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ONSOZ

Bu ¢alismada Tirkiye‘nin Ardahan yoresinden hasat edilen farkli orijinlere ait
ballarin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri dikkate alinarak, bal 6rneklerinin biyokimyasal
analizleri yapilmistir. Ayrica Saccarharomyces cerevisiae kiiltiiriinde besinsel degeri
Olciilmiistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda balin kalitesi hakkinda genel bir
degerlendirmeye varilmstir.

Calismamda biiyiik katkilar1 olan danismanim Sn Prof. Dr. Okkes YILMAZ’ a ve
tiim yasamimda sahip oldugum basarilarimin kaynagi aileme tesekkiir ederim.

Bu calisma FUBAP tarafindan FF.12.20 nolu proje olarak desteklenmistir. Bu
desteginden dolayr FUBAP birimine tesekiirlerimi sunarim.
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OZET

Bu ¢alismada, Tiirkiye‘nin Ardahan yoresinden hasat edilen farkli orijinlere ait bazi
bal 6rneklerinin biyokimyasal analizleri yapildi. Calismada, Ardahan yoresinin Yol Agzi,
Demir Déven, Tiirk Gozii, Dal Gozii, Kale Onii ve Kol kdyleri ile Posof ilgesinden
toplanan yedi farkli bal 6rnegi kullanildu.

Bal orneklerinin flavonoid, hidroksimetil furfural (HMF), seker, total fenolik
diizeyleri, antioksidan aktiviteleri olgiilerek, ayrica in vitro ortamda maya hiicresinin
gelisimi iizerine etkisi incelendi,

HPLC cihaz1 ile yapilan analiz sonuglarina gore, 5 ve 7. grup ballarin flavonoid,
seker ve total fenolik diizeyleri dogal ballarin 6zelliklerine benzerlik gosterdi. Ayrica bu
bal 6rneklerinin HMF degerleri diger bal 6rneklerinden diisiik bulundu. Bulgularimizda,
tiim bal 6rneklerinin DPPH radikali iizerinde temizleme 6zelligine sahip oldugu saptandi.

Bal Ornekleri tizerinde degisik biyokimyasal analizler yapildiktan sonra,
Saccarharomyces cerevisiae nin kiiltiir ortamina glukoz yerine bal ilave edilerek, maya
hiicresinin yag asidi, ADEK vitamin ile fitosteroler, total protein, GSH ve MDA diizeyleri
tizerinde etkileri incelendi. S.cerevisiae’nin kiiltiir ortaminda yapilan deney sonucuna gore,
total protein, GSH, ADEK vitamin ile fitosterol miktarinin kontrole gore arttigi belirlendi.

Sonuglarimiza gore, giinlik yasamda sikga tlikettigimiz ballarin in vitro sartlarda
S.cerevisiae’in kiltiir ortaminda biyokimyasal parametreler lizerinde farkli etkilere sahip
oldugu belirlendi. Ayrica, 2 bal 6rnegi hari¢ digerlerinin maltoz miktar1 yiiksek bulundu.
Maltoz igeriginin yiiksek olmasi bal orneklerinin dogal kosullarda iiretilmediginin bir
sonucu olarak degerlendirilebilir. Ciinkii maltoz bitki 6z sularinda dogal olarak bulunmaz.

Nisastanin hidrolizi sonucu olusur.

Anahtar Kelimeler: Ardahan ballari, Antioksidan aktivite, HMF, Saccharomyces

cerevisiae, Total protein, Rediikte glutathione
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SUMMARY

BIOCHEMICAL ANALYSIS OF SOME HONEYS VARIETIES IN THE REGION
ARDAHAN AND MEASUREMENT OF NUTRITIONAL VOLUES IN THE
Saccarharomyces cerevisiae CULTURE MEDIA

In this study, the biochemical analyses of the some honey samples from different
origins that have been harvested from Ardahan region of Turkey were performed. It has
been used seven honey samples in the study, from collecting the Yol Agzi, Demir Doven,
Tiirk Gozii, Dal Gozii, Kale Onii and Kol villages and Posof town.

The levels of flavonoid, hydroxymethyl furfural (HMF), sugar, and total phenolic
and antioxidants activities of honey samples have been measured, additionally examined
their effects on the yeast growth in vitro media.

According to HPLC analysis results, the contents of flavonoid, sugar, and total
phenolic in 5™ and 7" honey samples showed similar to properties of naturally honey
samples. In addition, it has been found that the content of HMF in these honey samples
lower than other honey samples. In our results, all the honey samples have scavenging
effects on the DPPH radical.

After the biochemical analysis on the honey samples, it was added to honey
samples replace to glucose in growth media of Saccarharomyces cerevisiae, the level of
fatty acid ADEK vitamins and phytosterol, total protein, GSH and MDA were examined.
In the result of experiment in culture media of S. cerevisiae, the levels of total protein,
GSH and ADEK and phytosterol were higher than the control group.

According to our results, honey samples often consume in our everyday life which
it was determined that different effects have on the biochemical parameters in vitro media
of S. cerevisiae. In addition, except two honey samples, the level of maltose in the other
honey samples was found high. It can be evaluated that high maltose level in honey
samples to be as a result of having it’s produced in an unnatural ways. Maltose is

formation to hydrolyzing starch, because of no found plant juice.

Keywords: Ardahan honey, Antioxidant activity, HMF, Saccharomyces cerevisiae,

Total protein, reduced glutathione
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1. GIRIS

1.1. Bal

Bal, bitkilerin gi¢eklerinde bulunan nektarlarin veya Basra (Marchelina hellenica)
ad1 verilen es kanathi bocekler tarafindan, bitkilerin canli kisimlarindan yararlanarak
salgiladiklar1 tatli maddelerin, bal arilart (Apis mellifera) tarafindan toplandiktan sonra
viicutlarinda bilesimlerinin degistirilmesi ve petek gozlerinde depo edilip olgunlagsmasi
sonucunda meydana gelen tatli bir iiriindiir (Otles, 1995). Bir baska tanima gore salg1 bals,
genellikle orman agaglar1 lizerinde yasayan boceklerin tatli sularinin arilar tarafindan

toplanmasiyla olugan baldir (Anonymous, 2006).

