaliklarin
olusmasinda etkin oldugu ile ilgili iddia ve caligmalarin olmasi iizerine arastirmalar
tamamen bitkisel orijinli antioksidanlar tizerine yogunlasmistir (Giil¢in vd., 2006a).
Bitkisel orijinli antioksidan maddelerin ve bilesiklerin giinliik diyetle direk bitkisel
beslenme ve bitkilerden kokenlenen bal gibi bilesiklerden saglanmasi ile ilgili egilim giin
gectikce artmakta ve zamanla fonksiyonel gida terimi 6nem kazanmaktadir.

Antioksidan aktivite tayin metodlari, gida, farmasétik veya tibbi amagh kullanilan
bitkilerin ve onlardan kdkenlenen iiriinlerin (bal vb.) veya onlardan saflastirilan biyolojik
aktif maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmasi bakimindan yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu amagcla toplam antioksidan aktivite tayini, toplam indirgeme
potansiyeli kapasitesinin arastirilmasi, % radikal giderme aktivitesi (DPPH yontemi) ve
OH" radikal gidermesi, metal selatlama aktivitesi, serbest olmayan bir reaktif oksijen tiirii
olan H,O’nin giderilmesi gibi metotlar siklikla kullanilmaktadir (Giilgin 2005; Giilgin
2006 b).

Balin fenolik bilesikleri adi altinda yapilan c¢alismalarda fenolik asitler ve
flavonoidler bitki kdkenli potansiyel bilesikler olarak kabul edilir. Fenolik asitler iki alt
sinifa ayrilmistir: Bunlar benzoik asit, sinnamik asit ve bunlarin tiirevleridir. Balda bulunan
flavonoidler de benzer yapiya sahip ii¢ sinifa ayrilmistir: Bunlar flavonoller, flavonlar ve
flavononlardir.

Flavonoidler antioksidan 6zellige sahip olduklarindan dolay1 dejeneratif etkilerin
olusturdugu koroner kalp hastaliklar1 gibi bir¢cok hastaligin 6nlenmesinde etkin oldugu
diisiiniilen dogal bilesik gurubudur. Bitkilerden elde edilen flavonoidler UV 1sinlarini
absorbe ettikleri ve antioksidan aktivite gostermelerinden dolayr kanser tedavisinde
kemoprotektif etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Hertog vd., 1995). Ayrica
flavonoidlerin 16semi (Larocca vd., 1990; Hirano vd., 1994) ve yumurtalik kanseri
(Benavente-Garcia vd., 1997) gibi kanserli hiicreler iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu

bilinmektedir.



Bu bilesikler balin rengine, tadina, lezzetine dnemli katkilart olmakla birlikte ayni
zamanda insan saglig1 agisindan yararl etkileri bulunmaktadir, buna ilaveten balin fenolik
bilesiklerinin bilesimi sonug olarak antioksidan kapasitesi ¢icek kaynaklarinin kullanimina
baghdir. Toplanan balin tstiinliigii mevsimsel ve ¢evresel faktorlere baglidir (Al-Mamary
vd., 2002; Yao vd., 2003). Bu yiizden balin aktif bilesiklerinin bilesimi farkli yerlerdeki bal
orneklerinde farklidir.

Tiim ballar yapilarindan dolay1 (antioksidan ve antibakteriyel vb.) insan viicudu
tizerinde pozitif etkiye sahiptirler. Bu ¢alismada Bing6l bolgesinden elde edilen ballarin
genel fenolik bilesik iceriginin belirlenmesi ve elde edilen bal ekstraktlarinin antioksidan
ve antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirilmasi ile Bing6l bolgesinin biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi ve balin fonksiyonel gidalarda yapay antioksidan ve antimikrobial maddeler

yerine kullanilabilir olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.

1.1. Bal

1.1.1. Tanim

Bal, dogal olarak iiretilen kompleks gida maddeleri arasinda yer almaktadir. Hig bir
isleme tabii tutulmadan, tatlandirici madde olarak kullanilabilen tek gida maddesidir. Balin
yaklasik % 80’ni cesitli sekerlerden meydana gelmektedir. Bu sekerlerin % 80’nini ise
glukoz ve fruktoz olustur. Bal glukoz ve fruktoz gibi sekerden olusan doymus bir ¢ozeltisi
olsa da, diger bazi sekerleri, organik asitleri, enzimleri, amino asitleri, vitaminleri,
flavonoidleri, fenolik maddeleri ve mineral maddeleri de iceren kompleks bir karisimdan
olusmaktadir (Gheldof vd., 2002). Balin enerji degeri yaklasik olarak 100 gramda 303 kilo
kaloridir. Balin enerji degerinin yliksek olmasi ve karbonhidratlarin kolay ve cabuk bir
sekilde emiliminden dolay1 bal tiim yas grubundaki insanlar i¢in uygun bir gida maddesidir
(Blasa vd., 2005).

Bal dogal iiriin olarak degisik tedavi yontemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak, bal ile ilgili bilimsel ¢alismalarin eksikligi nedeniyle giiniimiizde ilag endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmamaktadir (Aytug vd., 1971).

Balin antimikorbiyal etkisinin osmolaritesinden c¢ok, balda bulunan diger
komponentlere bagli olduguna yonelik mikrobiyolojik ¢aligmalar bulunmaktadir. Baldaki

en etkili antimikrobiyal ajan olarak bilinen bilesen, 1s1 ve 1518a duyarlt ve glukozoksidaz
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enzimi tarafindan iiretilen hidrojen peroksittir. Balin antimikrobiyal etkisi ile ilgili yapilan
aragtirmalarda, bal en az 10 kat veya daha fazlasmna kadar sulandirildiginda g¢esitli
enfeksiyonlara neden olan bazi bakteri tiirlerinin gelismesini tamamen yok ettigi
belirtilmektedir (Molan, 2001; Dunford, 2000). Balin bir diger 6zelligi de sahip oldugu
antioksidan Ozelligidir. Bal; bitkisel kaynaga bagli olarak ihtiva ettigi tokoferol,
askorbikasit, flavonoidler ve diger fenolik maddeler sayesinde antioksidan bir etkiye de
sahiptir.

Bu etki sayesinde organizmayi, oksidatif olaylar sonucunda ortaya ¢ikan bir takim
rahatsizliklara;  Ozelliklekansereve kardiyovaskiiler kollapsla (gevresel damarlarin
genisleyip burada kanin toplanmasiyla olusan agir bir c¢okiintii)’a karst korudugu
bildirilmektedir (URL-2, 2013; URL-3, 2013).

Bal, arilarin yararlandigi kaynaga gore ¢igek bali ve salgi bali olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadir (TS-3036, 2002).

1.1.2. Balin Bilesimi ve Kimyasal Yapisi

Balin yaklasik olarak % 80'1 degisik yapidaki sekerlerden, %17'si sudan meydana
gelmektedir. %3'lik kismi ise bagta enzimler olmak iizere, bala bal 6zelligi kazandiran ve

bali degerli kilan maddelerden olugmaktadir (Korkmaz, 2006).



Cizelge 1. 1. Balin farkli kaynaklara gore genel bilesimi (Bulut, 2007; Bakan, 2009).

Bilesen (%) White(2003) | Otles (1995) | Sahinler vd. | Degisim sinirlari
(2001) (Min-mak)
Nem 17,2 17,2 17,2 12,2-229
Diastaz Sayisi® 20,8 20,8 - 2,1-61,2
Glukoz 30,3 30,3 - 22,9 -40,8
Sakkaroz 1,3 1,3 - 0,3-7,6
Yiiksek sekerler 1,4 1,4 - 0,1-39
Serbest asit 0,43 0,43 - -
Glukonik
Toplam asit 0,57 0,50 0,57 0,17 -1,17
Glukonik
Kiil 0,169 0,169 0,17 0,02 -1,03
Azot 0,041 0,041 -
Maltoz! 7.3 7.3 - 3,3-18,2
Fruktoz 38,4 38,4 - 30,9-443
pH 3,91 3,91 - 0,13 -8,49

1

%:Diastaz sayisi 1 g bal i¢indeki enzimin 40°C’ de hidrolize edebildigi %! nisasta ¢dzeltisinin ml olarak
miktaridir (AOAC, 1998).

100 gram balda 303 kilo kalori bulunmaktadir. Ayrica % 0.3 oraninda protein ihtiva
etmekte olup bunun yani sira potasyum, kalsiyum, magnezyum,aliiminyum, fosfor
silisyum,demir,bakir, kobalt, nikel ve krom gibi mineraller maddeleri de i¢ermektedir.
Cigek ballari, salgi ballarina gore daha az mineral madde ihtiva etmektedir. Cigek ballar
bu 6zelliklerinden dolay1 kristalize olabilmektedirler. Salgi ballar1 ise daha fazla mineral

madde icerdikleri i¢in kristalize olmama 6zelliklerine sahiptirler. Salgi ballar1 bu 6zelikleri

: _indirgen disakkaritler maltoz olarak hesaplanmustir.

nedeniyle tedavi amagh olarak kullanilmaktadirlar (Morse ve Hooper, 1985).




1.1.2.1. Nem

Balin nem igerigi bitki kaynag, yagislar ve sicaklik gibi iklim kosullari ile ilgili bir
parametre olup ayrica lretim yili, lretim mevsimi, depolanan odanin nemi, sirlama
durumu, siizme ve pazarlanma sirasinda yapilan igler ile balin olgunluk derecesine baglhidir
(White, 1978; Tolon, 1999). Balin nem igerigi balin depolanmasi esnasinda
fermantasyonunun stabilitesi i¢in 6nemli bir faktérdiir. Ozmofilik mayalar nem igerigi
yiiksek olan ballarda uzun siire canli kalabilmekte ve balin bozulmasina neden
olmaktadirlar.  Olgunlagmis  ballar diisik nem igerigine sahip oldugundan
mikroorganizmalar gelisme gosteremezler (Amor, 1978; Molan, 1992; Singh ve Bath
1997).

Diinya standartlarina gore, olgunlasmis bir balda nem oraninin % 20’yi gegmemesi
gerekmektedir. Cicek ballar1 ortalama % 17,2 salgi ballar1 ise ortalama %16,3 nem
igcermektedir (Hisil, 1984).

1.1.2.2. Baldaki Sekerler

Balin kati kismimin biiyilk ¢ogunlugu karbonhidratlardan olusmaktadir. Bu
karbonhidratlarin basinda monosakkaritler gelir. Bu monosakkaritlerin  disinda
disakkaritler ve yiiksek sekerler de bulunmaktadir. Bu giline kadar yapilan pek c¢ok
aragtirmada balda tespit edilen sekerler asagida verilmistir (White, 1979, 2003; Krell,
2001).

a- Monosakkaritler : Glukoz, fruktoz

b- Disakkaritler: Sakkaroz, maltoz, izomaltoz, tiranoz

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

tetroz, ve rafinoz’dur.

Bu sekerlerin bir kismi nektarda bulunurken biiyiikk bir kismi ise nektarda
bulunmaz. Bu sekerler balin olgunlagmasi ve depolanmasi gibi asamalarda enzimler ve
asitlerin etkisiyle meydana gelmektedir (White, 1979, 2003).

Genel olarak biitiin bal cesitlerinde fruktoz miktar1 glukoza oranla daha fazla

bulunur. Yalnizca bir ka¢ bal ¢esidinde fruktoz miktar1 glukoz miktarindan az olabilir.
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Balin ihtiva ettigi enzimler ve asitlerin etkisiyle balin seker yapisinda zamanla
degisimler meydana gelebilir (Crane, 1980; White, 1979).

Balin tathligi yapisindaki sekerlerden kaynaklanmaktadir. Biitlin  ballar
yapilarindaki sekerlerden dolay1 tathidir, fakat bazi ballar digerlerine gore daha fazla tath
olabilmektedirler. Bunun nedeni ballarin igerdikleri sekerlerin ve bu seker miktarlarinin
farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Toplam seker miktar1 ve seker kompozisyonu balin
tatli olmasmi etkilemektedir. Fruktoz sakkarozdan, sakkaroz glukozdan ve glukozda
maltozdan daha tathidir. Balin tatliligi genellikle fruktoz igerigi ve miktar1 ile iliskilidir.
Cok tath olan bazi ballarin fazla miktarda fruktoz igerdigi bilinmektedir. Ancak fruktoz
miktar1 tek basina balin tath olmasinda etkili degildir. Pek ¢ok seker bir araya geldiginde
tek baslarina oldugundan daha fazla tatlilik hissedilebilir. Sakarozun tatliligi glukozdan
daha erken hissedilir. Dolayisiyla bir karisimda sakarozun tatliligi hissedildikten sonra

glukoz maksimum etkisini yapmis olur (Crane, 1980).

Cizelge 1. 2. Balin farkli kaynaklara gore seker kompozisyonu (Lazaridou vd., 2003).

Karbonhidratlar (%) White vd. Lazaridou vd. Yanniotis vd.
(1962) (2003) (2006)
Fruktoz 38.2 22.1-41.3 29.9-44.1
Glukoz 31.3 13.5- 36.3 20.1- 34.9
Sakkaroz 1.3 0.2-2,7 0.3-0.8
Maltoz 7.3 1.9-6.7 2.7-4.0
Melezitoz - 9.1-14.4 0.3
Raffinoz - 0.2-1.0 1.7

1.1.2.3. Bahn Asit Icerigi

Asitler balin tatlilik 6zelligini etkileyen maddelerdir. Balda bulunan en 6nemli asit,
glukozun glukozoksidaz enzimi tarafindan pargalanmasi sonucu meydana gelen glukonik
asittir (Korkmaz, 2006). Diger asitler sitrik asit, asetik asit, butirik asit, malik asit ve
stiksinik asitt’tir. Glukonik asit, balin olgunlagmasi sirasinda arilar tarafindan bala eklenen
glukozoksidaz aktivitesi sonucu olusur. Glukonik asidin baldaki miktar1 degisen gevresel
kosullara, bal arilarinin olusturdugu koloninin giiciine ve nektarin icerdigi seker miktarina
ve konsantrasyonuna gore degismektedir. Glukonik asit nektarin tamamen bala dontismesi

igin gegen zamanin bir gostergesi olabilir (White, 1979, 2003).
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Bu asitlerden farkli olarak bazi ballarda bunlara ilaveten laktik asit, maleik asit,
malik asit, okzalik asit, piroglutamik asit, fumarik asit, tartarik asit ve a-ketoglutarik asit
bulunabilir (Krell, 2001).

Balda bulunan organik asitler, balin mikroorganizmalar tarafindan bozulmasini
engeller. Ayrica arilar bala formik asit ilave ederek balin olgunlagsmasina yardim ederler.
Balin diisiik pH degerinden sorumlu olan asitin formik asit oldugu ileri siiriillmekte olup bu
formik asidin bal g6zleri sirlanmadan 6nce arilarin ignesinden bu goézlere enjekte ettikleri
bildirilmektedir. Ballar genelde asidik 6zellik gosterirler. pH 3,5-5,5 arasindadir. Balda
yiiksek asit degerinin tespit edilmesi ise balda istenmeyen bir 6zellik olan fermantasyon
olaymin meydana geldiginin bir kamitidir. Baldaki fermantasyon olayi, alkoliin
mikroorganizmalarin etkisiyle asetik aside doniistigiinii gostermektedir. Glukonik asit
hari¢ balda bulunan diger asitlerin kaynagi kesin olarak bilinmemektedir. Asitligi %

0,4’ten fazla olan ballar siipheli ve sakincali olarak belirtilmistir (Korkmaz, 2006).

1.1.2.4. Baldaki Mineral Maddeler

Baldaki mineral madde miktar1 balin kiil igerigi agirhigmin yaklasik % 0,17’si
kadardir. Balda mineral madde miktar1 %0,02 - %1,0 arasinda degisiklik gostermektedir
(White, 1979). Yapilan arastirmalarda salgi ballari ¢icek ballarina gére mineral maddelerce
daha zengindir. Ayrica koyu renkli ballarin mineral madde icerigi acik renkli ballara gore
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Balda aliminyum, potasyum, klor, sodyum, mangan,
kalsiyum, magnezyum, demir, bakir, fosfor, kiikiirt, iyot, boron, titanyum, molibden,
kobalt, ¢inko, kursun, kalay, antimon, krom, nikel ve silika maddeleri degisen miktarlarda

tayin edilmistir (Crane, 1990; Krell, 2001).



Cizelge 1. 3. Baldaki minarel madde miktarlar1 (Bakan, 2009).

Mineraller Acik renkli bal (ppm) Koyu renkli bal (ppm)
Potasyum 205 1676
Klor 52 113
Kiikiirt 58 100
Kalsiyum 49 51
Sodyum 18 76
Fosfor 35 47
Magnezyum 19 35
Silisyum 22 36
Demir 2.4 9.4
Mangan 0.30 4.09
Bakar 0,29 0,56

1.1.2.5. Baldaki Enzimler

Enzimler canli hiicrelerde birgok reaksiyonun gerceklesmesini saglayan protein
yapilt molekiillerdir. Balda bulunan enzimlerin bir kism1 bitkilerin olusturmus olduklar
bitki enzimleridir. Ancak balda bulunan enzimlerin biiyiik bir kism1 arilar tarafindan bala
ilave edilmektedir (White, 2003).

Invertaz (sakkaraz) enzimi baldaki en énemli enzimler arasinda yer alir. Invertaz
enzimi nektardaki sakkarozu, glukoz ve fruktoza gevirerek nektarin bala doniismesindeki
kimyasal degisikliklerin cogundan sorumlu olan enzimdir (Korkmaz, 2006).