Arilarin bal yapma mekanizmalar1 karmagiktir. Bal arilar1 nektarlardan emdikleri
sekerli 6zsularini bal keselerinde, sindirim sulari ile karistirarak isleyip kulucka zamaninda
yemek lizere kovanlardaki bal mumundan dogal veya yapay peteklere getirip piiskiirtiirler.
Arilarin bu puskiirttiikleri bal sulu olup kovanlardaki 1s1 ve arilarin kanat ¢irpmalarindan
ileri gelen hava degisimi ile suyunu yitirir. Cesitli bitki tiirlerine gore degismek iizere %
30-70 oraninda su ihtiva eden nektar, bal haline doniistiigiinde koyulasir ve su miktar1 %
17-18’e diiger. Bilesiminde bulunan aridan gelen enzimlerin etkisi ile bal olgunlasir.
Sakkaroz, glukoz ve fruktoza ayrisir. Isitilmamis ballarda bu ayrigim depolama sirasinda

da ¢ok yavas olarak devam eder (Anonymous, 2006).

Bal, insanlarin magara hayatindan beri on binlerce yil Oncesinde bilinen bir
maddedir. Fransa, Ispanya, Misir ve Tiirkiye‘de ki arkeolojik bulgular (magaralara gizilen
resimler, hiyeroglifler, ¢ok eski tarihlere ait ar1 fosilleri, levhalardaki ariciliga ait yazilar vb
tarihi buluntular) bu goriisii desteklemektedir. Tarihsel siireg i¢inde insanlar agag kiitiikleri,
toprak veya kil sepet orerek yapilmis kaplari kovan olarak kullanmistir. Giiniimiizde
kullanilan kovanlar oldukg¢a gelistirilmis olmasina ragmen hala eski tip kovanlar da
kullanilmaya devam etmektedir. Aricilik, insanlarin aga¢ kovuklari iginde yasayan arilari
oldiirmeden ballar1 kullanmalariyla baslamistir. Aricilik ile ilgili bulgular eski diinyaya
yayilmis olmakla birlikte, bal arilarinin gen merkezinin Orta Dogu olduguna dair birgok
kanit bulunmaktadir. Catalhdyiik‘te yapilan kazilarda, arilar1 nektar toplarken ve
peteklerin lizerinde gosteren resimler bulunmustur. S6z konusu resimlerin yaklasik 10 bin
yillik oldugu ve bal {izerinde ilk yazili belgelerden binlerce yil daha eski oldugu
bilinmektedir (Akaya, 2004).



Tiirkiye’de aricilik, kovan sayisi bakimindan son yillarda biiyiik artilar gostererek
diinya siralamasinda iist noktalara gelmistir. Diinya tizerinde sayist 11.500’1 asan bitki
tiriinden yaklasik olarak 10.000 tiiri Tirkiye’de bulunmaktadir. Bu bitkilerin ¢ogu
endemik bitki florasini olusturmaktadir. Tiirkiye bu derece zengin floraya sahip olmasina
ragmen aricilik faaliyetlerimiz diger ilkelerle kiyaslandiginda hak ettigi yerde degildir

(Kayral, 1984).

Bal genel olarak salgi ve ¢icek (nektar) bali olarak ikiye ayrilir. Salgi ballar1 bitki
veya bocek salgilarindan, ¢igek ballari ise ¢iceklerin nektarlarindan elde edilir. Bal arisinin
bitkilerin ¢iceklerinden topladigi nektar veya bal 6zii denen tathi sulari viicutlarindaki 6zel
bezlerden salgilanan maddelerle karistirarak zenginlestirmesi ve peteklerde olgunlastirmasi
sonucu dogal bal veya cicek bali (nektar bali) elde edilir. Nektarin toplandig ¢igegin tadi
balin aromasinda hissedilir (Portakal ¢icegi bali, kestane ¢icegi bali, vb. gibi). Thlamur,
mese, erik, cam agaci bitkilerin yapraklariin sizdirdiklar1 sekerli sivi ile; yaprak bitleri
gibi bazen ufak boceklerin yapraklar iizerine salgiladiklari tathi sividan meydana gelir ve
salgi bali olarak adlandirilir. Bir bagka tanima gore salgi bali, genellikle orman agaclar
lizerinde yasayan bdoceklerin tatli sularinin arilar tarafindan toplanmasiyla olusan baldir

(Anonymous, 2006).

Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde sahip olduklar1 floraya bagl olarak farkl
ballar tiretilmektedir. Mugla ve yoresinde cam, Akdeniz bdlgesi ve civarinda narenciye,
Karadeniz bolgesinde kestane bali bilinen ballardir. Bu ve diger bdlgelerimizde ise ¢ok

farkli ¢igek ballari tiretilmektedir (Kayral vd., 1984).

Balin 6nemi tat, lezzet ve aromasi ile sevilerek tliketilen bir gida olmasi ve
bazi hastaliklar1 tedavi edici bir {irin veya katki maddesi olarak kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir (Otles, 1995).

Bal, % 17 civarinda bir neme sahip olup kuru maddesinin % 95’ini
karbonhidratlarin olusturdugu asidik bir gidadir. Bununla beraber balin bilesimi, arilarin
kullandig1 bitkilerin tiirline yani nektarin 6zelliklerine (Crane, 1975), iklim sartlarina,
arinin  cinsi ve yasi gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak degisiklik gosterir. Bu yiizden

sabit bir bal kompozisyonundan bahsetmek zordur.

Balin igerigini karbohidratlar, enzimler, su, organik asitler, mineraller, vitaminler,

proteinler, aromatik maddeler ve antioksidan maddeler olusturur (Bogdanov vd., 2006).



Bal, besleyici degeri yiiksek bir gida olup karbohidratlarin hizli emilimiyle her
yasta insanlarin tiiketebilecegi uygun bir iiriindiir. Ozellikle sporcular ve cocuklar icin
diizenli olarak tercih edilen bir gidadir. Yapilan bazi ¢alismalar balin deri yaralarimi ve
ciddi gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde basari ile kullanildigimi gostermektedir.
Balin bu 6zelligi antibakteriyel olusuna, asitli olusuna, igerdigi hidrojen perokside baglidir
(Weston, 2000).