Baldaki sakkaraz enzimi aynstirilip sakkaroza etki ettirildiginde pek ¢ok
oligosakkaritler olusturdugu goriilmiistiir. Bu enzimin aktivitesi devam ettirildigi zaman
biitiin bu sekerlerin glukoz ve fruktoza kadar ayristirnnldigi goriilmiistiir. Is1 ile zarar
gormedigi zaman baldaki invertaz enzimi aktivitesini ekstraksiyondan sonra da
stirdiirmeye ve sakarozu pargalamaya devam eder (White, 1979, 2003).

Onemli bal enzimlerinden olan ve arilarin yutak iistii salg1 bezlerinden salgilanan
glukooksidaz enzimi glukoz tizerine etki ederek balin igersinde bala antibakteriyel 6zellik
kazandiran hidrojen peroksit ve glukonik asit olugturmaktadir.

Reaksiyon sonucunda meydana gelen hidrojen peroksit, olgunlasan nektarin
mikroorganizmalar tarafindan bozulmasma engel olurken yine bu enzimin aktivitesi
sonucu meydana gelen asitli ortam nektarin fermente olmasini engeller (White, 2003).

Glukoz oksidaz enzimi akiskanligi fazla olan veya olgunlasmamis ballarda aktiftir ve seker
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konsantrasyonu %23-30 iken en aktif durumdadir (Crane, 1990). Tam olgunlasmis ballarda
glukoz oksidaz enziminin aktivitesi yok denecek kadar azdir (White, 2003).

Arn tarafindan nektara ilave edilen bir diger enzim diastaz enzimidir. Bu enzim
nektarin olgunlasmasi esnasinda ar1 tarafindan ilave edilir. Nektarlar nisasta
icermediginden dolayr bu enzimin fonksiyonu tam anlamiyla bilinmemektedir (White,
2003). Arlarin bu diastaz enzimini polen taneciklerinde bulunan nisastay1 sindirmek igin
kullandiklar1 diistintilmektedir (White,1979). Bu enzimde diger enzimler gibi 1sidan
etkilenmekte yiiksek sicakliklarda inaktive olmaktadir. Is1 ile bu enzimlerin etkinligi
azalirken, hidroksimetilfurfurol (HMF) igerigi artmaktadir (White, 1975 ).

Bazi arastirmalarda balda katalaz enziminin bulundugu rapor edilmistir. Katalaz
enzimi glukoz oksidaz aktivitesini diizenleyerek hidrojen peroksit dengesini saglar. Ayrica
organik fosfatlardan fosfatlar1 uzaklastiran bir asit fosfataz enzimine de rastlanildig
bildirilmistir (Crane, 1990; White, 2003).

Invertaz, glukoz oksidaz ve amilaz (diastaz) enzimlerinin kaynagi is¢i arilarin
salgilaridir. Bir miktar amilaz enzimin bitki kaynakli oldugu bilinmektedir. Katalaz ve asit

fosfataz enzimleri ise tamamen bitki kaynaklidir (Crane, 1990).

1.1.3. Bahin Fiziksel Ozellikleri

1.1.3.1. Balin Rengi

Balin renginden sorumlu olan maddeler tam olarak bilinmemekle birlikte balin
rengi, elde edildigi bitkisel kaynaga, depolanma siiresine ve kosullarina gore su
beyazindan, koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir (Krell, 2001).

Bala renk veren baslica maddeler klorofil, karoten, ksantofildir (Yurtsever ve
Sorkun, 2002). Yapilan bir bagka ¢alismada karabugday balinda karoten tespit edilmistir
(White, 1979).

Bir diger calismada ise a¢ik renkli ballarin, koyu renkli ballara gére daha fazla suda
¢Oziiniir renk maddesi igerdikleri tespit edilmistir. Koyu renkli ballarin ise ac¢ik renkli
ballara gore daha fazla yagda ¢oziiniir renk maddeleri igerdikleri tespit edilmistir. Dogada

yagda c¢oziinen renk maddeleri karotenoidlerdir. Balda bulunan polifenoller hava ile
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reaksiyona girerek oksidasyona ugrayip koyu renkli materyallere doniistiigli tespit
edilmistir (White, 2003).

Balin rengi, ihtiva ettigi flavonoidlerle bagli olarak degismektedir. Koyu renkli
ballarda flavonoid miktar1 agik renkli ballara gore daha fazladir. Flavonoidler bala renk
vermenin yaninda serbest radikallerin etkisini gidererek bala antioksidant o6zellik de
kazandirmaktadirlar (Yurtsever ve Sorkun, 2002).

Balin 1s1] islemlere tabii tutulmasi, uzun siire depolanmasi ve agikta bekletilmesi ve
enzimatik aktiviteye ugramasi gibi olaylar balin rengi iizerine etkili oldugu bir gercektir

(White, 2003).
1.1.3.2. Balin Viskozitesi
Viskozite, akigskanliga kars1 direnci ifade etmektedir. Viskozite balin ihtiva ettigi su

orani ve sicaklik ile ilgilidir. Koyu renkli yavas akan bir balin viskozitesi yiiksek, agik

renkli ve gevsek yapili ballarda ise viskozite diisiiktiir (Krell, 1996).

Cizelge 1. 4. Tath tiggiil balinda viskozite (Krell, 1996).

Sicaklik(°C) Viskozitesi
13,7 600,0
20,6 189,6
48,1 10,7
711 2,6

1.1.3.3. Balin Higroskopik Ozelligi

Bal nem tutucu bir yapida olup havadan nem alma 6zelligine sahiptir. Ayrica bal
nem kaybederek de kristallesebilir (White, 1980). Balin havadan nem almasi veya nem
kaybetmesi 0zel yapisina, igerdigi seker miktarina ve ihtiva ettigi su miktara baghdir.
Ballar agikta veya nem gegiren kaplarda tutulursa havadan nem c¢ekerek su miktarim
arttirmaya egilim gosterirler. Bu sebeple depolama yerinin nemi %58 civarinda olmalidir.

Havada % 58 nem oldugu zaman balda su miktar1 % 17,4 civarinda olmaktadir. Balin nem
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almamasi i¢in uygun kaplarda kapali olarak saklanmalidir. Uygun olmayan ortamlarda
saklanan bal nem alarak kisa zamanda fermente olarak eksiyecek ve kullanilamaz hale

gelecektir (Kumova, 1986).

Cizelge 1. 5. Balin nem ve su igerigi (Korkmaz, 2006).

Havadaki Nem (%) Bal (% su orani)
52 16,1
58 17,4
66 21,5
76 28,9
80 33,1
81 33,9

1.1.3.4. Tat ve Koku

Balin tadi yapisindaki sekerlerden kaynaklanmaktadir. Bu sekerlerin miktari, tiirii
ve bunlarin birbirlerine oran balin tathiligini etkilemektedir. Kokusu da nektarin alindig
bitkisel orijine bagli olarak degismektedir. Balin 1sitilmasi, islenmesi, depolanmasi ve
ambalajlanmas1 gibi asamalarda balin kendine ait tat ve kokusunu bozacak yanlis
islemlerden kagimmak gerekmektedir. Bal, kokan maddelerin kokusunu ¢ekebilme
ozelligine sahip oldugundan bu tiirden maddelerin yaninda saklanmamalidir. Genellikle
koyu renkli ballar ac¢ik renkli ballardan daha keskin kokulu ve daha asitlidirler (Korkmaz,
2006).

1.1.3.5. Bahin Kirilma indisi

20°C’de refraktometre ile dlgiilen bir dzelliktir. Balin bu 6zelliginden yararlanilarak
igerisindeki su miktar1 belirlenmektedir. Bu amagla yeteri kadar alinan bal numunesi
refraktometrenin prizma yiizeyleri arasina konur ve balin optik kirilma indisi okunur. %18

nem igeriginde bu deger 1,4171°dir (Krell, 1996).
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1.1.3.6. Ozgiil Agirhg

Balin 6zgiil agirligt hem igerdigi su miktarina hem de sicakligmma baglh olarak
degismektedir. 20°C° de baln 6zgiil agirlig: ortalama olarak 1,4225 g/ml bulunmustur
(Anonim, 1988).

1.1.3.7. Isig1 Cevirme

Balin polarize 151k dondiirmesi bal cesitlerine gore degismektedir. Icerisinde normal
sekerler bulunduran ballar polarize 15181 sola, cam ballar1 (salgr ballar1) ise saga
cevirmektedir. Balin bu 6zelliginden faydalanilarak seker igerigi aydinlatilir ve salgi bali

olup olmadig: tespit edilir (Anonim, 1988).

1.1.4. Balin Antimikrobiyal Aktivitesi

Balin antimikobial aktivitesi, glukozun glukoz oksidaz enzimi tarafindan
par¢alanmasi sonucu olusan hidrojen peroksit (H20;) diizeyine, balin ozmotik etkisine,

asiditesine ve fitokimyasal faktorlere baglanmaktadir (Giines, 2005).

1.1.4.1. Ozmotik Etki

Bal glukoz ve fruktoz karisimindan olusan yiiksek seker konsantrasyonuyla
doyrulmus bir solusyondur. Balin agirhiginin %15-21 kadarin1 su olusturmaktadir. Su
molekiilleri ile seker molekiilleri siki bir etkilesim igerisinde olduklar1 igin ortamda su
miktar1 azalmaktadir. Azalan su miktar1 mikroorganizmalar iiremesini engellemektedir
(Glines, 2005; McCarthy, 1995). Olgunlasmis ballarda su miktar1 az oldugu igin
mikroorganizmalar bu ballarda tireyememektedir. Erken hasat edilmis, olgunlasmamis ve
fazla miktarda su iceren ballarda ise bazi mikroorganizmalar yasayabilmektedir. Baldaki su
miktart %17,1’in altinda olursa, fermantasyon olay1 ger¢eklesemez (Molan 1996, Molan ve
Betts, 2000).
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1.1.4.2. Asidite

Ballar pH’1 3,5-5,5 arasinda oldugu icin asidik bir yapiya sahiptir.
Mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in en iyi pH derecesi, 7,2 ve 7,4 aralifidir. Bazi
bakteri tiirlerinin iireyebildigi minimum pH degerlerine bakildiginda; E.coli i¢in 4,3;
Salmonella i¢in 4,0; Pseudomonas aeroginosa i¢in 4,4 ve Streptococcus pyojenleri i¢in de
4,5°tir (URL-4, 2012).

Bu bakterilerin tireyebildigi pH degerlerinde bakildiginda asditesi az olan ballarda
bu bakteriler iireyebilmektedir. Bundan dolay1 seyreltilmemis balin asiditesi, anti
bakteriyeletki i¢in 6nemli bir faktordiir. Seyreltilmemis baldaki asidite onemli bir
antibakteriyel etkendir. Bal viicut sivilari tarafindan sulandirildigi zaman pH degerlerinde
yiikselme olacagindan balin asiditesi bircok bakteri tiirline karsi etkili olmayacaktir

(McCarthy, 1995; Molan, 1996).

1.1.4.3. Hidrojen Peroksit

Baldaki en 6nemli antibakteriyel ajan hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksit glukoz
oksidaz enziminin aktivitesi sonucu olusmaktadir. Glukoz oksidaz enzimi, nektardan balin
olusumunu saglamak amaciyla arinin bezlerinden nektar igine salgilanir. Bu reaksiyon
sonucu ortaya ¢tkan hidrojen peroksit ve asidite (Glukoz + H,O + O, — Glukonik asit +
H20,) balin korunmasini saglar. Meydana gelen hidrojen peroksit balin olgunlagsmasi
sliresince antibakteriyel bir ajan olarak etki gosterir (URL-5, 2011). Bal sulandirildiginda
hidrojen peroksit seviyesinde bir artis goriilmektedir. Bunun nedeni, glukoz oksidaz
enziminingaligmas1  sirasinda  ortaya ¢ikan glukonik  asitenzimin  caligmasini
engellemektedir. Balin sulandirilmasinin akabinde aktivite artar, boylelikle antibakteriyel

etkiye sahip bir antiseptik soliisyon ortaya ¢ikmaktadir (McCarthy, 1995; Molan, 1996).
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1.1.4.4. Fitokimyasal Faktorler

Baldaki antimikrobiyal aktivitenin tamami hidrojen peroksite bagli degildir.
Hidrojen peroksit disinda bala antimikorbiyal 6zellik kazandiran etmenlerin oldugu tahmin
edilmis ve bu etmenlerin varlhigr ile ilgili g¢esitli calismalar yapilmisir. Bu calismalar
neticesinde antimikrobiyal etmenlerin var oldugu kanitlanmistir. Bunun yaninda, 1sitilan
ballarin glukoz oksidazinin inaktive oldugu ve bazi bakteri tiirlerine kars1 aktivite kaybina
sebep oldugu bulunmustur (URL-5, 2011). Glukoz oksidaz enzimi miktar1 farkli ballarda
degisebilmesine karsin, antimikrobiyal aktivitenin iyi diizeyde olduguna yonelik bilgiler
mevcuttur. Bu da balda hidrojen peroksit disinda bazi antimikrobiyal etmenlerin var
oldugunu gostermektedir. Hidrojen peroksit disinda diger antimikrobiyal maddelerin
varhigi ile ilgili aragtirmalar yapilmistir. Bunun i¢in hidrojen peroksit ihtiva eden ballar
katalaz enzimi ile muamele edilerek ortamdan hidrojen peroksit uzaklastirilmigtir. Ancak
sonuclar incelendiginde hidrojen peroksiti uzaklagtirilan ballarin hala antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu saptanmis olup, balda hidrojen peroksit disinda antimikrobiyal
aktiviteye sahip bircok kimyasal maddenin bulundugu belirlenmistir (Molan, 1996).

1.2. Serbest Radikaller

1.2.1. Biyolojik Sistemlerde Serbest Oksijen Radikalleri

Kimyasal bilesikler iki veya daha fazla sayida elementin kimyasal baglar ile
birbirlerine baglanmasi sonucu olusmaktadir. Meydana gelen bu bilesikler hem kararl
halde hemde sahip oldugu elektronlar c¢iftlenmis halde bulunur. Sayet -elektron
ciftlenmemis ise bilesik reaktif ve kararsiz duruma geger. Dis orbitallerinde bir veya daha
fazla sayida eslesmemis elektron igeren element veya bilesiklere “serbest radikaller”
denir (Gokpmar vd., 2006).

Serbest radikaller dis orbitallerinde bulunan ortaklanmamis elektronlar1 kararli hale
getirmek i¢in etrafinda bulunan molekiillere saldirarak onlarin elektronlarini ¢alarlar bunun
sonucunda kendileri kararli duruma gegerken elektronlarini ¢aldiklari molekiilleri serbest
radikal haline doniistiiriirler. Bu reaksiyonlar bir antioksidan molekiil tarafindan

durduruluncaya kadar zincirleme seklinde devam eder (Gokpinar vd., 2006).
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Oksijen, canlinin yagamini1 devam ettirmesi i¢in gerekli olan en 6nemli molekiildiir.
Ayni zamanda organizmada reaktif oksijen tiirlerinin olugsumuna neden oldugu igin
organizmaya zarar verebilecek bir dizi reaksiyon zincirini baslatarak organizma igin tehdit
unsuru haline gelebilmektedir (Gékpinar vd., 2006).

Serbest radikaller organizmada hem metabolik faaliyetler sonucu hem de
radyasyon, sigara kullanimi, pestisitler, petrokimyasal {iiriinler, ilaglar ve diger zararh

kimyasallarin etkisi ile olusur. Metabolik faaliyetler sonucunda; siiperoksit anyonlari (02,
O:), hidrojen peroksit (HZOZ) ve hidroksil radikali (OH) gibi organizmada mutasyonlara

neden olabilen radikaller meydana gelmektedir. Ayrica solunum reaksiyonlart sirasinda
NADPH oksidaz gibi bazi solunum enzimleri mitokondrinin i¢ membranlarinda Reaktif
Oksijen Tiirlerini (ROS) iiretirler (Wei ve Pang, 2005). iki tarafi keskin bir bigak gibi
kabul edilen Reaktif Oksijen Tiirleri, az iretildigi durumlarda cgesitli stres tepkilerinde
arabulucu gibi rol oynarken, yiiksek miktarlarda iiretildigi zaman (oksidatif stres gibi)
organizmada onarilmasi gii¢ hasarlara neden olmaktadir (Martin ve Barret, 2002).
Organizmada meydana gelen bu metabolizma yan iirlinleri organik molekiillere
saldirarak (DNA, proteinler, lipitler, proteinler) hiicrede geri doniisii olmayan

reaksiyonlara neden olabilmektedirler (Kazang, 1997).
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Cizelge 1. 6. En sik karsilagilan serbest radikaller ve bazi dzellikleri (Halliwell, 1994).

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin

Adi Simgesi Kimligi

Hidrojen atomu H’ En basit radikal

Stiperoksit radikali Ope— Oksijen metabolizmasinin ilk ara
triini

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

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

Singlet oksijen 10, Yarilanma omrii kisa, giiglii oksidatif
form

Perhidroksil radikali HO, Lipidlerde hizli ¢oziinerek  lipid
peroksidasyonunu artirmaktadir.

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

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

Tiyil radikali RS’ Kiikiirt tizerinde ¢iftlenmemis elektron
iceren tiirlerin genel ad1.