Biitiin canlilarin yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in bir miktar neme ihtiyaglari
vardir. Bakteriler balla temas ettiklerinde nemden yoksun kalir dolayis1 ile gelisemez.
Insan viicudunu etkileyen birgok mikroorganizma balda yasayamaz. Bal bogazda veya
viicudun  degisik  yerlerinde etkili olabilen mikroorganizmalarin  gelismesini
engellemektedir. Yani bal, bal aris1 Apis mellifera tarafindan iretilen geleneksel olarak

enerji kaynagi olarak bilinen antimikrobiyal 6zellikte bir gidadir (Chen vd., 2000).

Bal antibakteriyel o6zelligi ile st solunum yolu enfeksiyonlarina Kkarsi
kullanilmaktadir. Bunun yaninda balin bilesenlerinden olan polifenoller, flavonoidler ve
fenolik asitler diyetimizde olmasi gereken dogal antioksidanlardir (Chen vd., 2000). Balin
kaynagi olan nektar, antioksidan 0zellige sahip tatl bilesikler ile bitki pigmentlerinin,
flavonoidlerin biiyiik bir kismini icermektedir (Frankel vd., 1998). Balin bilesimi ve
antioksidan kapasitesi floral kaynaklara bagli olarak toplanan nektarlara baglidir.
Bunun yaninda mevsimsel, c¢evresel faktorler ve proses kosullari balin bilesimi ve
antioksidan aktivitesini etkiler (Al Mamary vd., 2002). Yapilan caligmalar genel olarak
koyu renkli bal Orneklerinde yiiksek kapasitede antioksidan madde oldugunu
gostermistir (Chen vd., 2000). Balin rengi, genel olarak karotenoid ve flavonoidlere
baglidir (Frankel vd., 1998).

Insanlarin diyetlerinde dogal iiriinlerin yer almasi giinden giine yaygimlasmaktadir.
Yapay (sentetik) gida katki maddeleri insan saglig1 iizerinde negatif etkisinden dolay1 son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda antioksidan 6zellige sahip meyve ve yenilebilir aromatik
bitki gibi dogal kaynaklarin serbest radikalleri uzaklastirict olarak kullanilmasi
miimkiindiir (Wang, 2004). Cogunlukla bu bitkiler arilar i¢in nektar kaynagidirlar. Sonug
olarak bitki orijininden bioaktif bilesenler bala tasinir (The National Honey Board, 2003).

Balin bilesiminde var olan fruktozun pargalanmasi ile agiga ¢ikan bir bilesik olan
HMF miktar1 balin kalitesi hakkinda gercek bir kriter 6zelligini tasimaktadir. Ciinkii hasat

sonrast bala uygulanan 1s1l islem sonrasinda fruktozun parcalanmasi hizlanmakta ve HMF



miktar1 artmaktadir. Dolayist ile HMF miktarmin artmasi balin kalitesinin diistiigliniin

gostergesidir (Tosi, 2001).

Balin o6zellikleri ve tretimiyle ilgili bilinen ilk kitap, Sir John Hill tarafindan
yazilmis 1759°da Londra’da basilmistir. Ar1 ve balin tarihgesi incelendiginde, nektar ve
polen iireten cigekli bitkiler ile bunlardan faydalanan bdceklerin 100—150 milyon yil dnce,
ilk memelilerin de mevcut oldugu Jurassic/Cretaceous devresinde ortaya c¢iktigi One
stiriilmektedir. Bal {ireten arilar 10—20 milyon yi1l 6nce goriilmiistiir. Bal ile ilgili ilk resmi
dokiimanlar Anadolu’da Catalhdyiik’te bulunmustur. M.O. 5000 yillarinda Siimerlerin
yazili belgelerinde bal {izerine bilgiler mevcuttur. Benzeri bilgiler Anadolu’daki bagka bir
uygarlik olan Hititlerin yazitlarinda da bulunmustur. M.O. 3200°de Asag1 Misir Krali 1.
Dynasty, krallik sembolii olarak ariy1 se¢mis ve kralliginda bununla ilgili figiirlere yer
vermistir. Musevi topluluklarinda ise Tevrat ve Talmut’ta yazildig: gibi Kur’an-1 Kerimde
de balin yararlarindan s6z edilmektedir. Roma imparatorluguna ait bazi yazitlarda da bal

ve aricilik lizerine ¢esitli bilgiler bulunmaktadir (Lusby, 2002).

Tarihte balin ilk kullanim amaciin tatli bir {iriin oldugundan damak lezzetini
saglamak oldugu soylenir. Yillar icinde balin kullanilma alan ve amaclar1 gelismis ve
degismistir. Diinyada iiretilen ve piyasada satilan ballarin biiylik bir kismi “Sofralik
Bal”olarak tiiketilmektedir. Bal gida olarak tiiketilmesinin yaninda ilag, kozmetik, tiitiin
sanayinde de kullanilir. Ancak bunlardan gida sanayi bal kullaniminda daha 6nemli bir
yere sahiptir. Gida endustrisinde balin baslica kullanim alanlar1 arasinda hububat, siit,
sekercilik, bebek mamalari sayilabilir (Otles, 1995).

1.2. Aricihik

Aricilik milattan 6nce 3500 yillara kadar dayanmaktadir. Arilar yaklagik olarak
20.000 tiirti olan bir familyaya sahiptir ve diger canlilardan ayiran en biiyiik 6zelligi sosyal
yasamlaridir. Arilart inceleyen bilim adamlar1 arilarin  yasam bi¢iminden balin
depolanmasina kadar bir¢ok konuda siirpriz sonuglar ile karsilasmislardir. Bal arilarmin
diger ar1 tiirlerinden daha farkli 6zellikleri vardir. Bal arilar1 koloniler halinde yasarlar. Bir
ar1 kolonisinde bir kralice, birkag yiiz erkek ve 10-80 bin is¢i ar1 vardir. Bu arilar goriiniis
olarak birbirinden farklidir, kralige ar1 ve is¢i arilar disidir ve her kolonide yalniz bir
kralice ar1 bulunur, kralice ar1 disi arillardan daha biiyilikgedir. Kralicenin esas gorevi

yumurtlamaktir ama koloninin biiylikliigiinden ve kolondaki sisteminden de sorumludur.