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

Azot monoksit NO’ L — argininden in vivo tretilir

Azot dioksit NO; NO®’nun O ile reaksiyonunda olusur.

Organizmada oksijenli (aerobik) solunum esnasinda molekiiller oksijenin tam
olarak indirgendigi reaksiyonlarda son iiriin olarak su olugsmaktadir. Fakat mitokondrilerde
indirgenmis karbon birimlerinden alinan elektronlar molekiiller oksijene tam olarak
transfer edilmedigi zamanlarda serbest oksijen radikalleri meydana gelmektedir (Winston,
1991; Mates vd., 1999).

Oksijenli solunum yapan hiicrelere molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu siiperoksit (O;7), siiperoksitin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan katalizlenmesiyle yani dismutasyonuyla hidrojen peroksit (H,O;), molekiiler
oksijenin ti¢ elektron almasiyla ise hidroksil (OH") radikali olusmaktadir (Winston, 1991;
Mates vd., 1999).

Siiperoksit radikali O, veya Ojanyonu seklinde gosterilir. Siiperoksit radikali

oksijenli (aerobik) solunum yapan hiicrelerde sik sik olugmaktadir. Fakat daha cok
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mitokondrideki enerji tiretimi sirasinda elektron transfer sistemlerinde elektron sizintisi
sonucu meydana gelir. Bunun yani sira enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla da
meydana gelebilir (Halliwell vd., 1992). Siiperoksit radikali, diger radikallere
kiyaslandiginda daha az zararli etkiye sahiptir. Bu radikal asil zararli etkiyi protonlanarak
vermektedir. Protonlanma sonucunda siiperoksit radikalinden daha zararli perhidroksil
radikali (HO;") meydana gelir. Siiperoksit radikali ile perhidroksil radikali birbirleriyle
reaksiyona girince biri okside olurken (yiikseltgenme) digeri indirgenir. Bu radikallerin
birbirleriyle reaksiyonu sonucunda da molekiiller oksijen ile hidrojen peroksit meydana
gelir. Organizmada iki siiperoksit molekiiliiniin iki proton almasiyla dahidrojen peroksit
meydana gelmektedir. Bu reaksiyon sonucu reaktif olmayan iiriinler meydana gelmesinden

dolay1 bu reaksiyonlar dismutasyon reaksiyonlar1 olarak bilinir (Fridovich, 1975).

O, + ¢ > Oz._
HO, + Oz._ + H* » 0O, + H,O,
20," "+ 2H" » HO, + O

Hidrojen peroksit dig orbitallerinde eslesmemis elektronlar: olmadigi i¢in dogrudan
bir radikal olarak kabul edilmez. Siiperoksit ile hidrojen peroksitin ayni ortamlarda
tretildikleri zaman birbirleriyle reaksiyona girerek hidroksil (OH) radikalini
olusturabilmektedirler (Akkus, 1995; Gutteridge, 1995).

H,O, + 02._. » OH'+ OH ™ + O,

Hidroksil radikali (OH"), biyolojik sistemlerdeki serbest oksijen radikalleri

igersinde en reaktif ve hasar verici olanidir. Yarilanma omrii ¢ok kisadir (Akkus, 1995).

Hidroksil radikali (OH"), siiperoksit ve peroksit radikalleri reaksiyonu sonucu da
uiretilebilir. Dolayisiyla siiperoksit ve peroksitin ayni anda iiretildigi hiicrelerde hidroksil
radikalinin olusumu da miimkiindiir. H,O,* deki O-O oksijen molekiilleri arasindaki bagin
parg¢alanmasi(isikla) sonucu iki tane hidroksil radikali olusur. Ayrica H,O, ve Fe™ ile
Fenton reaksiyonu’na girerek bir hidroksil iyonu ve hiicrede organik molekiillere saldiran

"OH hidroksil radikalini verir (Akyiiz, 2007).
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Fe2 + H,0, » Fe™+ OH + OH (Fenton reaksiyonu)

Bakir (I) tuzlari, Demir (II) tuzlarina gore hidrojen peroksitle daha hizli reaksiyon verir

(Akyiiz, 2007).

Cu" + H,0, » CU?+OH + OH

Proteinlerde siilthidril guruplar1 ve yag asitleri bu radikallerin saldirisina

ugradiklarinda gesitli reaktiviteye sahip ikincil radikaller verirler (Akytiz, 2007).

R-SH + OH RS+ H,0

v

v

-CH,- + ‘OH -CH- + H,0

1.2.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Kuvvetli reaktif ozellige sahip olan serbestradikaller hiicreyi olusturan tiim
bilesenlerle kolayca etkileserek hiicredeki yap1 ve organellerde hasarlar meydana getiriler.
Serbest radikaller bu yapilar1 ¢evreleyen temel bilesikler olan proteinler, lipitler ve
karbonhidratlar etki ederek bunlarin yapisin1 bozarlar. Bunlar 6zellikle hiicre zarinin
yapisini olusturan lipitlere etki ederek lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Boylelikle

membran yikimina yol agarlar (Halliwell, 1984).

1.2.2.1 Membran Lipidlerine Etkileri

Serbest radikaller, organizmada fazla miktarda iretildikleri zaman gesitli
bozukluklara yol agarlar. Organizmanin yapisint olusturan organik ve inorganik
molekiillerin biiyiik bir kismi1 serbest radikallerden etkilenir. Meydana getirilen
biyomolekiillerin biiylik bir kismi serbest radikaller tarafindan etkilenir, ancak organik
molekiiller arasinda en ¢ok etkilenen lipitlerlerdir (Akkus, 1995).

Lipitlerin serbest radikaller tarafindan oksidasyonuna lipit peroksidasyonu
denilmektedir. Lipid peroksidasyonun substratt doymamis yag asitleridir (Konukoglu,
2000).

Membrandaki ¢oklu doymamis yag asitleri serbest radikallerle kolayca reaksiyona

girerek peroksitler, alkoller, etan ve pentan gibi peroksidasyon {iriinlerini olustururlar.
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Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi oldukca zararhidir. Ciinkii bu yag
asitlerinin peroksidasyonu zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Zincir reaksiyonu seklinde
olan bu lipid peroksidasyonu, yag asiti zincirinden metilen karbonundan H atomunun
cikarilmasi ile baslar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir
Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen hasarlar geri doniisiimsiizdiir (Akkus, 1995).
Beyin dokusu doymamis yag asitlerinden zengin oldugu i¢in serbest radikallerden en ¢ok
etkilenen organdir (Konukoglu, 2000).

Lipid radikallerinin neden oldugu reaksiyonlarinin ¢ogu membrana bagh
molekiilerle meydana gelir. Membran yapisinda meydana gelen bu reaksiyonlar membran

gecirgenliginin degismesine neden olur (Akkus, 1995).

1.2.2.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler, lipitlere nazaran serbest radikallerden daha az etkilenirler. Proteinlerin
serbest radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit dizilislerine ve komposizyonlarina
bagl olarak degismektedir. Ozellikle doymamis bag ve kiikiirt ihtiva eden molekiiller
serbest radikallerle reaksiyona girerler. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi aminoasitler iceren proteinler serbest radikallerden kolayca
etkilenirek siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusmasmna neden olurlar
(Akkus, 1995).

Serbest radikallerin etkileri sonucu immiinglobiilin G (1gG) ve albiimin gibi fazla
sayida disiilfiid bag1 bulunduran proteinlerin tersiyer yapilart bozulur. Boylece normal
fonksiyonlarimi yerine getiremezler. Hemoglobinin prostetik grubu olan “Hem” proteinleri
de serbest radikallerden biiyiik oranda zarar goriirler (Akkus, 1995).

Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit radikali veya hidrojen peroksit ile

reaksiyonu sonucunda methemoglobin olugmasina neden olur (Akkus, 1995).

1.2.2.3. Niikleik asitlere Etkileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. Radyasyon ile hiicre iginde
meydana gelen serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek mutasyona ve hiicrenin 6liimiine yol
acabilirler. Sitotoksik etki, niikleik asitleri olusturan bazlarin modifikasyonlarindan

kaynaklanan kromozom degisimlerine veya DNA’ da meydana gelen diger bozukluklara
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baglidir. Notrofillerden salinan hidrojen peroksit zarlardan kolayca ge¢ip hiicre ¢ekirdegine
kadar ulasarak burada hidroksil radikaline doniisiir olusan bu hidroksil radikali deoksiriboz
ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek DNA hasarina, hiicre modifikasyonuna ve hatta
hiicre d6liimiine yol agabilir. Bu yiizden DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilir
onemli bir hedeftir. Siiperoksit iiretimi ise 6zellikle mitokondride daha fazla oldugundan
mitokondrial DNA daha fazla hasar goriir (Akkus, 1995).

1.2.2.4. Karbonhidratlara Etkileri

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

neden olabilirler (Akkus, 1995).

1.3. Antioksidanlar

1.3.1. Antioksidanlar ve Fenolik Bilesikler

Canlilarda cesitli reaksiyonlar sonucu ortaya cikan radikallere kars1 viicutta dogal
bir savunma mekanizmasi vardir. Bu savunma mekanizmasini meydana getiren bilesiklere
“antioksidanlar” denir (URL-6, 2012).

Antioksidan maddeler, yiikseltgeme oOnleyici veya yaglarin otoksidasyonunu
yavaglatan maddeler olarak da adlandirilmaktadir. Serbest radikallerin olusumu, yagh
diyetler, sagliksiz beslenme, sigara kullanimi, ilag tedavileri, alkol tiiketimi, radyasyon,
bocek ilaglart ve gevre kirliligi gibi nedenlerle baglamakta ve artmaktadir (URL-6, 2012).

Serbest radikaller antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilmezse bunlar, hiicre
membranini olusturan lipit ve proteinlerin yapisini bozarak hiicrenin fonksiyonlarini yerine
getirmemesine neden olurlar. Serbest radikaller ayrica ¢ekirdekteki genetik materyale etki
edip DNA’ da kirillma ve mutasyonlara, bagisiklik sistemindeki hiicreleri de yok ederek

hiicrenin 6liimiine neden olurlar (Sertsever ve Gok, 2003).
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Antioksidan maddeler organizma i¢in zararli olan radikallerle reaksiyona girerek
bunlarin  organizmaya zarar vermesini engellerler. Bu 0Ozellikleriyle hiicrenin
anormallesmesini ve yikimimi engelledikler i¢in ayrica tiimor olusturma risklerini
azalttiklarindan dolay1 daha saglikli ve yaslhilik etkilerinin minimum oldugu bir hayat
yasama sansini artirirlar. Pek ¢ok arastirma antioksidanlarin serbest radikalleri ndtralize

ederek hiicrelerin zarar gérmesine engel olduklarini ortaya koymustur (URL-6, 2012).
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Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar olmak tizere iki grupta
toplanabilir (Akyiiz, 2007).

Antioksidanlar

VN

Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar

BHT, BHA, Troloks, SOD mimikleri

/ ve ¢esitli selat olusturucu maddeler.

Enzimatik Enzimatik olmayan
SOD Endojen Ekzojen
Katalaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon peroksidaz Seriiloplazmin B-Karoten
Glutatyon S transferaz Bilirubin Askorbik Asit
Sitokrom-C oksidaz Ferritin Flavonoidler
Hidroksiperoksidaz Laktoferin A-vitamini
Urik asit

Haptoglobinler
Albumin

Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, yaprak, kok ve kabuk gibi degisik kisimlarinda
bulunabilirler (Roginsky ve Lissi, 2005).Gidalardaki fenolik maddeler gida maddesinin
kendine has tadini renklerin olusumu ve degismesini, antioksidan ve antimikrobiyal etken,
enzim inhibitori, degisik gidalarda saflik kontrol kriterleri olarak énem tagimaktadir (Eksi

ve Karadeniz, 2002).
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Bitki fenolikleri, basit fenoller, fenolik asitler (benzoik ve sinnamik asit tlirevleri),
flavonoidler ile kiigiik molekiillii ve ¢ogunlukla ugucu olan bilesiklerden olusmaktadir
(Naczk ve Shahidi, 2004; URL-7, 2013). Bitki fenoliklerinin biiyiik kismi1 flavonoidlerden
olusturmaktadir. Flavonoid bilesikler ad1 altinda 8000 den fazla bilesik mevcuttur (Pietta
ve Gardana, 2003).

Flavonoidlerin gii¢lii antioksidan 6zellik gdstermelerinin nedenlerinden biri;
aromatik halka yapilarinda bulunan hidroksil gruplari sayesinde hidrojen vererek
indirgeme reaksiyonlarina girerek serbest radikalleri yok edebilirler. Metal selatlama
kapasitesine sahip yapisal gruplar vasitasiyla OH ve O* gibi reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu engelleyebilirler (Cam ve Hisil, 2003).

Flavonoidleri yapilarina bagli olarak 6 grupta toplamak miimkiindiir. Bunlar;
Antosiyanidinler, flavanonlar, flavonlar, flavonoller, flavan-3-oller, izoflavonlar’ dir (Cam
ve Hisil, 2003).

1.3.2. Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler (Gokpinar vd.,
2006);

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Radikalleri daha zayif molekiillere cevirerek

onlar etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Antioksidanlarin radikallere bir hidrojen vererek
onlar1 inaktive etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu

sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarnm kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,

seriiloplazmin ve agir mineraller radikalleri kendilerine baglayarak inaktive ederler.
4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

Mitokondri sahip oldugu sitokrom sistemi sayesinde sitozoldaki organelleri
radikallerin zararl etkilerinden korur. Bu sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda sitiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon transferaz (GST)
ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi dogal enzimler devreye girer. Dogal enzimlerce etkisiz
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hale getirilemeyen reaktif maddeler ilk olarak hiicre membranindaki lipidlere etki ederek
“lipid peroksidasyonu”nu baslatir (Benzer ve Ozan, 2003).

Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan oksitlenmesidir. Lipit peroksidasyonu
sonucunda alkoller, aldehitler gibi gesitli tiriinler olusur. Meydana gelen bu iriinler hiicre
hasarina neden olurlar. Lipidlerin oksidasyonu sirasinda yeterli miktarda Vit-E ve Vit-C
gibi antioksidan vitaminlerin olmasi halinde bu tip hiicresel hasarlarin oniine gegilebilir

(Benzer ve Ozan, 2003).

1.3.3. Antioksidan Maddeler

1.3.3.1. Tokoferoller(Vitamin E)

Organizmada en fazla a-tokoferol, daha sonra da y-tokoferol bulunur. Tokoferol
tiirlerinin radikalleri giderme aktiviteleri arasinda farkliliklarvardir. Singlet oksijeni
temizleme kapasitesi delta, gamma, beta, alfa tokoferole dogru gittikge artar (Kazang,
1997).

Organizma tarafindan tokoferol sentezlenemedigi i¢in disaridan alinmak
zorundadir. Viicuda alinan tokoferol onecelikle ince bagirsakta emilir daha sonra lenf
dolagimina katilmaktadir. E vitamini ve glutatyon peroksidaz (GPx) serbest radikallerin
etkilerine karsi birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. E vitamini serbest radikallerin
baslattig1 lipid peroksidasyonunu inhibe ederken GPx olugmus peroksitleri ortadan kaldirir

(Chan ve Decker, 1994).

1.3.3.2. Askorbik Asit (Vitamin C)

Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan ve suda ¢6ziinen C-vitamini viicut sivisinda
cogunlukla askorbat halde bulunur. Kolayca elektron verme 6zelligine sahip oldugu igin
stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ile reaksiyona girerek bu radikalleri
temizler. C vitamini peroksil radikallerisu fazinda inhibe ederek, biyolojik membranlar
peroksidatif hasardan korur (Gokpinar vd., 2006).
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1.3.3.3. Karotenoidler

Karotenoidler 6nemli antioksidan maddeler arasinda yer almaktadir. Karotenoidler
genel olarak ¢igcek ve meyvelerin kirmizi, turuncu, sart ve yesil renklerinden sorumludur.
Karotenoidler fotosentezde isiktan alinan enerjinin klorofil molekiillerine aktarilmasini
saglar (Gokpinar vd., 2006).

Bitkinin biiyiimesinden sorumlu olan absisik asidin onciil maddesini karotenoidler
olusturmaktadir (Von Elbe ve Schwartz, 1996).

Karotenoidler insanda ince barsakta pasif difflizyon ile emilir. Bu emilim orani
diyetteki yag oramiyla iligkilidir (Frel, 1994). Karotenoidler singlet oksijeni ve siiperoksit
radikalini temizler bunlarin etkilerini inhibe ederek hiicreyi serbest radikallerden korur
(Tee, 1992).

Seruloplazmin, albumin, ferritin, laktoferrin, hemoglobin, a-globulin gibi plazma
ve eritrosit proteinleri, Fe, Cu gibi serbest metal iyonlarini baglayabilme 6zelliklerinden
dolay1 Fenton reaksiyonlarinin gergeklesmesini onlerler. Boylece hiicreye zarar veren

serbest radikallerin olusmasini engeller (Diindar ve Aslan, 2000).

1.3.3.4. Biitillenmishidroksianisol (BHA)

Butillendirilmis hidroksianisol (BHA), (C11H1605); ticari olarak 3-tersiyer-butil-4-
hidroksianisol (%85) ile 2-tersiyer-butil-4-hidroksianisol (%15) izomerlerinin karigimi
halinde bulunmaktadir (URL-8, 2012).

H
C(CHa):
O(CHa)a
OCH, OCH;
2-tersiyer-biitil-4-hidroksianisol 3-tersiyer-biitil-4-hidroksianisol

Sekil 1. 1. BHA nin kimyasal yapis1 (URL-8, 2012).
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BHA beyaz renkte olup kati bir yapiya sahiptir. BHA hem bitkisel hem de
hayvansal yaglarda ¢oziiniirken fakat suda ¢éziinmeyen bir antioksidandir. Giiniimiizde
pek cok iilkede gerek kat1 gerekse sivi yaglarin bozulmasini engellemede kullanilmaktadir.
Hayvansal yaglardaki antioksidatif etkisi bitkisel yaglardaki etkisine gore daha fazladir
(URL-8, 2012).

BHA ozellikle ugucu yaglarin renk, tat ve kokularinin korunmasinda, tahil ve
sekerleme {tiriinlerinde kullanilan Hindistan cevizi ve palmiye 6zii yaglar gibi kisa zincirli

yag asitlerinin oksidasyonunun kontroliinde etkilidir (Ibadova, 2006).

1.3.3.5. Biitillenmishidroksitoluen (BHT)

BHT'nin gosterdigi 6zelikler biiyiik 6l¢iide BHA'e benzemektedir. Giinliik alinabilir
miktar viicut agirhgi tizerinden 0,5 mg/kg olup, bu deger insan sagligi agisindan herhangi
bir zararli etki yapmamaktadir. Ancak daha sonraki arastirma sonuclarini dikkate alan
FAO/WHO Birlesik Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Eksperler Komitesi, BHT'nin
sagliga zararsiz oldugunu yeni bulgularla ve kesinlikle belirleninceye kadar giinliik

alinabilir miktar1 gegici olarak kabul etmistir (Ozcan vd., 1997).

H
(CH_"} %C . C‘.CH'#}I

CH,;

Sekil 1. 2. BHT'nin kimyasal yapis1 (URL-8, 2012).

BHT, BHA gibi yagda ¢oziinilip suda ¢ozlinmeyen bir antioksidandir. Beyaz renkli
bir madde olup bu madde bitkisel yaglarda diisiik aktiviteye sahiptir. Ancak diger
antioksidan maddeler ile birlikte kullanildiginda yagin ilave edildigi gidayr koruma
ozelliginden yararlanilmaktadir. BHT, BHA birlikte kullanildiginda sinerjist etki
gostermektedir. Findik, ceviz gibi fazla yagli tohumlarda oksidasyonunun kontroliinde

etkilidir (URL-8, 2012).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Bal Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Ormekleme islemi Bingdl ili bal iiretiminin bulundugu Yedisu, Geng, Karliova,
Solhan, Adakli, Kig1 birimlerinden toplanildi. Orneklenen ballar cam steril kavanozlar
icerisinde calisma baslayincaya kadar oda sicakliginda direk gilines 15181 almayan bir

bolgede bekletildi.

2.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan tim kimyasallar ve reaktifler analitik yada HPLC simifi saflikta tedarik
edilmistir. Amberlit XAD-2 (polimerik adsorban) ticari markasi satin alindi. Balin igindeki
fenolik bilesiklerde bulunan fenolik asit ve flavonoidlerin miktarinin belirlenmesi ve
saptanmasi i¢in Sigma-Aldrich’ten benzoik asit, kafeik asit, sinnamik asit, p-kumarik asit,
gallik asit, sinapik asit, askorbik asit p-hidrosibenzoik asit, syringic asit, hidrokorik asit,
siilfirik asit, galangin, kaempferol, quercetin, myrcetin, apigenin, luteolin, chrysin,
hesperetin, naringenin, 1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil (DPPH-) radikali, ferrozin, linoleik
asit, a-tokoferol, trolox, polioksietilensorbitan monolaurat (Tween-20) ve trikloroasetik
asit (TCA), folin-ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat, sodyum fosfat, aliminyum kloriir,
sodyum hidroksit, sodyum nitrit, sodyum molibdat, amonyum molibdat, metanol, etanol,
butillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), demir kloriir,
demir ferro siyanat, hidrojen peroksit, aseton, hekzan, fenontrolin Sigma-Aldrich

(Almanya)’ den satin alindi.



2.1.3.Yararlanilan Cihazlar

Mikrobiyolojik emniyet kabini (Bilser), UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu/
Jasco V650), UV-Spektrofotometre kiiveti (3 cm®’likk Kuartz Kiivet), manyetik karstirici
Ika), Isitmali su banyosu ( Wise Clean), otomatik pipetler (Rainin), Dairesel sallayici
(Gerhardt), ultrasonik banyo (Wise Clean WUC-DO06H), derin dondurucu (-86 °C, Hettich/
Nuair), doner evaporatér (Ika RV06-ML), pH-metre (Hanna Instrument), hassas terazi
(Precisa/ Denver ), inkiibatér (Elektro-Mag (0-300°C), vorteks (lka MS3 Basic), saf
sucihazi (GFL 2004), dispenser (Isopenser), santrifiij (Hettich Universal 320), buzdolab1 (4
°C, Argelik), otoklav (Hirayama), etiiv (Memmert 100-800).

2.1.4. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.4.1. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. % 50’ lik Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR), hazirlanmasi: 50 ml’ye Folin-Ciocalteu
Reaktifi (FCR), alind1 toplam hacim saf su ile 100 mI’ye tamamlandi.

2. % 2’ lik Na,COj3 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2 gr Na,COjz alind1 son hacim 100 ml

olacak sekilde destile su ile tamamlandi.

2.1.4.2. Toplam flavonoid iceriginin belirlenmesi ile ilgili ¢cozeltiler

1. % 15’ lik NaNO; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,5 gr NaNO; alindi son hacim 10 ml

olacak sekilde destile su ile tamamlandi.

2. % 10’luk AICl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,5 gr alind1 son hacim 5 ml olacak

sekilde destile su ile tamamlandi.

3. % 4’liik NaOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 gr alindi son hacim 100 ml olacak

sekilde destile su ile tamamlandi.
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2.1.4.3. Toplam fenolik asit icerigi (TPA) belirlenmesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. Reagent hazirlanmasi: 10 gr sodyum nitrat + 10 gr sodyum molibdate (Na;MoO,)
tartild1 iKisi birlikte balon jojeye konup son hacim 100 ml olacak sekilde destile su

i¢ersinde ¢ozdiirtildii.

2. % 8.5’ lik NaOH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 8,5 gr NaOH tartildi son hacim 100 ml

olacak sekilde destile su icersinde ¢ozdiiriildii.

3. 0,5 M HCI ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 4,1 ml HCI alinip son hacim 100 ml olacak

sekilde destile su igersinde ¢ozdiriildi.

2.1.4.4. Toplam f-karoten ve likopen iceriginin belirlenmesi ile ilgili cozeltiler

1. Aseton-hekzan ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 40 ml aseton ile 60 ml hekzan balon joje
icinde iyice karigtirilmistir.

2.1.4.5. DPPH radikalinin etkisinin giderilmesi ile ilgili ¢ozeltiler
1. 0,1 mM’ lik DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH 100 ml metanolde
tamamen ¢oziiliinceye kadar karistirilmistir.

2.1.4.6. Indirgeyici gii¢ 6zelliginin 6lciilmesi ile ilgili cozeltiler
1. %1’ lik potasyum ferrisiyanid [KsFe(CN)s] ¢0zeltisinin hazirlanmasi: 1gr

[K3Fe(CN)g] 100 ml destile suda ¢oziilene kadar kuvvetli bir sekilde karistirilmistir.

2. 0,2 M’ lik fosfat tamponunun hazirlanmasi1 (pH: 6,6): 2,4 g NaH,PO, bir miktar
destile suda ¢oziliip, pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlanmis ve toplam hacim

destile suyla 100 ml’ye tamamlanmustir.

3. %10’luk triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g TCA destile suda

¢oziiliip toplam hacmi 100 mI’ye destile suyla tamamlanmuistir.

4. %0,1’ lik demir (111) kloriir (FeCls) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCl;.6H,0

destile suda ¢oziilmiis ve toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir
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2.1.4.7. Hidrojen peroksit giderme aktivitesinin belirlenmesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,1 M’ lik fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH: 7,4): 1,2 mg NaH,PO, alind1 bir
miktar saf suda ¢6ziildii ve pH’ s1 7,4’ ¢ ayarlandi. Daha sonra hacmi saf su ile 100

ml’ ye tamamlandi.

2. 43 mM’ lik hidrojen peroksit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %30’luk H,O,’ den 220 pl
alindi ve 50 ml 0,1 M’ lik fosfat tamponunda ¢6ziildii.

2.1.4.8.Hidroksil radikali giderme 6zelliginin belirlenmesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. 1 mM’ lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,05 gr FeCl, 4H,0 alind1 son hacim 250

ml olacak sekilde destile suda ¢6ziildii.
2. 0,17 M H,0; ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 34,714 ul alindi 2 ml destile suda ¢oziildii.

3. 0,2 M’ lik fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH: 7,8): 1,92 gr NaH,PO,4.5H,0 alind:
50 ml suda ¢oziildii. 1 M’ lik NaOH c¢ozeltisi ile pH metre kullanarak pH’s1 7,8

ayarlandi.

4. 1mM’ lik 1,10-phenanthroline hazirlanmasi: 0,018 gr 1,10-phenanthroline tartilarak

100 ml etanol’ de ¢oziildii.

2.1.4.9. Toplam antioksidan kapasite degerlendirmesi ile ilgili ¢cozeltiler
1. 0,6 M H,SO;4 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: H,SO4’ten 3,3 ml alindi bir miktar destile
su i¢erisinde ¢oziildii.

2. 28 mM NaH,PO, (sodyum fosfat) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,34 gr alindi daha

onceden hazirlanan H,SO,4 ¢ozeltisine eklenip ¢ozdiiriildii.

3. 4 mM amonyum molibdat ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 0,495 gr alindi Onceden
hazirlanan NaH,POy ile H,SO4 ¢ozeltisi iginde ¢ozdiiriiliip son hacim 100 ml olacak

sekilde destile su ilave edildi.
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2.1.4.10. HPLC analizi ile ilgili ¢ozeltiler
1. Mobil A: % 5’ lik fosforik 18,3 M Ohm’luk deiyonize sudan hazirlanmistir.
2. Mobil B: HPLC saflikta metanol ticari olarak alindi ve bu sekilde kullanildi.

2.1.4.11. indirgen seker iceriginin belirlenmesi ile ilgili cozeltiler

1. Fehling A c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 69,28 gr bakir (II) siilfat pentahidrat
(CuS0Q4.5H,0), tartilir ve 1000 ml” lik 6lgiilii bir balonda 400 ml kadar su ile ¢oziiliir.
Isaret ¢izgisine kadar su ile tamamlanir ve iyice karistirilir. Bu ¢dzelti, en fazla 24 saat
siire ile kullanilabileceginden, deney anindan en fazla 1 giin Once taze olarak

hazirlanmalidir.

2. Fehling B ¢ozeltisi hazirlanmnasi: 346,0 gr sodyum potasyum tartarat tetrahidrat
(CayH4O6 NaK.4H,0) (Senyet tuzu veya Rochelle tuzu olarak da bilinir) ve 100 gr
sodyum hidroksit (NaOH) tartilir. 1000 ml’lik 6lgiilii bir balonda 600 ml kadar suda
¢oziiliir ve su ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir. Cozelti, 4 giin dinlendirildikten
sonra, orta gdzenekli bir slizge¢ kagidindan siiziiliir ve renkli bir sisede muhafaza

edilir.

3. Metilen mavisi ¢ozeltisi (% 0,2° lik) hazirlanmasi: 2 gr metilen mavisi
(C16H1gNaCl), tartilir ve 1000 ml’ lik 6l¢iilii bir balonda bir miktar suda ¢oziiliir. Su ile

isaret ¢izgisine kadar tamamlanir ve iyice karigtirilir.

4. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (5 M) hazirlanmasi: 50 gr sodyum hidroksit (NaOH),
tartilir ve 250 ml” lik 6l¢iili bir balonda, musluk suyu ile digtan sogutulurken 150 ml
ila 180 ml suda ¢oziiliir. Cozelti, musluk suyu altinda dondiiriilerek sogutulur ve oda
sicakliginda soguduktan sonra su ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir ve iyice

karigtirthir. Bu ¢ozelti, iyi kapanan plastik kapakl bir sisede muhafaza edilir.

5. Carrez I ¢ozeltisi (0,25 M potasyum ferrosiyaniir) hazirlanmasi: 105,6 g potasyum
ferrosiyaniir trihidrat [K4Fe(CN)e.3H,0], tartilir ve 1000 ml* lik 6l¢iilii bir balonda

yeterince suda ¢Oziiliir. Su ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir ve iyice karistirilir.
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6. Carrez II ¢ozeltisi (1 M ¢inko asetat) hazirlanmasi: 219,4 gr ¢inko asetat dihidrat
[Zn(CH3C00),.2H,0], tartilir ve 1000 ml’ lik 6l¢iilii bir balonda, 30 ml asetik asit ve

600 ml kadar suda ¢oziiliir. Su ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir ve iyice karistirilir.

7. Fenolftalein ¢ozeltisi hazirlanmasi: 0,5 gr fenolftalein ( C¢H,OH) C,0,C,, 100 ml

hacimce %150’lik etil alkol- su ¢oziilerek hazirlanir.

8. Stok invert seker ¢ozeltisi hazirlanmasi: 9,50 gr saf sakaroz (C12H22011), tartilir ve
uygun kapasiteli bir erlende, 30 ml- 40 ml suda ¢oziliir. 5 ml derisik hidroklorik asit
(HCI = 1,19 g/ml) ilave edilip, 60 °C’a ayarlanmis su banyosunda, arada bir
karistirtlarak 20 dakika bekletilir. Bir giin agz1 kapali olarak karanlik bir yerde 3 giin
tutulur. Hidroliz sonucunda olusan invert seker c¢ozeltisi, kantitatif olarak 1000 ml’
likolgiilii bir balona alinir. Su ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir ve iyice karigtirilir.

Bu ¢ozelti her hafta yeniden hazirlanmalidir.

9. Standard invert seker ¢ozeltisi (2,5 g/L’ lik) hazirlanmasi: Stok invert seker
¢ozeltisinden alinan 50 ml” lik bir kisim alinarak 200 ml’lik 6lgiilii bir balona aktarilir.
5-6 damla fenolftalein damlatilir. Bir biiretten akitilan 5 M’ lik sodyum hidroksit
¢ozeltisi ile kararli pembe rengin olustugu ilk damlaya kadar titre edilir. Elde edilen
¢ok agik pembe renkli notr karisimin hacmi su ile 200 ml’ye tamamlanir. Cozelti iyice

karistirilir ve hava sizdirmayacak sekilde kapatilarak muhafaza edilir.

2.1.4.12. Nem iceriginin belirlenmesi ile ilgili ¢cozeltiler

Analiz numunesinden belirli miktarda numune alinarak homojen hale getirilirmis
olan bal numunesi, nem tayininde direkt olarak kullanilmistir. Balin nem igerigi

refraktometre kullanilarak hesaplanmustir.
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2.1.5. Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullamlan Materyallerin Hazirlanmasi

2.1.5.1. Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlanmasi

1. Miiller Hinton Agar Besiyerinin Hazirlanmasi: 17 g Mueller Hinton Agar, 500 ml
destile su ile karistirilmis ve tamamen ¢oziiliinceye kadar manyetik karistirict iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra steril bir kaba aktarilan besiyeri, otoklavda 121 °C’ de 15
dakika steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra 45 °C’ye kadar sogutulan besiyeri,
steril sartlarda 9 cm c¢apindaki petri kaplarina 25’er ml dokiilmiis ve sogumaya
birakilmistir. Katilasan Dbesiyerlerini igeren petri kaplari, kullanilana kadar

buzdolabinda saklanmistir.

2. Nutrient Broth Besiyerinin Hazirlanmasi: 6,5 g Nutrient Broth, 500 ml destile su ile
tamamen ¢oziiliinceye kadar manyetik karistiricida karistirilmistir. Daha sonra steril
bir kaba aktarilan besiyeri, otoklavda 121 °C ‘ de 15 dakika steril edilmis ve

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.1.5.2. Kullanilan Disklerin ve Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Bal ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri, Agar Disk Difiizyon metodu
kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢cin 6 mm c¢apindaki steril disklere (Bioanalyse),
DMSQO’ da ¢oziilmiis, 25 mg/ml konsantrasyondaki ekstrelerden 40’ar pl (20 pl +20 pl)
emdirilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayininde, besiyeri olarak Mueller Hinton Agar
(Himedia) kullanilmistir.

4 °C’ de muhafaza edilen stok mikroorganizma kiiltiirleri, Nutrient Broth sivi
besiyeri igeren tiiplere aktarilmis ve aktive olabilmeleri i¢in su banyosunda 37 °C’ de 6
saat bekletilmistir. Daha sonra tiiplerden alinan mikroorganizma Kkiiltiirlerinin Mueller
Hinton Agar bulunan petri kaplarina ekimleri yapilmistir. Bu petriler 37 °C’de 24 saat
stireyle inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda mikroorganizma kolonileri besiyerlerinden 6ze
yardimiyla alinarak destile su igerisinde siispanse edilmis ve Mc Farland 0,5 bulaniklik
tiipleriyle karsilagtirilarak 10° bakteri/ml’lik diliisyon hazirlanmustir. Mueller Hinton Agar
igeren petrilerin yiizeyine, hazirlanan bu kiiltiirden 200’er ul aktarilmis ve ekiivyon gubugu

kullanilarak ekim yapilmistir.
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2.1.5.3. Test Mikroorganizmalarimin Secimi

Bing6l ili ballarinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek icin gram pozitif
(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp)ig tiir, gram negatif
bakterinden (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae ) dort tir ve iki tane maya ( Candida spp, Saccharomyces
cerevisiae ) olmak tizere toplam dokuz mikroorganizma kullanilmistir.