Kralige 5-7 yil arasinda degisen yasam omrii ile bireyler arasinda en uzun yasayan aridir.
Kralige ar1 bir giinde normal kosullarda kendi agirligina es agirlikta 2000-3000 adet ¢ok
1yl kosullarda ise 6000 adet yumurta birakabilir. Erkek arilar disi arilardan iri olmasina
ragmen tek gorevi disi ariyr dollemektir, ¢iinkii kendileri igin besin toplayabilecek
organlari ve igneleri yoktur. Isci arilar petegin driilmesi, yiyecegin toplanmasi, ar1 siitiiniin
tiretilmesi, temizlik ve savunma gibi genel anlamda her seyden sorumludur(Encye

Americana, 1993).

Petek gozleri en az bal mumu harcayarak maksimum 6lgiide bal depolamak i¢in en
uygun sekil olan altigen prizmadir ve derinligi 12 mm, duvar kalinlig1 ise 1/500 ing tir.
Arinin yiyecek aramak igin yapmis oldugu gezinti yaklasik olarak 25 dakika siirer ve bu
siire igerisinde 5 cicek ziyaret eder. 450 gramlik saf bali elde edebilmek icin yaklagsik
olarak 17 bin bal arisinin 10 milyon ¢igegi ziyaret etmesi gereklidir. Bu yiizden 450 gram
saf bal edebilmek i¢in arilarin bin is saati ¢aligmalar1 gereklidir (Brackenbury, 1995).
Kovanda her zaman bir diizen mevcuttur, hangi arinin ne yapacagr 6nceden belirlidir ve
hicbir gorev aksatilmaz. Arilar sirasiyla larva ve pupa evrelerini tamamlayarak eriskin hale
gelirler. Larva donemi kralice armin yumurtalart birakmasiyla baglar ve bu donemde
larvalarin birakildig1 petek gozlerine son derece 6zenli bakim baglar. Hiicrelerdeki ari
yumurtalar1 {i¢ glin i¢inde gelisir, bu gelisme doneminde is¢i arilar tarafindan yaklasik
olarak 10000 kere ziyaret edilir. Ug giin sonra larvalar yumurtadan cikar ve gelecek ii¢ giin

boyunca sadece ar1 siitii ile beslenirler (Encye Americana, 1993).

Arn larvalan diizenli beslenerek 6 giin sonra ilk agirliklarinin 1500 katina kadar
ulagirlar. Larvalarin yedinci giiniinde larva yemek yemeyi keser ve isci arilar larvanin
hiicre kapagini mum ile kubbe seklinde bir kapak ile kapatir. Larva bu durum basladiktan
sonra kendi trettigi bir madde ile bulundugu petegi tamamen koza ile orerek kendini
hapseder. Bu zamandan sonra pupa donemi baslar. Pupa doneminde bulundugu gézde 12
giin kalir ve ar1 yumurtasi hiicreye birakildiktan {i¢ hafta sonra bal aris1 ugmaya hazir
olarak ¢ikar ve 6 haftalik 6mriine baslamis olur. Disi olan arilar hiicrenin ve kovanin isleri
ile ilgilenirken diger arilar hiicrelerinden cikarak gorevlerine baslar. Isci arilar pupa
doneminden ¢ikar ¢ikmaz kovanin temizlik islerine baslarlar, 2 giin boyunca oncelikle
kendi hiicresini daha sonra da diger pupa doneminden ¢ikan hiicreleri temizler. Larva
bakicilig1 ile ugrasacak olan is¢i arilar 2 giin boyunca pupa doneminden ¢ikan hiicreleri

temizledikten sonra yani li¢lincii glinden itibaren larvalarin beslenmesiyle ugragmaya



baslar. Isci arilar 10. giinden itibaren kovan disina ¢ikarak cevreyi tanirlar. Bu sirada
iscilerin karnindaki balmumu bezleri gelismeye baslar ve 12. giinlerinde olgunlasarak
balmumu tiretecek hale gelirler. 12. giinliik olan is¢iler, ar1 yavrularini beslemeyi birakirlar
ve birbirine esit altigenlerden olusan petegin insasina koyulurlar. Arilar bal mumu iireterek
petek insa ettikleri sirada igne bezleri gelisir ve zehir iiretmeye baslar. Iste bu dénemdeki
arilar kovan kapisinda nobet tutarak davetsiz misafirlerin igeri girmesini engellerler. Gelen
her canli (farkli ar1 bile) kapidaki nobetginin kontroliinden gegerek igeri girebilir. Nobetei
arinin yerinden ayrilmasi durumunda ise hemen bagska bir is¢i ar1 nobeti devralir (Encye

Americana, 1993).

1.3. Ballarin Simiflandirilmasi

Ballarin smiflandirilmast iiretim ve pazarlama sekline gore yapilabildigi gibi,
rengine ve nem oranina ve elde edilen kaynaga gbre de yapilabilmektedir. Balin rengine
gore siniflandirilmasinda alt1 standart bulunmakta olup ballar agik su beyazindan siyah
ambere kadar smiflandirilmaktadir. Balin nemine gore siniflandirilmasi ti¢ boliimde
yapilmakta olup 1. 2. ve 3. sif ballarin icerebilecegi en yiiksek su oranlar sirastyla %
17,8, % 18,6, % 20,0°dir. Yararlanilan kaynaga gore ballar, ¢icek bali ve salgi bali olarak
gruplandirilirlar. Cigek ballari, arilarin ¢esitli zararsiz bitkilerin ¢igeklerinden elde ettikleri
ballar olup yararlanilan kaynagin cinsine gore thlamur, pamuk, yonca bali vs. seklinde

adlandirtlirlar (Anonim, 2002; Dogaroglu, 2004).

Salgi ballar1 ise arilarin, zararsiz bitkilerin veya bazi boceklerin salgilarindan elde
ettikleri ballar olup, elde edildikleri kaynaga bagli olarak ¢am bali veya yaprak bali olarak
adlandirilirlar. Uretim veya pazarlama sekillerine gore ballar; petekli, siizme ve pres ballari
olmak tizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Arilar tarafindan yapilan ve peteklere doldurulan
ballar tabii petekli ballar, suni petek gomeclerine doldurulan ballar ise suni petekli ballar
olarak adlandirilirlar. Pres bali, baski bali olarak da tanimlanmakta olup peteklerin 45°C
sicakliga kadar 1sitilmasi veya 1sitilmadan mekanik usullerle sikistirilmasiyla elde edilen
ballardir. Stizme ballar ise petekteki balin oda sicakliginda santrifiij edilmesiyle veya higbir
islem yapilmaksizin elde edilen ballardir (Anonim, 2002; Dogaroglu, 2004).