Kullanilan mikroorganizmalar Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
ve Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Bagkanligi’'ndan temin edilmistir. Kullanilan

mikroorganizmalar ve kodlar1 Cizelge 2.1.” de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Kullanilan mikroorganizmalar ve kodlar

Mikroorganizma Mikroorganizma Kodu
Bacillus subtilis IM622
Escherichia coli ATCC25922
Klebsiella pneumoniae EMCS
Staphylococcus aureus 6538P
Candida spp
Pseudomonas aeruginosa DSM50071

Streptococcus spp
Salmonella typhimurium NRRLE4413

Saccharomyces cerevisiae
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2.2. Metod

2.2.1. Bal Ekstraklarinin Hazirlanmasi

Fenolik bilesikler (fenolik asit ve flavonoidler) Bing6l ilinin gesitli yorelerinden
alinan siizme bal orneklerinden ekstrakte edildi. Yaklagik 100 gr bal o6rnekleri 1 1t 1x10°
2mol/dm3 HCI (300ml) ile karistirildi. Bal iyice ¢o6ziildiikten sonra siizge¢ kagidindan
stiziilerek kat1 partikiiller uzaklastirilidi. Daha sonra siiziintii karigimina (pH 2 olan distile
su ile bal ) Amberlite XAD-2 eklendi. Oda sicakliginda yaklasik bir saat boyunca manyetik
karistiricida karistirilip sonrasinda bu karisim cam kolana yiiklenerek 1x10-2 mol/dm 3
HCI (300 ml) ile ve takiben deiyonize su (500 ml) ile birlikte seker ve diger bal bilesenleri
c¢ikarilmasi i¢in yikandi. Kolonda adsorbe edilmis olan fenolik bilesenler 1000 mlmetanol
(pH:7) ile yikanarak alindi, 40°C’de rotary evaporatdrde azaltilmis basing altinda
metanoliin ugurulmasi saglanarak fenolik ekstrakt elde edildi ( Estevinho vd., 2008).

Fenolik bilesiklerden ¢ikarilan kalintilar bir miktar su ve dietil eter ile li¢ kez
¢oOziildi. Kombine ekstraktlar buharlasmaya maruz kaldiktan sonra agirliklart 6lgiildi.
Kalint1 pargas1 antioksidan test i¢in metanol ile antimikrobiyal aktivite deneyi i¢in DMSO
ile yeniden ¢oziildi. Bir miktar su icinde ¢Ozlinmiis kalintidan fenolik bilesiklerin
cikarilmast i¢in 30 ml dimetil eter ile li¢ kez muamele edildi. Kombine o6zleri
buharlagsmaya birakildi ve sonra agirliklar1 6l¢iildii, bu kalint1 parcalar1 antmikrobiyal
aktivite testleri i¢cin DMSO ile veya antioksidan testleri i¢in metanol ile tekrar ¢ozildii

(Estevinho vd., 2008).



2.2.2. Ekstrelerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.2.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Ekstreler igerisindeki toplam fenol miktari Folin-Ciocaltacu yontemine (Gamez-
Meza vd., 1999) gore yapildi. Standart olarak kullanilan gallik asit destile su ¢alisilan
biitlin Ornekler ise %70’ lik metanol i¢inde hazirlandi. 150 pl 6rnek, 150 pl Folin
Ciocaltaeu reaktifi (%50’ lik, h/h, suda) ve 3 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi (%2’ lik, a/h,
suda) deney tiipiine karistirtlarak 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda
cozeltilerin absorbanslar1 UV Spektrofotometresi’nde 760 nm’de okunarak toplam fenol
miktarlari; gallik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg gallik asite esdeger olacak

sekilde hesaplandi.

2.2.2.2. Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Toplam Flavonoid miktariin belirlenmesi i¢in, bal ekstraktindan 150 pl alinarak
600 pl distile suyun igerisine aktarilir bu karisimin tizerine 90 pl % 15°1ik
NaNOjsoliisyonu eklenerek karistirildi. 6 dakika sonra % 10’luk AlCI3H,0 soliisyonu bu
cozeltiye eklenerek karistirildi. Bunu takip eden yedinci dakikada, 1 M NaOH’ dan 600 pl
eklenir tizerine 1500 pl destile su eklenerek tiim karisim cok iyi ve nazik¢e karistirildi.
Ortaya ¢ikacak olan pembe renk 510 ile 415 nm’ de okunarak daha 6nceden hazirlanan
kuersitin standart kalibrasyon grafiginde gore okunarak kuersitin eslenegi olarak toplam

flavonoid igerigi balin kilograminda miligram cinsinden hesapland1 (Barros vd., 2007).

2.2.2.3. Toplam Fenolik Asit icerigi (TPA) Belirlenmesi

Taze olarak hazirlanan bal ekstrakti (1,0 ml) 0,5 M hidroklorik asit (2,0 ml) ve 10 g
sodyum nitrit 10 g sodyum molibdatin 100 ml suda ¢ozdiirilmesiyle hazirlanan ¢o6ziict
(2.0 ml) eklendi. Bunu takiben % 8,5 (w/w) sodyum hidroksitten (2,0 ml) eklendi. Daha
sonra son hacim 10 ml olacak sekilde distile su ilave edildi. Absorbans 505 nm’ de
okundu. Kor olarak her bir ekstrakt i¢in 10 ml su kullanildi. Toplam fenolik asit icerigi

sinapik asit kullanilarak standart kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu kalibrasyon egrisinden
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sinapik asid es degeri (mg/g) olarak toplam fenolik asit igergi hesaplandi
(European Pharmacopoeia, 2004).

2.2.2.4. Toplam B-karoten ve Likopen iceriginin Belirlenmesi

Karotenoidlerin igerigi Barros ve arkadaslarmin yaptiklari ¢alismalardaki metot
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmesi icin bal ekstrakt drneklerinden 100” er
mg alinarak 10 ml Aseton-hekzan (4:6) karisimi igerisine konulanarak 1 dakika siiresince
iyi bir sekilde karistirilarak Whatman No. 4 filtre kagidiyla siiztildii. Stiziintiiniin absorbans
degerleri 453, 505 ve 663 nm, dalga boylarinda oOlglimler yapildi. p-karoten ve
likopenigerikleri standart grafiklerle degerlendirilerek kilogram baldaki karotenoid miktari

miligram cinsinden hesapland: ( Barros vd., 2007).
2.2.2.5. DPPH Radikalinin Etkisinin Giderilmesi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal yakalama yonteminde, kararli ve
sentetik bir radikal olan DPPH kullanilir ve antioksidanin bu serbest radikali yakalama
yetenegi Olgiilerek antioksidan aktivite tanimlanir (Pokorny vd., 2001).

Sulu bal fenolik ekstraktmnin (0,3 ml) igerisinde litrede 6x10™ mol olacak sekilde
hazirlanan DPPH radikali i¢eren 2,7 ml metanolik karisim karigtirildi. Bu karisim giiglii bir
sekilde calkalanarak 60 dakika karanlik bolgede bekletildi. DPPH radikalinin azalmasi 517
nm’ de absorbsiyounun Ol¢iilmesi ile karsilastirildi. Bu radikalin etkinliginin giderilmesi
caligmalar1 ¢esitli arastiricilarin ortaya koyduklart metodu takiben yapildi (Hatano vd.,
1988). Radikalin etkinliginin giderilmesi i¢in baldan elde edilen ekstarkt ile radikal
karistirilarak spektrofotometrik olarak okuma yapildi ve bu okuma sonucunda DPPH’nin
renginin giderilmesi ile etkinligin miktar1 hesaplandi.

DPPH, koyu mor renkte bir radikaldir. DPPH sahip oldugu ortaklanmamis
elektronu sayesinde 517 nm’ de spektrofotometrik olarak 6lgiilebilen giiclii bir absorbsiyon
vermektedir. Bu yonteme gore; Kararli bir serbest radikal olan DPPH, Antioksidandan bir
proton alarak indirgenir, renksiz a,a-difenil-p-pikrilhidrazil molekiiliine doniisiir (Pokorny
vd., 2001; Huang vd., 2005).
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Radikalin ortaklanmamis elektronu bir hidrojen vericisinin varliginda (-ki bu bir
serbest radikal temizleyici antioksidandir) paylasildik¢a absorbsiyon giicli diismektedir.
Absorbsiyon giicii azalmasi yakalanan elektron sayisi ile dogru orantilidir. Asagida
DPPH'in antioksidanla verdigi reaksiyon gosterilmistir.

DPPH +AH <————> DPPH-H+A

Burada AH" antioksidani, A" antioksidan radikalini simgelemektedir. Bu reaksiyon

geri doniisiimlii olarak gerceklesebilmektedir.

2.2.2.6. Indirgeyici Gii¢ Ozelliginin Ol¢iilmesi

Degisik konsantrasyonlar’ da sulandirilmis bal 6rnekleri ve fenolik ekstraktlar dan
2,5 ml alinarak, 2,5 ml(pH: 6,6) litresinde 200 mmol bulunacak sekilde hazirlanan sodyum
fosfat tamponu ile %1’ lik 2,5 ml potasyum ferrik siyanit ile karigtirilarak ve 50 °C’* de20
dakika inkiibe edildikten sonra iizerine hazirlanan %10’luk tri kloroasetik asitten 2,5 ml
katild1 ve bu karigim 1000 rpm’ de 8 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist faz
alinarak yaklagik 5 ml’ sine 5 ml deiyonize su ve 1 ml % 0,1°lik demir klorid (FeClz.6H,0)
konularak spektrofotometrik olarak 700 nm.” de okumasi yapildi. Yiiksek absorbansin
yiiksek indirgeme 0zelligi gosterdigi tespit edildi. Bal drneklerinin indirgeme giici BHA

ve a-tokoferol standartlarina karsi hesaplama yapildi (Oyaizu, 1986).
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2.2.2.7. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bal ekstraktlar1 ve sentetik antioksidant maddelerin ¢esitli
konsantrasyonlarindaki metanol ile hazirlanan ¢ozeltilerinin hidrojen peroksit giderme
aktivite tayini Ruch’un (1989) metoduna gore tayin edildi. Bunun i¢in pH’s1 7,4 olan fosfat
tamponunda 43 mM’ lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlandi. H,O, konsantrasyonu
spektrofotometrik olarak, H,O,’in 230 nm’ de absorbans gdstermesiyle belirlendi. 5, 10,
15, 20 pg/ml konsantrasyonunda alinan bal ekstraktlar1 hacmi 4 ml’ye kadar tampon
¢ozelti ile tamamlandi. Daha sonra 0,6 ml hidrojen peroksit (43 mM) ¢ozeltisi ilave edildi.
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra hidrojen peroksitin azalan miktar1 230
nm’ de azalan absorbans olarak kaydedildi. Kontrol hidrojen peroksit iceren tampon

¢ozelti kullanildi (Ruch, 1989).

Akontrol - Aijmek

% inhibisyon =  mmmmmmsmmm——e— X100
Akontol

2.2.2.8. Hidroksil Radikali Giderme Ozelliginin Belirlenmesi

Hidroksil radikali giderme ozelligi Fenton reaksiyonu (Yu vd., 2004) ile analiz
edilecektir. Bu reaksiyona gore reaksiyon karistmi 1 mM FeCly’ den 60 pl, 1 mM 1,10-
phenanthroline’ den 90 ul, 0,2 M fosfat tamponundan (pH 7,8) 2,4 ml, 0,17 M H,0;’den
150 pl ve 1,5 ml degisik konsantrasyonlarda ekstrakt eklenerek hazirlanmis olup bu
karisima H,O’nin eklenmesiyle reaksiyon baslatildi. Oda sicakliginda yapilan 5 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda spektrofotometre kullanilarak 560 nm’de yapilan 6l¢iim sonrasinda

hidroksil radikalini uzaklastirma aktivitesi asagidaki esitlige gore hesaplandi.
Uzaklastirma orani= [1-(A1- A2)/ Ag] X %100,

Burada A,, kontroliin (ekstrakt olmaksizin) absorbansi, Aj, ekstarkt varliginda
aliman absorbans degeri, A, ise 1,10- phenanthroline olmaksizin alinan absorbans

degeridir.
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2.2.2.9. Toplam Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Orneklerinin antioksidan aktiviteleri fosfomolibden ydntemi ile (Prieto vd., 1999)
degerlendirildi ve o-tokoferol esdegeri olarak ifade edildi. Kisaca, 0,4 ml metanolde
¢Ozdiriilmiis ekstrakt ile 4 ml reaktif ¢ozeltisi ( 0,6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat
ve 4 mM amonyum molibdat) karistirildi. Kor olarak bal ekstrakti yerine metanol
kullanildi. Rekaksiyon karisimi vorteks ile karistirildi ve su banyosunda 90 dakika siireyle
95 °C’ de bekletildi. Absorbans 695 nm dalga boyunda 6lgiildii. Antioksidan aktivitesi, a-
tokoferol esdegeri ( a-TE mg/g ekstre ) olarak hesaplandi.

2.2.2.10. HPLC analiz

Flavonoid bilesiklerin ve fenolik asitlerin tanimlanmasinda HPLC ° de ters faz
kolonla caligildi. Yao ve arkadaslarinin kullandiklar1 gradientli eliisyonla metottaki mobil
faz kullanildi ve 35,2 ° C’ de calisilma yapildi. Bu metoda érnek C 18 kolonuna otomatik
yiikleyicili bir sistemle numune yiiklendi. Mobil faz pH 2,5 olan fosforik asit (% 5) igeren
18,3 MQ dH,0 (¢oziicli A) ve metanol (¢oziicii B). Tiim bal ekstrakt 6rneklerinin yiikkleme
hacimleri 10 pl’dir. Mobil fazin akis hiz1 0,5 ml/dak. olarak bir gradient program ile
asagidaki gibi uygulandi: 95-83% A (10 dakika), 83-74% A (10 dakika), 74-42% A (20
dakika), 42-5% A (10 dakika) and 5-95% A (10 dakika). Fenolik asit ve flavonoidlerin
analizleri 290 nm yapilarak ve tamimlama piklerin alikonma zamanlarinin ve

spektrumlarmnin ticari standartlar ile karsilastirilmasi ile bulundu (Yao vd., 2003).

2.2.2.11. indirgen Seker iceriginin Belirlenmesi

Indirgen seker igeriginin belirlenmesi miktar olarak Tiirk Standart Enstitiisiiniin
3036 nolu bal standardi tasarisina gore yapildi.

Indirgen seker miktarinin belirlenmesi: 5 gr numune 200 ml’ lik balona alinarak
yarisina kadar su ile doldurulur. Uzerine 5 ml carrez | ve 5 ml carrez Il konularak balon

destile su ile ¢izgiye kadar tamamlanir daha sonra iyice karistirilir. Olusan bu karisim
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daha sonra siizge¢ kagidindan siiziiliir ve bu siiziintii titrasyon yapilmak iizere bir
pipete aktarilir.

Bir erlene 5 ml Fehling A ve 5 ml Fehling B, 20 ml distile su ve kaynama boncugu
konulduktan sonra tiip {izerinde kaynamaya birakilir. Kaynatilmaya 2 dk boyunca devam
edildi ve bu siire sonunda 5-6 damla metilen mavisi damlatildi ve pipete ¢ekilen ¢ozelti ile
titrasyon yapildi ve harcanan kaydedildi.

Toplam seker miktarinin belirlenmesi: Yukarida hazirlanan deney ¢ozeltisinden
(siiziintiiden) 50 ml alinarak 100 ml’ lik balona aktarildi. Uzerine 5 ml HCI (derisik)
eklendi. igine termometre konularak 67 °C de 5 dk bekletildi. Daha sonra su altinda
sogutulur. 5-6 damla fenolftalein damlatildi, 5 N NaOH ile nétrallendi (Pembe renk
olusur). Balon ¢izgisine tamamlanarak titrasyon yapilmak iizere pipete aktarildi.

Bir erlene 5 ml Fehling A ve 5 ml Fehling B, 20 ml distile su ve kaynama boncugu
konulduktan sonra tiip iizerinde kaynamaya birakildi. Kaynamaya basladiktan sonra
kaynama 2 dk boyunca devam edildi ve bu siire sonunda 5-6 damla metilen mavisi
damlatildi ve pipete ¢ekilen ¢ozelti ile titrasyon yapildi, harcanan kaydedildi.

Fehling faktor ayarlanmasi:Bir erlene 5 ml Fehling A ve 5 ml Fehling B, 20 ml
distile su ve kaynama boncugu konulduktan sonra tiip iizerinde kaynamaya birakild:.
Kaynamaya bagladiktan sonra kaynama 2 dk boyunca devam edildi ve bu siire sonunda 5-6
damla metilen mavisi damlatildi ve pipete ¢ekilen standart invert seker cozeltisi ile

titrasyon yapildi ve harcanan standart invert seker miktar1 kaydedildi.

Burada dikkat edilmesi gereken nokta Fehling faktor ayarlanmasindaki titrasyonda
standart invert seker ¢ozeltisikullanilirken bal 6rnegindeki invert seker ve toplam seker
miktariin belirlenmesinde ise numuneden hazirlanan deney ¢6zelti kullanildi.