1.4. Balin Bilesimi

Bal, icerigindeki maddelerin ¢esitliligi nedeniyle oldukc¢a karmasik bir yapiya
sahiptir. Cesitli yorelere ve elde edilis zamanlarma gore de oldukga farkli yapilar
gosterebilmektedir. Bu nedenle balin bilesimi ile ilgili analizler oldukga genis sayida 6rnek
icermektedir. Balin ilk akla gelen 6zelligi tatli olmasidir. Bunun sebebi balin i¢indeki
baslica {i¢ sekerdir. Bunlar glikoz, sakkaroz ve fruktoz’dur. Diger 6nemli bilesen su olup,
balin %2 0’ye yakin kismini olusturur. Yaklasik % 7’lik boliimii ise demir, sodyum, siilfiir,
magnezyum, fosfor, polen, manganez, aliminyum, giimis, albumin, dekstril, nitrojen,
protein ve asitlerden olusmaktadir. Balin i¢inde birgok vitaminin yani sira az miktarda
¢esitli hormonlar, ¢inko, bakir ve iyot bulunmaktadir. Bu bilesenlere ilave olarak diastaz,
amilaz, invertaz, katalaz, oksidaz, fosfataz gibi enzimlerin bulundugu arastirmacilar
tarafindan belirlenmistir. Bu enzimlerin bir kismi bitkilerden kaynaklanmakta olup, bir

kismi ise arinin bagindaki bezlerden salgilanmaktadir (Hoyt, 1965).

Hemen hemen biitiin bal ¢esitlerinde fruktoz miktar1 ¢ogunlukta olup, ikinci sirada
glukoz bulunmaktadir. Balin karbohidratlarinin %85-95’ini bu iki seker olusturur. iki veya
ti¢ molekiillii glikoz ve fruktozdan meydana gelen daha kompleks sekerler ise geriye kalan
karbohidratlar teskil etmektedir (Finola vd., 2005).

1.5. Balin Baz Fiziksel ve Kimyasal Parametreleri

Balin kalitesini ve kimyasal 6zelliklerini degerlendirmede en 6nemli faktorler renk
tespiti, seker orani, nem igerigi, suda ¢oziinmeyen madde orani, elektrik iletkenligi, serbest

asitlik, diastaz aktivitesi ve hidroksimetil furfural i¢erigidir (Bogdanov, 2002).

1.5.1. Balda Seker Oram ve Onemi

Sekerler balin en 6nemli bilesenidir. Bal 6zii kaynaklar1 olan bitkilerin gesidine
gore ve honeydew denilen tatli salgilarin arilar tarafindan kullanilmasma gore ballarin
seker bilesenleri farkli olmaktadir. Balda az miktarda bulunan bazi disakkarit ve
trisakkaritler cicek ve salgi balim karakterize eder. TS 3036’da anlatilan Lane-Eynon
metodunda once invert seker (glukoz+fruktoz) tayin edilmekte, inversiyondan sonra tekrar
invert seker analizi yapilarak onceki ve sonraki invert seker arasindaki farkin 0,95

faktoriiyle carpilmasiyla sakkaroz hesap edilmektedir. HPLC cihazi ile yapilan analizlerde



ise ballarda; fruktoz, glukoz gibi monosakkaritler; sakkaroz, maltoz gibi disakkaritler;

melezitoz ve rafinoz gibi trisakkaritlerin varlig tespit edilmistir (Hisil, 1984).

Doyma noktasi tizerindeki glukozun kristal hale doniisiimii balin sekerlenmesi
olayidir. Balin sekerlenmesi bozulma olmayip balin elde edildigi bitkisel kaynaga goére
olusabilen dogal bir olaydir. Bazi ballar hi¢ sekerlenmemesine karsin bazilar1 hi¢ hasat
edilmeden peteklerde sekerlenir. Bu durum balin yapisiyla ilgili etmenin yani sira balin
depolanmasi1 ve islenmesi sirasinda uygulanan bazi islemlerin de sekerlenmeyi
etkilemesinden kaynaklanmaktadir. Balin yapisi ve sekerlenmesi arasindaki ilgi ise en ¢ok

fruktoz/glukoz veya glukoz/su oranlariyla saptanabilmektedir.

Balin sekerlenmesi bozulma olmamasma karsin dolayli olarak kolaylikla
fermentasyona neden olmaktadir. Balda bulunan fruktoz ve glukoz, seker mayalarinin
etkisiyle par¢alanmakta olup bunun sonucunda alkol ile karbodioksit meydana gelmekte,
oksijen bulunan ortamda da alkol pargalanarak asetik asit ve suyu olusturmakta ve bu

fermentasyon sonucu bal bozulmaktadir (Dogaroglu, 2004).

Bala, genellikle sakkarozun asitlerle inversiyonuyla olusan seker surubu ve
nisastanin  parcalanmasi sonucu elde edilen nisasta surubu katilarak tagsis
yapilabilmektedir. Baz1 bal iireticileri ise fazla ¢igek bulunmayan yerlerde kovanlarin
cevresine kaplar iginde serbet gibi tathi ¢ozeltileri dizerek arilarin bunlarla beslenmesini
saglarlar. Bu sekilde beslenmis arilarin yaptiklari bal dogal olmayip, tad1 yavan, rengi agik,

sakkaroz miktar1 yiiksektir (Keskin, 1975).

1.5.2. Protein I¢erigi

Balin protein icerigi ortalama olarak % 5 diizeyindedir. Bal proteinleri, balin floral
kaynaginin kimyasal karakteri olarak diisiiniilmektedir (Komanine, 1960). Ciinkii, bal
arisinin proteinleri ve amino asitleri biitiin bal g¢esitlerinde ayni1 olabilmektedir. Lisin,
histidin, arginin, aspartik asit, teronin, serin ve prolin gibi farkli amino asitler balda
bulunabilmektedir. Balin protein igeriginin belirlenmesi ¢alismalarinda ve yaklasik olarak
biitlin rutin analizlerinde, prolin icerigi degeri yogun olarak kullanilmaktadir. Prolin, balda
bulunan amino asitler arasinda en yiiksek diizeydedir. Prolin tiim amino asitler arasinda tek
basina ortalama olarak % 50 dolayinda bulunmaktadir (Komanine, 1960). Prolin igerigi,
farkl1 ballar arasinda biiyiik dl¢iide farklilik gdsteren, balin toplam amino asit igeriginin bir

indeksi sayilabilmektedir. Prolinin, ek kalite degeri ve bazi durumlarda balin olgunlugunun



belirlenmesinde bir kriter olmasinin yanisira, seker ile tagsisin belirlenmesinin bir

kanitidir.

Almanya’da, prolin igerigi 18,0 mg/100g dan daha diisiik oldugu zaman, balin
tagsise ugratildig1 veya olgunlasmamis oldugu kabul edilmektedir (Bogdanov, 2002). Daha
once yapilan arastirmalarin ¢ogunlugunda, prolin igerigi, asidik ortamda ninhidrinin
uygulanmasinin sonucunda olusturan renk karsilastirma metodu ile tayin edilmistir. Prolin
igerigi, bal orijinine gére baldan bala degismektedir. Sorkun vd. (2002) tarafindan Tiirk
ballar1 iizerinde yapilan bir aragtirmada, Tirk ¢igek ve salg1 ballarinin prolin igerigi sira ile
15,87-96,3 mg/100 g ve 17,14-67,46 mg/100 g arasinda belirlenmistir. Ayn1 zamanda, Fas
(okaliptiis, narenciye, Lythrum sp., akasya, Apiaceae, salgi ve ¢ok ¢igekli) ballarmin prolin
icerigi 15,8-300 mg/100 g dolayinda bulundugu agiklanmistir (Terrab vd., 2002). Son
zamanlarda, Meda vd. (2005), Burkina Fas (Vitellaria sp. akasya ve Lanea sp.) ballar
tizerinde yaptiklar1 bir arastirmada, prolin igeriginin 43,8- 216,9 mg/100 g, ortalama olarak
98,9 mg/100 g diizeyinde oldugunu ortaya koymuslardi. Bradford (1976) metodu, Brezilya
ballarinin protein igeriginin belirlenmesinde kullanilmistir (Azeredo vd., 2003). Bradford
metodu, protein igerigini tayin etmek i¢in ¢abuk ve dogru bir yontemdir. Bu teknik, Lowry
ve diger metodlarindan daha basit, cabuk ve ¢ok duyarlidir. Ayrica, ¢ozeltiler ve protein
olmayan numunelerin biyolojik bilesikleri ile ¢ok az etkilesim yapmaktadir. Bu teknik,
kirmiz1 ve mavi olmak tizere iki renkli formunda bulunan Coomassie Brilliant Blue G-250
¢ozeltisinin reaksiyonlarina dayanmaktadir. Kirmizi formundaki boya, protein-boya
baglanmasi ile mavi formuna degismektedir. Protein-boya karisimimin yiiksek absorbans
degerine sahip olmasindan dolayi, en yiiksek duyarlilikta proteinin tayinine olanak
saglamaktadir. Azeredo vd. (2003), tarafindan bazi Brezilya ballari {izerinde yapilan bir
aragtirmada, protein igerigi 19,9-223,6 mg/100 g arasinda bulunmustur. Bu sonuglara gore,
bu yontem bal protein igeriklerinin tayin edilmesinde uygun yontem olarak

benimsenmistir.

1.5.3. Enzimler

Balda bulunan baslica enzimler invertaz, glukoz oksidaz ve diastaz (a- amilaz ile -
amilaz karisimi) enzimleridir. Invertaz enziminin, nektarin bala doéniisiimii sirasinda
meydana gelen kimyasal degisikliklerden sorumlu oldugu bildirilmektedir. Hidrojen
peroksit ve glukonik asit iiretiminde balin antibiyotik etkisinden sorumlu enzimin glukoz

oksidaz oldugu belirtilmektedir. Amilaz ise balda nigasta degradasyonunu ve viskozite



kaybin1 gerceklestirmekte olup, amilaz aktivitesi diastaz sayisi ile tespit edilebilmektedir
(Babacan ve Rand 2002, 2005).

Diastaz aktivitesi birimi (Gothe birimi); 40 °C sicaklikta ve 1 saatte 0,01 g nisastayi
hidroliz edebilen enzim miktar1 olarak tanimlanir. Hidroliz olayindan sonra geri kalan
hidroliz olmamis nisasta, iyot c¢ozeltisiyle muamele edilerek renkli bir komplekse
doniistirilir. Belli dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iimler yapilarak, sonuglar her 1 g
bal i¢in Gothe skalasi (veya Schade skalasi) ile tespit edilmektedir (Bogdanov, 2002).
Balin enzim igerigi, bali diger tatlandiricilardan farkl: bir {irtin olarak nitelendirmekte olup,
enzim miktarindaki azalma bala wuygulanan 1sitma ve depolama kosullarinin

uygunsuzlugunu gostermektedir (Huidobro vd., 1995).

1.5.4. Balin Asitligi

Balin asitligi, mikroorganizmalara kars1 stabilitesini artirir (Hisil ve Borekgioglu,
1986). Balda yiiksek asit degerlerinin tespit edilmesi ise zamanla fermentasyona

ugradigini, sonugta alkoliin bakteriyel etkilerle asetik asite doniistiiglinii gostermektedir

(Erdogdu, 2008).

Asitlik; serbest, laktonik ve toplam asitlik olarak ayrilmaktadir. Toplam asitlik
serbest ve laktonik asitlerin toplami olup, serbest asitlik 6zellikle glukonik asit kaynakli
organik asitlerle belirtilmektedir (Downey vd., 2005). Balin igerisinde; asetik, butirik,
sitrik, kaproik, laktik, glukonik, formik, malik, okzalik, suksiniletannik, tartarik asitler
mevcut olup, balin pH degeri 3,29—4,87 arasinda degismektedir. Her bal ¢esidinin titrasyon
esdegerlik noktasi sabit oldugundan dolay1 balin asitligi esdegerlik noktasini bularak tespit
edilmektedir (Bogdanov, 2002).