Faktor hesaplanmasi ( F) = (Harcama x 2,5) / 1000

Harcama; Baslangicta konan standart invert seker c¢ozeltisi ile titrasyon sonunda

kalan standart invert seker ¢ozeltisi arasindaki farktir.

Toplam seker formiili (%) :  ======= X =-===- X =====m————-- X100
N(numune) 50 Harcanan sarfiyat

43



Bal numunesinden 5 gr alindig1 i¢in formiilde numune yazilan kisma 5 yazilacaktir.
Faktor hesaplanmasinda ise titrasyonda standart seker ¢ozeltisinden 20 ml harcandi. Bunu
formiilde yerine koyarsak; Faktor hesaplanmasi ( F) = (Harcama x 2,5) / 1000
F = (20x 2,5) / 1000 =0,05

8000 X 0,05 400

Toplam seker (%) : =============== = memmmmmemsemmee-
Harcanan sarfiyat Harcanan sarfiyat

Invert seker hesaplamasinda, 400/2 =200 faktdr olarak kabul edilir.

400/2

Invert seker (%) :  =======m===mm=mmmmmmmmeeeeee e
Harcanan (deney ¢ozeltisi) sarfiyat

Sakaroz miktar1 (%): Toplam seker (%) -- Invert seker (%)

2.2.2.12. Nem iceriginin Belirlenmesi

Balin nem igerigi refraktometrede 20°C’ de elde edilen kirilma indisi kullanilarak
ve nem hesaplama ¢izelgesinden yararlanilarak belirlenmistir (AOAC, 2006). Bal
orneklerinden bir miktar alinip refraktometrenin prizmasi lizerine konuldu, hava kabarcigi
kalmayacak sekilde kapagi kapatildi ve 20°C” de okuma yapildi. Okunan kirilma indisinin

karsilig1 % nem miktar1 ¢izelgeden okundu.

2.2.3. Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Agar Disk Difiizyon Metodu ile Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Bal orneklerininantimikrobiyal aktivite testleri Berghe ve Vlietinck tarafindan
aciklanan metoda gore gergeklestirildi (Berghe ve Vlietinck, 1991). Coziiciileri ugurulmus
kuru bal ekstreleri, 25 mg/ml olacak sekilde dimetilsulfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziildii.
HPLC saflikta filtrasyon yapan 0,22 um’ liknaylon membran filtreler kullanilarak siiziilen
ekstreler kullanilmistir. Testte kullanilan mikroorganizmalarin kiiltiir slispansiyonundan
200’er pl (yaklasik olarak Mc Farland 0,5 esitligine gore 10° koloni icerir), Mueller Hinton

Agar iceren petri kaplarina aktarilarak ekiivyon ¢ubugu ile ylizeye yayildi. Daha sonra 6
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mm ¢apa sahip 40’ar pl (20 pl +20 pl) ekstre emdirilen diskler, steril bir pens yardimiyla
tizerine bakteri ekilen petri kaplar1 igerisindeki besiyerine yerlestirildi. Negatif kontrol
olarak 40 pul DMSO emdirilen diskler kullanildi. Streptomisin, referans antimikrobiyal
olarak kullanildi. Petri kaplar1 1 saat 4 °C’ de daha sonra 24 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.
Antimikrobiyal aktivite, ekstre emdirilen disklerin etrafindaki zonlarin ¢apinin 6l¢iilmesi

ile belirlendi (Berghe ve Vlietinck, 1991; Eloff, 1998).

2.2.4. istatistiksel Analizler

Tiim Slgtimler 3 kez tekrarlandi veyapilan analizler student’s t-test programi

kullanilarak p< 0,05 giiven araliginda ¢alisildu.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Ekstraksiyon Verimi ile Tlgili Bulgular

Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ekstre miktarlar1 Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Bal 6rneklerinden elde edilen ekstre miktarlari

Bal Ornegi Bal Miktar1 (gr)  Ekstre Miktar1 (mg)
Geng Bali 100 58
Yedisu Bali 100 50
Merkez Bali 100 82,7
Adakli Bali 100 78,2
Karliova Bali 100 56,2
Solhan Bali 100 87,1

3.2.Antioksidan Arastirma Bulgulan

3.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktari ile flgili Bulgular

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde en sik
kullanilan standart bilesik gallik asittir. Bunun i¢in Oncelikle galik asitten standart grafik
hazirlandi. Toplam fenol icerigi, standart egri grafigi kullanilarak hesaplandi ve sonuglar
gallik asit (mg/g ekstre) esdegeri olarak ifade edildi.

Standart grafikten elde edilen formiilden de bal ekstrelerinde bulunan toplam
fenolik bilesik miktarlar1 galik asit ekivalent (GAE) olarak hesaplandi (r2: 0,999). Bu
amacla gallikasit kullanilarak elde edilen standart calisma grafigi Sekil 3.1° de

goriilmektedir.



Gallik Asit Standart Grafigi
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Sekil 3. 1. Gallik asit standart caligsma grafigi

Bal o6rneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam fenolik
bilesik miktari ¢izelge 3.2°de verilmistir. Cizelgeden de goriildiigii gibi bal 6rneklerinden
elde edilen metanolik ekstrelerinin 1 gram1 basina diisen gallik asit esdegeri toplam fenolik

madde miktari mg olarak ifade edilmistir.

Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini gallik asit kalibrasyon denkleminden
yararlanilarak hesaplanmistir. 3 paralel tekrar yapilmis yapilan olgtimler p<0,05 giiven

araliginda hesaplanmastir.
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Cizelge 3. 2. Bal 6rneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinin 1 g’inda bulunan toplam
fenolik bilesik miktarinin ekivalent olarak miktari

Toplam fenolik bilesik (mg GAE/g

Ekstre ekstre)

Geng Bali 52,60554 +0,17012
Solhan Bali 52,92340+0,49636
Adakli Bali 53,01322+0,39146
Yedisu Bali 53,08176+ 0,48677
Merkez Bali 53,08762+0,57215

Karliova Bali 53,08843+0,32218

Cizelgedeki fenolik madde miktarlart asagida Sekil 3.2.” de siitun grafigine aktarilmistir.

FENOLIK MADDE MIKTARI
2 o g
N~
2 - S - ~ «©
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Sekil 3. 2. Bal ekstraklarindaki fenolik madde miktar1
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3.2.2. Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi ile Tlgili Bulgular

Bal oOrneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid
miktar1 i¢cin Oncelikle Quercetin kullanilarak bir standart grafik hazirlandi. Standart
grafikten elde edilen formiil yardimiyla ekstrelerde bulunan total flavonoid miktar
Quercetin ekivalent (QE) olarak hesaplandi (rz: 0,9705). Bu amagcla hazirlanan standart

Quercetinin standart grafigi Sekil 3.3 de verilmistir

Quercitin Standart Grafigi

0,25

0,2 - y =0,0001x + 0,0608
—~ 2=
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c
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©v
2
8
5 0,1 -
3
<

0,05 -

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Quercitin konsantrasyonu (pg/ml))

Sekil 3. 3. Toplam flavonoid miktari tayini i¢in hazirlanan quercetinin standart grafik

Toplam flavonoid madde miktar1 Quersetin kalibrasyon denkleminden
yararlanilarak hesaplanmistir. 3 paralel tekrar yapilmis yapilan Olglimler p<0,05 giiven
araliginda hesaplanmistir. Bal 6rneklerinden elde edilen metanolik ekstrelerininl grami
basina diisen Quersetin esdegeri toplam flavonoid madde miktart mg olarak gizelge 3.3 de

verilmistir.
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Cizelge 3.3. Bal 6rneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinin 1 g’inda bulunan toplam flavonoid
bilesik miktarinin ekivalent olarak miktari

Ekstre / Sayisi Toplam flavonoid miktari(img QE/g ekstre)
Geng Bali(1) 60,8080+0,0009
Solhan Bali(1) 60,8083+0,0021
Yedisu Bali(1) 60,8089+0,0013
Adakli Bali(1) 60,8095+0,0012
Merkez Bali(1) 60,8149+0,0108
Karliova Bali(1) 60,8212+0,0120

Cizelgedeki flavonoid madde miktarlar1 asagida Sekil 3.4° de siitun grafigine

aktarilmastir.
FLA VONOID MIKTARI
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Sekil 3. 4. Bal ekstraklarindaki flavonoid madde miktari
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3.2.3. Toplam Fenolik Asit icerigi (TPA) Belirlenmesi ile Ilgili Bulgular

Bal orneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinde bulunan fenolik asit miktari
i¢cin Oncelikle sinapik asit kullanilarak bir standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiil yardimiyla ekstrelerde bulunan fenolik asit miktar1 sinapik asit ekivalent
olarak hesaplandi (r’: 0,9621). Bu amagla hazirlanan standart sinapik asit standart grafigi
Sekil 3.5’te verildi.

Sinapik Asit Standart Grafigi
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y =0,0001x + 0,0731
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<
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0 T T T T T 1
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Sekil 3. 5. Toplam fenolik asit miktar tayini i¢in hazirlanan sinapik asit standart grafik

Toplam fenolik asit miktar1 tayini Sinapik asit kalibrasyon denkleminden
yararlanilarak hesaplandi. 3 paralel tekrar yapilmig ve sonuglarin standart sapma ve p
degerleri alinmis ve % 95 ( p< 0,05) giiven araliginda anlamli olarak bulunmustur.

Bal o6rneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinin 1 g’ dabulunan toplam fenolik
asit miktart Sekil 3.6° da siitun grafiginde verildi. Grafikten goriildiigii toplam fenolik asit
miktar1 bal orneklerinden elde edilen metanolik ekstrelerin 1 grami basina sinapik asit

esdegeri olarak mg cinsinden ifade edilmistir.
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FENOLIK ASIT MIKTARI
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Sekil 3. 6. Bal ekstraktlarindaki fenolik asit miktari

3.2.4. Toplam B-karoten ve Likopen Iceriginin Belirlenmesi ile Tlgili Bulgular
B-karoten ve likopen bilesik miktart tayini Barros ve arkadaslarinin yaptiklari

calismalardaki metot kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. 3 paralel tekrar
yapilmis yapilan Sl¢iimler p<0,05 giiven araliginda hesaplanmustir. Ekstrelerin absorbans
degerleri 453, 505 ve 663 nm, dalga boylarinda dl¢iimler yapilarak -karoten ve likopen
icerikleri asagidaki hesaplama formiilleri kullanilarak belirlendi.

B-karoten (mg/100 ml) = 0,216Ass3— 0,304As505 + 0,452A53

Likopen (mg/100 ml) = —0,0458A¢e3+ 0,372As505 — 0,0806A 53

52



Cizelge 3. 4. Bal ekstrelerindebulunan p-karoten miktari1 (mg/g ekstre)

Ekstreler mg/g ekstre
Merkez Bali 2,08488 +0,0424
Karliova Bali 2,39149+0,0707
Solhan Bali 3,36496+0,0566
Geng Bali 3,64699+0,0636
Adakl1 Bali 4,29825+0,0495
Yedisu Bali 5,04939+0,0283

Cizelgede verilen bal ekstrelerinde bulunan B-karoten miktari miktarlar1 asagida Sekil 3.7

de siitun grafigine aktarilmistir.
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Sekil 3. 7. Bal ekstrelerinde bulunan B-karoten miktar1
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Cizelge 3. 5. Bal ekstrelerinde bulunan likopen miktar1 (mg/g ekstre)

Ekstreler mg/g ekstre
Solhan Bali 0,80698+0,0636
Merkez Bali 1,25150 +0,0849

Karliova Bali 2,34593+0,0354
Adakl1 Bali 3,46904+0,0722
Yedisu Bali 4,78016+0,0488

Geng Bali 5,87298+0,0354

Cizelgede verilen bal ekstrelerinde bulunan likopen miktar1 miktarlar asagida Sekil 3.8 de
stitun grafigine aktarilmistir.
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Sekil 3. 8. Bal ekstrelerinde bulunan Likopen miktar1 (mg/g ekstre)
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3.2.5. DPPH Radikalinin Etkisinin Giderilmesi le Tlgili Bulgular

Bal 6rneklerinin antioksidan aktivitesine bagli gercek absorbans degerleri asagidaki
formiilde yerine konularak % DPPH inhibisyonu hesaplandi.

Akontrol - Adrnek
% DPPH Inhibisyonu = --------------- x100
Akontrol
Bal ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili 3 paralel tekrar yapildi

yapilan Ol¢iimler p<0,05 giiven araliginda hesaplandi.
Bal ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi Sekil 3.9’ da gorildigi gibi

konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.

70
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Sekil 3. 9. Bal ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi (% inhibisyon)
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Sekil 3. 10. Bal ekstraklarindan elde edilen metanol ekstrelerinin farkli konsantrasyonlardaki (50—
200 pg/ml) DPPH radikalini indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan a-
tokoferol ve BHA ile karsilastirilmasi

DPPH" konsantrasyonunun yaritya indigi durumdaki antioksidan konsantrasyonu
ECso olarak verilir Baglangic DPPH konsantrasyonunu % 50 azaltmak icin gereken 6rnek
konsantrasyonu (ECsp), antioksidan aktiviteyi hesaplamakta siklikla kullanilan bir
yontemdir. Diisiik ECso degeri yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterir. Ekstrelerin, BHA ve
a-tokoferol’iin ECsy degerleri ¢izelge 3.6’ da verilmistir.
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Cizelge 3. 6. Bal 6rneklerinin ve pozitif kontrollerin, DPPH radikalinin % 50 inhibisyonunu
saglayan derisimleri

Ekstre ECso (mg/ml)
Geng Bali 174,37+1,414
Solhan Bali 129,83+1,061
Karliova Bali 119,75+1,202
Merkez Bali 106,25+1,556
Adakli Bali 93,83+1,414
a-Tokoferol 93,50+1,131

BHA 29,40+0,919
Yedisu Bali 26,75+0,523

3.2.6. Indirgeyici Gii¢ Ozelliginin Olciilmesi ile Tlgili Bulgular

Indirgenme giicii Oyaizu (1986) metoduna gore tayin edildi. Antioksidan
caligmalarda kullanilan bu metotta ornekteki rediiktanlarin (antioksidanlarin) varliginda
Fe*? ferrik siyanit kompleksi, Fe*? formuna indirgenir. Bal drneklerinin indirgeyici giic
ozellikleri ile ilgili3 paralel tekrar yapildi yapilan Olg¢iimler p<0,05 giiven araliginda
hesaplandi.

Bal orneklerinin indirgeyici gli¢ Ozellikleri ile ilgili absorbans-konsantrasyon

grafigi Sekil 3.11.” de gdsterilmistir.
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Sekil 3. 11. Bal 6rneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda (50-200
ug/ml) indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol, BHA ve
BHT ile karsilastiriimast

3.2.7. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi ile Tlgili Bulgular

Bal orneklerinin metanol ile hazirlanan ekstrelerinin hidrojen peroksit giderme
aktivitesi Ruch (1989) ve arkadaslarinin belirledikleri metoda gore yapildi. Bu yontem,
antioksidanlarin H;0O-'e elektron vererek, onu suya indirgemelerine dayanmaktadir. Bal
ekstraklariin konsantrasyonu arttikga H,O, konsantrayonu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmistir.

Bal orneklerinden elde edilen metanol ekstreleri 10 pg/ml konsantrasyonunda
hidrojen peroksit giderme aktivitesi birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve Troloks
ile karsilagtirmasi Sekil 3.12° de verilmistir.

Bal o6rneklerinin hidrojen peroksit giderme aktivitesi ile ilgili 3 paralel tekrar

yapild1 yapilan 6l¢iimler p<0,05 giiven araliginda hesaplandi.
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Sekil 3. 12. Bal 6rneklerinin ve standart antioksidanlarin 10 pug/ml konsantrasyonunda H,O,
giderme aktivitesi

% H,0; inhibisyon degerleri, artan bal ekstraktlar1 konsantrasyonuyla birlikte
arttig1 goriilmiistiir. Bal ekstrakt miktar1 artarken absorbansin azaldig1 goriilmiistir.
Bal ekstrelerinin H,O; radikali giderme aktivitesi Sekil 3.13” de gorildigi gibi

konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.
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Sekil 3. 13. Bal ekstraklarindan elde edilen ekstrelerinin 5-10 pg/ml konsantrasyonlarinda H,0,
radikali giderme aktivitesi birer standart antioksidan olan a-tokoferol, BHA ve troloks
ile karsilastirilmasi

3.2.8. Hidroksil radikali giderme 6zelliginin belirlenmesi ile flgili Bulgular

Bal 6rneklerinin hidroksil radikali giderme 6zelligiile ilgili 3 paralel tekrar yapildi
yapilan Olgiimler p<0,05 giiven araliginda hesaplandi. Bal ekstrelerinin OH" radikali
giderme aktivitesi Sekil 3.14 de goriildiigii gibi konsantrasyon ile dogru orantili olarak

artmaktadir.
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Sekil 3. 14. Bal ekstrelerinin OH radikalini giderme aktivitesi (% inhibisyon)
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Sekil 3. 15. Bal ekstrelerinin BHA ve troloks’iin farkli konsantrasyonlarinin % hidroksil radikali
giderme aktiviteleri
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3.2.9. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi ile Ilgili Bulgular

Calismada kullandigimiz metanol ile hazirlanmis bal Orneklerinin antioksidan
kapasitesi spektrofotometrik fosfomolibden yontemine gore belirlendi. Bal 6rneklerinin
toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi ile ilgili 3 paralel tekrar yapildi yapilan

Olctimler p<0,05 giiven araliginda hesaplandi. Sonuclar mg a- TE/g ekstre seklinde verildi.

y = 0,0025x + 0,3545
R? = 0,99

Absorbans (695 nm)
‘o

0 T T T T
0 200 400 600 800 1000

a-tokoferol(ug/ml)

Sekil 3. 16. Toplam antioksidan aktivite tayini i¢in hazirlanan a-tokoferol standart grafik
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Sekil 3. 17. Bal ekstrelerindeki toplam antioksidan aktivite
3.2.10. HPLC Analizi ile ilgili Bulgular

HPLC analizi yapilan ballarin kromatogramlart asagida verilmistir. Bu
kromatogramlarin iizerinde bulunan bilesiklere ait pikler ve isimleri gosterilmistir.
Kromatogramlardan goriilecegi tiizere yiiksek antioksidan aktivite gosteren ballarin
kromatogramlarida yogun ¢ikmistir. Yogun kromatogramlar da fenolik bilesikler agisindan

yogun olduguda gozlemlenmektedir.
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Sekil 3. 18. Geng bal1 ekstresindeki fenolik maddeleri gosterir HPLC kromatogrami
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Sekil 3. 19. Solhan bali ekstresindeki fenolik maddeleri gosterir HPLC kromatogrami
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Sekil 3. 20. Karliova bali ekstresindeki fenolik maddeleri gosterir HPLC kromatogrami
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Sekil 3. 21. Yedisu bal1 ekstresindeki fenolik maddeleri gosterir HPLC kromatogrami
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Sekil 3. 22. Adakli bali ekstresindeki fenolik maddeleri gésterir HPLC kromatogrami
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Sekil 3. 23. Merkez bal1 ekstresindeki fenolik maddeleri gosterir HPLC kromatogrami
3.2.11.indirgen Seker Iceriginin Belirlenmesi ile Tlgili Bulgular

Invert seker cinsinden esdegeri bilinen bakir (II) ¢dzeltisinin belli bir hacmi, bazik
ortamda deney konusu baldan hazirlanan sulu ¢ozelti ile metilen mavisi indikatoriine karsi
titre edildi ( Anonim, 2005). Bal 6rneklerinin indirgen seker igeriginin belirlenmesi ile ilgi-
li 3 paralel tekrar yapildi yapilan 6lgiimler p<0,05 giiven araliginda hesaplandi. Bal 6rnek-
lerindeki toplam seker, invert seker ve sakkaroz miktarlar1 hesaplanarak Sekil 3.24.° te

gosterildi.
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SOLHAN | MERKEZ | GENC YEDISU | ADAKLI |KARLIOV
BALI BALI BALI BALI BALI A BALI
O Toplam seker miktar1 |72,727273 | 78,431373|78,431373 |74,074074 |78,431373|80,808081
O invert seker miktart 71,428571 | 76,923077 | 76,923077 | 72,727273 | 76,923077 80
B Sakkaroz miktari 13 1,51 1,51 1,35 1,51 0,81

Sekil 3. 24. Bal orneklerindeki toplam seker, invert seker ve sakkaroz miktari

3.2.12. Nem iceriginin Belirlenmesi ile ilgili bulgular

Bal numunelerinin bal igerikleri hesaplanarak Cizelge 3.7.” de verildi.

Nem igeriginin belirlenmesi ile ilgili 3 paralel tekrar yapild: yapilan dl¢timler p<0,05
giiven araliginda hesaplandi

Cizelge 3. 7. Bal 6rneklerinin nem igerigi

Bal 6rnekleri Nem miktar1 (%)
Solhan Bali 15.0
Merkez Bali 14.6
Adakli Bali 16.4

Geng Bali 14.6

Karliova Bali 14.0

Yedisu Bali 16.6
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3.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini ile Tlgili Bulgular

Bal numunelerinin Candida spp., Pseudomonas aeroginosave Streptococcus spp.,

gelismesini Onlediklerini gdsteren fotograflar Sekil 3.25.” te gdsterildi.

c

Sekil 3. 25. Bingol yoresinden alinan ballarin Candida spp (a), Pseudomonas aeroginosa
(b), Streptococcus sp (c)’e gelismesini engelleyici etkisi

Bal oOrneklerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan

caligmalarin bulgulari Cizelge 3.8 de verildi.
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Cizelge 3. 8. Bingdl Yoresinden Toplanan Bal Orneklerinin Antimikrobiyal Etkisi

Geng | Yedisu | Merkez | Adakli | Karliova | Solhan | Str. DMSO
Mikroorganizma .
Inhibisyon zonu, mm

S. aureus* 7 10 12 R 11 10 25 R
P. aeruginosa* 7 8 11 10 8 9 26 R
ftreptococcus sp.| R R R R R R 24 R
K. pneumoniae* R 9 R R 9 R 24 R
S.typhimurium* R 11 11 10 7 8 25 R
E. coli* R 10 10 10 R R 26 R
B. subtilis* R 8 9 8 8 8 25 R
Candida spp* R R R 7 R R 25 R
Saccharomycesce | R R R R 7 R 23 R
revisiae*

Pozitif kontrol olarak Streptomisin (Str) antibiyotik diskleri kullanilmistir (Bioanalyse). Negatif kontrol
olarak DMSO (Merck) kullanilmustr.

(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarimi gostermektedir. Her disk 6 mm ¢apinda olup disklere 40°ar pl
ekstre emdirilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda modern ve hizli yasam ile artan niifus insanlarin beslenme seklindeki
degisikleri ortaya cikartmistir. Bu degisimler sonucunda yapay besinler, fabrikasyona
dayali ticari iirtinlerin tiiketim paylar1 daha da ¢ok artmistir. Bu besinlerin ticari olmasi ve
dolayistyla tirlinlerin raf dmiirlerinin uzatilmasi i¢in antimikrobiyal ve antioksidan etkiye
sahip sentetik antioksidan ve antimikrobiyal ajanlar gerekli olmaktadir. Yapay sentetik
tirtinlerin igerisinde ¢ok sayida yapay ve insan dogasina yabanci kimyevi maddeler
bulunmaktadir ve bunlar ticari {iriinlerin igerisine eklenmektedir. Bu maddelerin genellikle
kanserojen ozelliginin oldugu son yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalar ile ortaya
konmaktadir. Bu eklentilerin varligi rahatsizliklara yol a¢gmaktadir. Ayn1 zamanda raf
Omriinii uzatmak icin kullanilan ticari kimyevi antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisiminde de
artis olmaktadir. Bu nedenden dolayi iilkemizde ve tiim diinyada dogal ve ger¢ek ekolojik
tiriinlere ve bu irlinlerden elde edilecek olan antioksidan ve antimikrobial {iriinlere talep
artmigtir. Tez iginde bahsedilen iki 6zelligi dolayisiyla bal ve tiirevlerine karsi ilgi ise giin

gectikce artmaktadir.

Yaptigimiz bu c¢alismada bal oOrneklerinden elde edilen fenolik bilesiklerin
metanolik ekstraktlarinda radikaller iizerinde; Fe™-Fe*? transformasyonu metoduna gore
indirgeme kapasitesi, fosfomolibden metoduna gére toplam antioksidan aktiviteleri,reaktif
oksijen tiirli olan hidrojen peroksit giderme aktivitesi, OH radikalini giderme aktivitesi,
DPPH serbest radikalini temizleme aktiviteleri farkli konsantrasyonlarda ayri ayri
belirlendi. Ayrica toplam fenol igerigi, toplam flavonoid igerigi, [p-karoten ve likopen
igerikleri ve toplam fenolik asit i¢erikleri belirlendi.

Yine bu ¢alismamizda bal 6rneklerinden elde edilen bu fenolik bilesiklerin gesitli
mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal etkisi arastirildi. Bal 6rneklerinden elde
edilen fenolik bilesiklerin metanolik ekstraktlarinda konsantrasyon araliklarinda (50-200
ug/ml), artan konsantrasyon ile beraber toplam antioksidan aktivitede, indirgeme
kapasitesinde, metal selatlamada, OH radikalini ve DPPH radikalini giderme

aktivitelerinde de artis tespit edildi.



Bunun yani sira serbest olmayan reaktif oksijen tiirli olan hidrojen peroksit
gidermede ise 5-10 mg/ml konsantrasyonlart ¢alisildi. Artan konsantrasyon ile birlikte
hidrojen peroksit giderme aktivitesinde artis oldugu goriildii.

Balda antioksidan aktiviteden sorumlu ¢ok sayida bilesik vardir. Bu bilesiklerin
onemli bir kismi fenolik yapidadir. Bundan dolay: fenolik bilesik igerigi kimi zaman
antioksidan aktivitenin bir 6lgiisii gibi diigiiniilebilir. Fakat bu konuda tespit edilmis pozitif
bir iliski yoktur. Bu durum antioksidan aktiviteden sorumlu tek faktoriin fenolik
bilesiklerin miktarmin olmadigimi gostermektedir. Fenolik maddelerin molekiil yapisi,
oksidasyonun oldugu ortamdaki ¢oziiniirliikkleri gibi faktorler maddenin antioksidan

ozelligini etkileyebilmektedir (Heim vd., 2002).
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Cizelge 4. 1. Bal 6rneklerinden elde edilen metanol ekstrelerinin antioksdan ve antiradikal

calismalart ile ilgli toplu bulgular

Antioksidan Metotlar

Metanolik Bal Eksraklar

Geng Yedisu Merkez Adakli Karliova Solhan
Toplam antioksidan
aktivite(mg a- TE/g
ekstre) 355,5721 356,0507 355,9140 355,7826 356,9591 | 355,6848
Fe+3- Fe+2 indirgeme
kuvveti (200pg/ml) 0,1763 0,2383 0,1883 0,2181 0,1374 0,1705
H,0, giderme aktivitesi
(%) (10 pg/ml) 71,8405 73,5095 74,4785 70,6198 70,1815 72,6785
OH radikalini giderme
etksi % (200pg/ml) 27,98980 21,83995 26,7766 23,32101 55,42638 | 12,7089
DPPHegiderme
aktivitesi ECx 174,3750 26,7500 106,2500 93,8300 119,7500 | 129,8300
Toplam fenolik bilesik
miktar1 (GAE, mg) 52,6055 53,0817 53,0876 53,0132 53,0884 52,9234
Toplam flavonoid
bilesik miktar1 (QE,
mg) 60,8080 60,8088 60,8149 60,8095 60,8212 60,8083
Topalam Fenolik Asit
miktari (SA) 73,1076 73,1093 73,1093 73,1098 73,1151 73,1074
B-karoten miktar1 (mg) 3,6469 5,0493 2,0848 4,2982 2,3914 3,3649
Likopen miktari (mg) 5,8729 4,7801 1,2515 3,4690 2,3459 0,8069
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“Cizelge 4. 1.in devam1”

Antioksidan Metotlar

Standart Antioksidanlar

BHA a-Tokoferol BHT Troloks
Toplam antioksidan aktivite(mg
a- TE/g ekstre) 363,62912 359,36012 360,6270 356,3743
Fe+3- Fe+2 indirgeme kuvveti
(200pg/ml) 2,4391 2,4391 0,1883 -
H,0, giderme aktivitesi (%)
(10 pg/ml) 71,5760 - 71,4980 69,2470
OH radikalini giderme etksi %
(200pg/ml) 35,3330 - - 13,9505
DPPHegiderme aktivitesi ECsg 29,4000 93,5000 - -

Toplam fenolik bilesik miktar1
(GAE, mg)

Toplam flavonoid bilesik
miktar1 (QE, mg)

Topalam Fenolik Asit miktari
(SA)

B-karoten miktari (mg)

Likopen miktar1 (mg)
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Bal 6rneklerinin antioksidan ozellikleriyle ilgili genel bir degerlendirme yapilirsa;
ekstreler arasinda en yiiksek toplam fenolik icerige sahip ekstre Karliova bali (53,088425
mg GAE/g ekstre) olmakla birlikte Yedisu, Merkez ve Adakli ballar1 Karliova balina
benzer Ozellik gostermistir. Geng bali ve Solhan bali ise bunlardan daha az miktarda
fenolik bilesik icermektedirler.

Toplam antioksidan aktiviteye baktigimizda merkez bali disindaki ekstrelerde
fenolik madde miktari ile toplam antioksidan aktivite arasinda pozitif bir korelasyon vardir.
Merkez bali fenolik icerik bakimindan Yedisu balindan daha fazla fenolik maddeye
sahipken toplam antioksidan aktiviteye baktigimizda Yedisu balindan daha az antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu goriiyoruz buda bize fenolik icerik ile antioksidan aktivite
arasinda pozitif bir korelasyonun olmadigini gostermektedir.

En yiiksek fenolik icerige sahip olan Karliova bali yine yiiksek toplam antioksidan
aktiviteye de (356,96 mg a-TE/g ekstre) sahip oldugu goriildii. Bu oran ile Karliova bali
troloks ile benzer aktivite gosterirken a-tokoferol, BHA ve BHT’ den ise daha diisiik
aktivite gdsterdi.

En diisiik fenolik icerige sahip olan Geng bali (52,60554 mg GAE/g ekstre) yine en
diisiik antioksidan aktiviteye sahip olup Solhan balina benzer 6zellikler gostermektedir.

Bal ekstrelerindekiflavonoid bilesik miktarlart Cizelge 3.3 de verildi. Bu
ekstrelerin flavonoid bilesik miktarlari kiyaslandigina en yiiksek flavonoid bilesik miktari
60,8212 mg KE /g ile Karliova Bal1 ekstresinde goriildii, sirasiyla Merkez, Adakli, Yedisu,
Solhan ve Geng seklinde sirlanmiglardir. Bal ekstrelerinden en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip olan Karliova balinin yine en yliksek flovonoid madde miktarina (60,8212
mg KE/g ekstre) sahip oldugu goriilmekle birlikte diger bal ekstreleride flavonoid bilesik

miktarlar1 bakimindan benzer 6zellikler gostermektedirler.

Toplam fenolik asit miktarina bakildiginda yine en fazla miktarin Karliova balina
(73,11517 mg SA/g ekstre) ait oldugu goriilmekle birlikte diger bal ekstreleri de Karliova

balina ¢cok benzer miktarlar igermektedirler.

B-karoten, dogada yaygin olarak bulunan pigmentlerin basinda gelmektedir. Bal
ekstrelerinin B-karoten igerigine bakildiginda Cizelge 3.4.” te goriilecegi tizere galisilan

ekstreler p-karoten ihtiva etmektedir. Bal ekstrelerindeki PB-karoten miktar1 en yiiksek
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Yedisu Bali (5,04939 mg/g ekstre) ekstresinde goriilmiistiir, sirasiyla Adakli Bali, Geng
Bali, Solhan Bali, Karliova Bali Merkez Bali ve bunu izlemistir.

Gida maddelerindeki pembe-kirmizi renk, iirlinlerin bu karakteristik renkleri esas
olarak likopenden kaynaklanmaktadir. Karotenoidlerden o6zellikle likopen, giiglii singlet
oksijen siipiiricii rol oynar; hiicre ve diger viicut bilesenlerini serbest radikallerin
saldirilarindan korur ve zincir reaksiyonlarini keser (Durmaz, 2002).

Bal ekstrelerinin likopen igerigine bakildiginda en fazla miktara sahip olan balin
Geng bal1 (5,049392 mg/g ekstre) oldugu, en az miktara sahip olan balin ise Solhan bali
oldugu goriildii.

Bal ekstrelerindeki bulunan B-karoten ile likopen miktarlar1 karsilagtirildiginda f-
karoten miktar1 Yedisu Balinda en fazla iken Merkez Balinda en az miktarda
bulunmaktadir. Likopen miktar1 ise Gen¢ Balinda en fazla iken Solhan Balinda en az
miktarda bulunmaktadir.

Leticia Estevinho ve arkadaslar1 (2008) Portekizin Kuzeydogusundaki Tras Montes
bolgesinin agik ve koyu renkli ballarindan elde ettikleri fenolik bilesiklerin DPPH serbest
radikalini giderme aktivitesi ¢alismasinda koyu renkli ballarda artan konsantrasyonla
birlikte (12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml) DPPH serbest radikalini temizleme
aktivitesinde (% 36,3, % 49,4 ,% 69,2) artis oldugunu tespit etmislerdir.

Yine ayni ¢alismada agik renkli ballarda da artan konsantrasyonla birlikte (12,5
mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml) DPPH serbest radikalini temizleme aktivitesinde (% 11,0, %
23,5, % 37) artis oldugunu tespit etmislerdir.

Bununla birlikte bizim yaptifim ¢alismada bal 6rneklerinden elde edilen fenolik
ekstraktlarin, DPPH serbest radikalini giderme aktivitesi konsantrasyona bagli olarak
artmistir. Yapilan bu ¢aligmada bal ekstratlarinin antiradikal aktivite gosterdigi ve kararli
DPPH radikalini inhibe ettigi tespit edilmis olup Leticia Estevinho ve arkdaslarmin (2008)
yaptig1 ¢alismalara benzer 6zellikler gostermistir.