1.5.5. Hidroksimetil Furfural (HMF) icerigi

HMF balda karbonhidratlarin 1sitilmasi sonucu olusmaktadir. Yiiksek sicaklik
islemlerinde heksoz dehidrasyonu HMF olusumuna yol agmakta olup, yiiksek asitlik
mevcudiyetinde HMF olusumu artmaktadir. Diisiik sicakliklarda ise maillard reaksiyonu
sonucu HMF olugsmaktadir (Gokmen, 2007). Bu yiizden HMF, balin tazeliginin indikatorii
olarak belirtilmektedir (Schad vd., 1958).
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1.5.6. Nem Icerigi

Balin stabil kalabilmesi ve maya fermentasyonu sonucu bozulmaya direncini
gosteren kalite kriteri balin su igerigidir (Bogdanov, 2002). Balin su yiizdesinin diisiik
olmast onun olgunlugunu gosterir ve buna gére de uzun siire bozulmadan saklanabilir
(Erdogan vd., 2004).

Balin i¢indeki sekerlere dayanikli mayalar, 6zellikle su orani yiiksek ballarin
fermentasyonuna (eksimesine) neden olur. Sirlanmis ve olgunlasmis ballarin su orani daha
az oldugu i¢in cksimesi zordur. Diisiik oranlarda nem igeren ballarda artan seker
yogunlugu nedeniyle zararli mikroorganizmalarin etkinligi onlenir ve fermentasyon durur.
Istenilen en uygun nem orani balin olgunlastigi zamanki nem orani oldugundan yalnizca
olgunlasan ballar hasat edilmelidir. Hangi diizeyde nem igerirse igersin, acikta veya nem
gecirebilir kaplarda tutulan ballar, havadan nem ¢ekerek su oranini yiikseltme egilimi
gosterirler. Bu nedenle saklama yerinin nemi % 60 dolayinda olmali ve bal uygun
kaplarda kapali olarak saklanmalidir (Dogaroglu, 2004). Balin su igerigi ¢esitli faktorlere
baglidir. Hasat donemi, kovanda ulasilan olgunluk derecesi ve iklimsel faktorler 6rnek
olarak verilebilir (Finola vd., 2005). Genel olarak dag ballar1 ova ballarindan daha az nem
icermekte olup, fazla nem balin olgunlagsmadigim1 ya da disariddan su katildigim

gostermekte bu da balin yiizey fermentasyonu tehlikesini dogurmaktadir (Erdogdu, 2008).

1.5.7. pH degeri

Bal, tipik asitli bir ortam olup, genel olarak pH degeri 3,20-4,50 arasinda
degismektedir. Bu asitlik temel olarak, nektarin olgunlagmasi sirasinda enzimin etkisinin
sonucunda meydana gelen gluktonolakton / gliikkonik asit i¢eriginden kaynaklanmaktadir
(White, 1975). Balin pH degerinin diisiik olmasi, birgok bakteri tiiriiniin ve o6zellikle
hayvansal kokenli patojen bakterilerin gelisimini engellemede etkilidir. Ciinkii bu tiir
bakterilerin optimum gelisim pH degerleri genel olarak 7,2—7,4 arasinda degismektedir
(Molan, 1992). Balin pH degeri, igindeki farkli asitlerin miktar1 ve mineral (kalsiyum,
sodyum, potasyum ve diger kiil bilesikleri) igerigi ile iliskilidir. Mineral tuzlar ile zengin

ballar genel olarak yiiksek pH degerlerine sahiptir (Lawless vd., 1996).

Daha once yapilan aragtirmalarda, farkli bolgelerdeki farkli ballarin pH degerlerti;
Tirk ay¢icegi ballarinda 3,74 (Velioglu ve Kdése, 1983), Tiirk ¢igek ve salgi ballarinda
sirasi ile 3,26 ve 4,77 (Sorkun vd., 2002), Hindistan gigek ballarinda 4,10-4,76 (Anupama
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vd., 2003), Fransiz ballarinda 3,70-5,28 (Devillers vd., 2004), Fas ballarinda 3,55-4,7
(Terrab vd., 2002), ispanyol Thymus vulgaris ballarinda 3,56-4,79 (Terrab vd., 2004),
araliklarinda bulunmustur. Balin pH degerinin, balin ekstraksiyon ve depolama iizerine
bliyiik 6nemi vardir. Ciinkii pH degerinin, tekstiir, stabilite ve raf émrii gibi faktorlerin

tizerinde etkisi vardir (Terrab vd., 2004).

1.5.8. Toplam fenolik madde

Dogada olusan polifenoller, antioksidan olmalar1 ve burukluk, acilik, esmerlesme
reaksiyonlart ve renk gibi Ozellikleri iizerine etkilerinden dolayr biiyiik 6nem
kazanmaktadir. Polifenoller, basit benzen tiirevlerine ilaveten, bal da dahil, bitkiler ve
bitkilerden kaynaklanan gidalarin  hidroksisinamatlar ve flavonoidler grubunu
kapsamaktadir. Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ile toplam fenolik madde igerigi deneyleri,
monofenollerin yanisira daha kolay oksitlenebilir polifenollerin tayin edilmesini olanak

vermektedir (Singleton vd., 1999).

Diistiik konsantrasyonlarda oda sicakliginda, seker tek basina fenoller ile biiyiik
Olglide reaksiyona girmemektedir. Ancak, konsantrasyonu c¢ok yiiksek ise, fenollerin
analizine girisim yapabilmektedir. Bu sorun, standart diizeltmelerin uygulanmasi ile veya
standartlarin 6rnek ile ayni konsantrasyondaki seker c¢ozeltisinde hazirlanmasi ile
¢oziilmektedir (Singleton vd., 1999). Balda, biiyiik miktarda indirgen sekerlerin

bulunmasindan dolayi, Folin-Ciocalteu denemesinde fenoller ile girisim beklenmektedir.