Baslangic DPPH konsantrasyonunu % 50 azaltmak i¢in gereken Ornek
konsantrasyonu ECs olarak verilir (ECsp), antioksidan aktiviteyi hesaplamakta siklikla
kullanilan bir yontemdir. Diisiik ECso degeri yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterir. Bal
orneklerinin DPPH radikalini giderme aktivitesine bakildiginda ECsy degerleri bakimidan
en iyi sonucun Yedisu bali ekstresinde (26,75 mg/ml) oldugu goériilmiis olup bu miktarlarin

pozitif kontrol olarak kullanilan standart antioksidanlardan a-tokoferol ve BHA’ dan daha
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diisik ECso degerlerine sahip oldugu yani Yedisu balinin DPHH radikalini giderme
aktivitesinin a-tokoferol ve BHA’ dan daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Hidroksil radikali en zararli serbest radikallerden biridir. Bu radikaller biyolojik
makro molekiiller (DNA, lipidler , amino asitler ve sekerler) ile direk etkilesip doku
hasarma sebep olmaktadir. Viicutta biitiin zarlardan kolaylikla gegebilen hidrojen peroksit
(Cadenas, 1989), siiperoksit ile tepkimeye girerek reaktif ve toksik etkisi olan hidroksil
radikali olusumuna yol agmaktadir.

Bal 6rneklerinin OH radikalini giderme aktivitesine bakildiginda, bal ekstrelerinin
artan konsantrasyonla birlikte bu radikali giderme aktivitesinde de artis oldugu
goriilmustiir. Cizelge 4.1° de goruldiigii gibi bal ekstreleri ile standart antioksidanlar
konsantrasyonun en yiiksek oldugu 200 pg/ml degerlere bakildiginda OH radikalini
giderme aktivitesinin en yiiksek oldugu ekstre Karliova bali (55,4263 pg/ml ) ekstresidir.
Karliova balinin OH radikalini giderme aktivitesinin troloks ve BHA’ dan daha yiiksek
oldugu, en diisiik aktiviteye sahip bal ekstresinin ise Solhan bali oldugu goriilmiis olup
troloks’a benzer deger gostermektedir.

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina karsin zarlardan kolayca gecip hiicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre
6liimiine neden olabilir.

Bal 6rneklerinin H,O, radikalini giderme aktivitesine bakildiginda, bal ekstrelerinin
artan konsantrasyonla birlikte bu radikali giderme aktivitesinde de artis oldugu
goriilmistiir. Cizelge 4.1° de goriildiigli gibi bal ekstreleri ile standart antioksidanlarin
H,O, radikalini giderme (%) aktivitesinin en yiiksek oldugu ekstre Merkez bali (%
74,4785) ekstresi oldugu goriilmektedir. Ayrica Yedisu,Geng ve Solhan ballarinin H,;0O,
radikalini giderme aktivitesinin pozitif kontrol olarak kullanilan standart antioksidanlaran
Trolox, BHA ve BHT’ den daha yiiksek oldugu Adakli ve Karliova ballarinin ise BHA ve
BHT’ den daha diisiik troloksdan ise daha yiiksek hidrojen peroksit giderme aktivitesine
sahip oldugu tespit edildi.

Indirgeme giicii antioksidant etkinin bir gostergesidir. Ortamdaki Fe*? iyonlarinin
Fe*? iyonlarina indirgeyebildigi 6l¢iide, ekstraklarin antioksidan aktiviteleri belirlendi.

Indirgeme kapasitesi tayininde yiiksek absorbans degerinin yiiksek indirgeme
kapasitesinin gostergesi oldugu kabul edilmektedir. Leticia Estevinho ve arkadaslari (2008)

Portekizin kuzeydogusundaki Tras Montes bolgesinin agik ve koyu renkli ballardan elde
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ettikleri fenolik bilesiklerin indirgeme kapasitesi tayininde koyu renkli ballarda artan
konsantrasyonla birlikte (12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml) 700 nm’ deki absorbans
degerinde (0,23, 0,45, 0,79) artis oldugunu tespit etmislerdir. Yine ayn1 ¢alismada agik
renkli ballarda da artan konsantrasyonla birlikte (12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml) 700
nm’ deki absorbans degerinde (0,07, 0,12, 0,23) artis oldugunu tespit etmislerdir.

Indirgeme kapasitesi tayini yoniinden bal ekstraktlarinin  standartlarla
kiyaslandiginda yiiksek aktiviteye sahip olmadigi gozlendi. Indirgeme kapasitesi
yetenekleri Cizelge 4.1° de goriildiigii gibi bal ekstreleri ile standart antioksidanlar
konsantrasyonun en yiiksek oldugu 200 pg/ml degerlere bakildiginda indirgeme
kapasitesinin en yiiksek oldugu ekstre Yedisu bali (0,23835 +0,0231) ekstresidir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan standart antioksidanlar arasindaki indirgeme giicii ise en yliksek
BHA (2,4391+0,0092) > a-tokoferol (0,9828+0,0006 ) > BHT (0,3809+ 0,0042) seklinde
siralanmaktadir.

Bununla birlikte bizim yaptigim ¢alismada bal orneklerinden elde edilen fenolik
ckstraktlarin, ferik iyonlarmi (Fe™) ferroz iyonlarima (Fe*?) indirgeme kuvveti
konsantrasyona bagli olarak artmis olup Leticia Estevinho ve arkdaglarinin (2008) yaptigi
calismalara benzer 6zellikler gostermistir.

Bal ekstrelerinin HPLC ile yapilan kromatogramlarida yiiksek antioksidan aktivite
gosteren ballarin kromatogramlarininda yogun ¢iktigi goriildii. Yogun kromatogramlara
sahip olan bal ekstrelerini de fenolik bilesikler agisindan yogun olduguda goriildii.

Yapilan HPLC analizinde Geng balinin krisin, klorogenik asit ve kaffeik asit gibi
fenolik bilesikleri igerdigi goriildii.

Solhan balimin krisin, ferrulik asit, sinapik asit, kumarik asit, siringik asit,
dihirobenzoik asit, gallik asit, klorogenik asit ve kaffeik asit gibi fenolik bilesikleri icerdigi
goriildi.

Karliova balinin krisin, ferrulik asit, sinapik asit, kumarik asit, siringik asit,
dihirobenzoik asit, gallik asit, klorogenik asit, katesin ve Kaffeik asit gibi fenolik bilesikleri
icerdigi goriildii.

Yedisu balimin krisin, ferrulik asit, kumarik asit, klorogenik asit, siringik asit, gallik
asit, kaffeik asit ve katesin gibi fenolik bilesikleri igerdigi gortldii.

Adakli balinin krisin, sinapik asit, klorogenik asit, dihirobenzoik asit, gallik asit ve

katesin gibi fenolik bilesikleri icerdigi goriildii.
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Merkez balinin krisin, ferrulik asit, kumarik asit klorogenik asit, siringik asit,
kaffeik asit, gallik asit ve katesin gibi fenolik bilesikleri igerdigi goriildii.

Incelemeye alinan bal rneklerinin invert seker miktarmim % 71 - %81, sakkaroz
miktarmin ise % 0,81 - % 1,51 araliginda oldugu goézlenmistir. Bu sonuglar gdz oniine
alindiginda bu 6 bal 6rneginin Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (TGKY) Bal Tebligi’ne
gore bildirilen minimum degerden (% 60) daha yiliksek diizeyde invert seker igerdigi
gorildii. Sakkaroz miktar1 yoniinden degerlendirildiginde drneklerin tamaminin Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi (TGKY) Bal Tebligi’ne gore bildirilen maksimum degerden ( % 5)
daha diisiik degerlere sahip oldugu tespit edildi. Ballardaki sakkaroz miktarinin yiiksek
degerlerde ¢ikmasi ballarin erken hasat edildigini ve bu nedenle sakarozun heniiz yeterince
glukoz ve fruktoza indirgenmedigini veya arilarin sakkaroz igeren surup ile beslendigini ya
da bala direkt olarak sakkaroz eklendigini gostermektedir.

Nem miktar1 yoniinden degerlendirildiginde 6rneklerin nem miktarinin % 16,6 - %
14 araliginda oldugu tespit edildi. Bu sonuglar Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (TGKY)
Bal Tebligi’ne gore bildirilen maksimum degerden (% 20) daha diisik degerlere sahip
oldugu tespit edildi.

Sonug olarak analize alinan 6 adet bal 6rneginin tamamiin Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi (TGKY) Bal Tebligi’ne gore istenilen degerlere tam anlamiyla uygunluk
gosterdigi ortaya kondu.

Balin iizerinde yapilan mikrobiyolojik ¢alismalar balin osmolaritesinden ¢ok, balda
bulunan diger bilesenlerine yonelik yapilmaktadir.

Mundo ve arkdaslar1 (2004), bal iizerinde yapmis olduklar1 caligmalarda balin
hastalik ve enfeksiyonlara neden olan bircok mikroorganizmanin gelisimini inhibe
ettiklerini tespit etmislerdir. Yapilan laboratuvar arastirmalari balin Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, ve Salmonella enterica, Ser. typhimurium gibi yaralarda bulunan
bakterilere karsi etkili oldugunu gosterilmistir (Mundo vd., 2004).

Cooper ve arkadaslar1 (1999), Mundo ve arkadaslar1 (2004), Agbaje ve arkadaslari
(2006) bal ile ilgili yaptiklar1 ¢calismalarda Staphylococcus aureus bakterisinin en duyarlt
mikroorganizma oldugunu tespit etmislerdir.

Taormina ve arkadaslar1 (2001), Basualdo ve arkadaslar1 (2007) yine bal {izerinde

yaptiklar1 ¢alismalarda benzer sonuclar elde etmislerdir.
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Aksoy ve Digrak (2006), Bing6l yoresinde toplanan bal 6rneklerinin antimikrobiyal
etkisi ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada bal orneklerinin test mikroorganizmalarinin
gelismelerini fakli oranlarda engelledigini Karliova, Geng, Solhan, Kig1 ve Bingdl
Merkezden alinan bal Orneklerinin oldukg¢a giiclii antimikrobiyal etkilerinin oldugunu
ozellikle Karliova’ dan alinan 6rneklerin test mikroorganizmalarimin genel olarak etkili bir
sekilde gelismelerini engellediklerini tespit etmislerdir.

Aksoy ve Digrak’in Karliova bali ile yapmis olduklar1 ¢alismada bu balin ¢alisilan
tim mikroorganizmalara (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloaca, Escherichia coli,
Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,
Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis, Bacillus brevis, Enterobacter aeroginosa,
Corynebocterium xerosis bakterileri ile Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra,
Candida albicans mantar tiirleri) karst 14-53 mm ¢apinda inhibisyon zonu verdigini
saptamiglardir. Ayrica Solhan balinin  Pseudomonas aeroginosa, Geng¢ balinin
Enterobacter cloaca ve Merkez balinin Pseudomonas aeroginosa ile Enterobacter cloaca
bakterileri disindaki diger tiim mikroorganizmalar iizerinde 12-62 mm ¢apinda inhibsyon
zonlar1 olusturarak etkili olduklarini tespit etmislerdir.

Leticia Estevinho ve arkdaslar1 (2008) Portekizin Kuzeydogusundaki Tras Montes
bolgesinin acik ve koyu ballardan elde ettikleri fenolik bilesikler iizerinde yaptikari
antimikrobiyal ¢alismada Staphylococcus aureus ( zon gapi, 6-9 mm; MIK, 0,4 mg/ml),
Bacillus subtilis ( zon ¢ap1, 6-9 mm; MIK, 4 mg/ml), Staphylococcus lentus ( zon capi, 6-9
mm; MIK, 40 mg/ml), Pseudomonas aeroginosa ( zon c¢api<l mm; MIK, 40 mg/ml),
Escherichia coli (zon ¢ap1, 6-9 mm; MIK, 40 mg/ml), Klebsiella pneumoniae ( Koyu bal:
zon ¢apt > 9 mm; MIK, 4 mg/ml, Acik bal: zon ¢ap1, 6-9mm; MIK, 40 mg/ml)’ye kars:
antibakteriyel aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Leticia Estevinho ve arkadaslar tarafindan baldaki fenolik bilesiklere en duyarh
mikroorganizmalarin Staphylococcus aureus oldugu Bacillus subtilis, S. lentus, K.
pneumoniae ve E. coli orta derecede duyarl olduklarini ayrica gram pozitif bakterilerin
gram negatif bakterilere gore daha duyarli olduklarini tespit etmislerdir.

Bu calismamizda toplanan bal Orneklerine ait antimikrobiyal aktivite sonuglari
cizelge 3.8° de gosterilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi, toplanan bal Orneklerinin

calismada kullandigimiz test mikroorganizmalarinin gelismelerini  fakli oranlarda
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engelledigi goriilmiistiir.Geng, Yedisu, Adakli, Solhan, Karliova ve Bingdl Merkezden
alinan bal 6rneklerinin antimikrobiyal etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

Ozellikle Karliova’ dan alman bal orneklerin test mikroorganizmalarinin genel
olarak etkili bir sekilde gelismelerini engellemis olup ayrica Aksoy ve Digrak’in
caligmalarina paralellik gostermistir.

Antimikrobiyal etkinin en fazla goriildiigii 6rnek Bing6l merkezden alinan bal
ornegi olmustur. Bu 6rnegin Staphylococcus aureus’un gelismesini en fazla inhibe (12 mm
inhibisyon zonu) ettigi gézlenmistir.

Genel olarak baldaki fenolik bilesiklere en duyarli mikroorganizmalarin
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeroginosa oldugu tespit edilmistir. Bu
calismamiz, Cooper ve arkadaglar (1999), Mundo ve arkadaslar1 (2004), Agbaje ve
arkadaslar1 (2006) bal ile ilgili yaptiklar1 calismalara benzer 6zelikler gostermektedir.
Staphylococcus aureus’a karst Adakli bali disindaki diger bal ekstreleri, Pseudomonas
aeroginosa’ya karsi biitiin bal ekstreleri, K. Pneumoniae’ye karst Yedisu ve Karliova bali
ekstresi, Salmonella typhimurium ve Bacillus subtilis e kars1 Geng bali disindaki diger bal
ekstreleri bu mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gostermislerdir. E.coli’ye
kars1 Yedisu, Adakli ve Merkez bali ekstreleri antimikrobiyal aktivite gosterirken Geng,
Karliova ve Solhan bali ekstreleri ise bu mikorganizma iizerinde inhibisyon etkisi
gostermemislerdir.

Streptococcus sp.’ye karsi higbir bal ekstresi antimikrobiyal aktivite gostermemis
olup bu mikroorganizma bal ekstrelerine kars1 diren¢ gostermistir. Bing6l ili Adakli ve
Karliova ilgelerinden alinan bal Orneginin antifungal etkilerinin oldugu belirlenmistir.
Tablodan goriildiigii gibi, bal ornekleri Candida spp, Saccharomyces cerevisiae nin
gelismesini inhibe etmistir (7 mm inhibisyon zonu).

Sonug olarak, bu ¢alismada kullandigimiz bal oreneklerinin genel anlamda etkili
DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, toplam indirgeme giicli, OH radikali ve hidrojen
peroksit giderme aktivitesi sergiledigi gozlendi. Fenol igerigi, toplam antioksidan
aktivitesi, toplam B-karoten ve likopen icerigi, flavonoid igerigi ve fenolik asit igerigi
bakimindan da bal ekstrelerinin etkin bir aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bal
ekstrelerinin sergiledigi aktivitelerin artan konsantrasyona bagli olarak arttig1 tespit edildi.

Bal ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri pozitif kontrol olarak kullanilan Streptomisin’e
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gore daha diisiik ¢ikmasina ragmen, diger caligmalarla kiyaslandiginda, sonuglarin yeterli
derecede iyi oldugu gozlendi.

Ulkemizin zengin bitki ortiisii, farkli iklim ve cografik 6zellikleri ve nektarl
bitkilerce zengin bir floraya sahip olmasi nedeniyle iilkemiz aricilik i¢in son derece
elverisli bir ortamasahiptir. Ulkemiz dogal kaynaklar bakimindan zengin oldugundan
dolay1 balin iiretimi kolaylikla yapilabilmektedir. Bal iiretimi, arazi kullaniminin az olmasi,
maliyetinin diisiik olmasi, verimin kisa bir siirede alinmasi, daha az is giicline ihtiyag
duyulmasindan dolayi karli bir tarimsal faaliyettir..

Bing6l ilinin cografyasina bakildiginda aricilik i¢in son derece elverisli oldugu
goriilmektedir. Bu bakimdan Bingdl’ de tarimsal bir faaliyet olan aricilik gelistirilerek bal
tretimi arttirilmali, gida, eczacilik, ila¢ ve kozmetik gibi endiistrinin uygun alanlarina
katkida bulunulmasi saglanmalidir. Ornegin bal higroskobik 6zelligi nedeniyle ekmegin
bayatlamasini geciktirmek amaciyla ekmek yapiminda kullanilabilir.

Bal antimikrobiyal etkisinden dolay1 gida sanayide genis kullanim alani bulabilir.
Bu sebeple gida maddelerinde koruyucu amacla katilmasi 6zellikle son zamanlarda gida
katki maddelerinin zararli etkilerinden dolay1r dogal gida tiiketme istegi de goz Oniine
alinacak olursa balin bu Ozeliklerinin arastirilmasi bilime katki saglayacaktir. Balin
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri ile ilgili yeterli calismalarin yapilmasina ve balin
cesitli gidalarla birlikte kullanilarak antimikrobiyal ve antioksidan Ozeliklerinin
arastirtlmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tiirlii arastirmalarin Bing6l ilinde daha da genisletilerek calisilmasi {ilkenin
dogal zenginliklerinin degerlendirilmesi ve ekonomiye katki agisindan Onem arz

etmektedir.
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