Balin toplam fenolik madde igerigi, bitkisel ve cografi orijini, indirgen sekerlerin
etkilesiminin giderilmesinde izlenen yonteme bagl olarak degismektedir. Al Mamary vd.
(2002), Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak, indirgen sekerlerin girisimini gidermeden,
Akasya, Zizipus sp. ve tropikal gi¢eklerin ballarinin toplam fenolik madde igerigini tayin
etmistir. Elde edilen degerler 61,05-246,21 mg GAE/ 100 g arasinda degismektedir.
Benzer bir sekilde, Meda vd., (2005), Burkina Fas (Conbretaceae, Vitellaria ve Lannea
sp.) ballarmin toplam fenolik madde igerigi belirlemislerdir. Ortalama degerleri 32,59-114
mg GAE / 100 g arasinda tespit edilmistir.

Bu sonuglara gore, salgi ballari, ¢igek ballarina kiyasla daha yiiksek toplam fenolik
madde igermektedir. Bu iki arastirmada agiklanan toplam fenolik madde degerleri, diger

yontemler ile elde edilen sonuglara kiyasla, oldukca yiliksek goriilmektedir. Bu durum,
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indirgen  sekerlerin  analizdeki  girisiminin ~ dikkate = alinmamis  olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Baska bir ¢alismada, Beretta vd. (2005), baz1 Italyan ballarinin toplam fenolik
madde iceriklerini belirlemislerdir. indirgen sekerlerin etkilesiminin uzaklastirilmasi
amaciyla, Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi asidik kosulda (sodyum karbonatin ilave
edilmemesinden) gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, Singleton vd. (1999)’a gore Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisi asidik kosulda, askorbik asit ve ¢ok kolay oksitlenebilir bilesiklerinin
tayin edilmesinde kullanilabilmektedir. Bu degerler diger degerlere kiyasla diisiik oldugu
icin bu yontem ile elde edilen degerlerin yalniz fenolik igerigin bir gostergesi oldugu dogru
degildir. Bu arastirmada toplam fenolik madde igerigi 5,25 -78,96 mg GAE/100 ¢
araliginda bulunmustur. Ornegin, cilek, kestane ve akasya ballarinin toplam fenolik madde

icerigi sirasiyla 78,96, 21,21 ve 5,25 mg GAE/100 g dolayindadir.

Son zamanlarda, Blasa vd. (2005), meshur italyan Millefiori ve akasya ballarinin
toplam fenolik madde igerigini Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi kullanilarak belirlemistir. Elde
edilen degerler sira ile 12,5 ve 17,5 mg GAE /100 g dolaymdadir. Bu calismada, biitiin
ballarda biiyiik miktarlarda bulunan indirgen sekerlerinin girisimini gidermesi amaciyla,
incelenen balin sahit ¢6zeltisi hazirlanmistir. Sahit ¢ozeltide, balin bir kism1 PVPP ile belli
stireyle karigtirilip filtre edilmistir. Fenolik bilesikler PVPP ile uzaklastirilmaktadir. Filtrat
(seker ¢ozeltisi) sahit olarak kullanilmaktadir

1.5.9. Antioksidan icerigi

Son zamanlarda, serbest radikallerin oksidatif reaksiyonlarinin sonucunda, lipid,
protein ve niikleik asitler gibi viicutta bulunan bilesiklerin zarar gordiigiine inanilmaktadir.
O™, OH * ve lipit peroksit (LOO *) gibi aktif oksijen molekiillerin, kansere ve mutasyona
yol agma basta olmak iizere bir¢ok biyolojik sorunlara neden oldugu agiklanmaktadir
(Halliwell ve Gutteridge, 1989). Serbest radikal zincirinin reaksiyonu, lipidin
indirgenmesine neden oldugundan dolayi, membran gecirgenligine zarar verebilme ve
insan viicudunda malonaldehit ve asetaldehit gibi zehirli bilesiklerin tiretebilmesine neden
olabilmektedir. Bu zehirli bilesikler, DNA ve RNA da dahil, biyolojik bilesikler ile
anormal karmasik bilesikler iiretmektedir (Glavind vd., 1952, Esterbaur vd., 1991). Bu
serbest radikaller, genel olarak farkli antioksidanlarin sirkiilasyonu ile yok edilmektedir.

Antioksidan terimi, oksitlenebilir substrat ile karsilastirildiginda, diisiik konsantrasyonlarda
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bulunmakta, fakat bu substratin (viicuttaki her tiirlii molekiiller dahil) oksitlenmesini biiyiik
Ol¢iide engelleyen veya geciktiren her hangi bir madde (Halliwell, 1990; Percival, 1998;
Young ve Woodside, 2001) anlamina gelmektedir.

Bitkilerden tiirevlesen {irlinlerinin ¢ogundaki oksijen Kkapasitesi g¢ogunlukla
polifenollerden kaynaklanmaktadir. Genel olarak gidadaki antioksidanlar fenollerdir. Diger
biyolojik bilesiklerinin ¢ok az rolleri vardir. Antioksidanin etkisi, oksidanin rekabete
dayanan tiiketiminden; hedefli molekiillerin korunmasi ve serbest radikallerini iireten
zincir reaksiyonunun durdurulmasindan kaynaklanmaktadir (Singleton vd., 1999).
Fenoller, molekiil yapisinin aromatik halkasinda mobil hidrojenleri igeren hidroksil
gruplar1 icermesinden dolayi, peroksil radikalleri uzaklastirmada ¢ok etkilidir (Halliwell,
1990; Aruoma, 1994). Serbest radikaller su sekilde yok edilmektedir: Fenolat anyonundan
bir elektron uzaklastirildigi zaman, olusan tiriin semikinon serbest radikaldir. Orto veya
para-difenolden ikinci elektron uzaklastirildigi zaman Kinon olusmaktadir. Fenol ve kinon
karisimi1  dengelenip ara semikinon aciga ¢ikmaktadir. Ciinkii serbest radikaller
ciftlenmemis elektronlar karsisinda ¢ok reaktif molekiillerdir. Herhangi kaynaktan baska
bir serbest radikal ile karsilasildiginda, iki bilesik birlesip kovalent bag olusturmaktadir.

Dolayisiyla, reaksiyon zinciri sona ermektedir (Singleton vd., 1999).

Balin, kronik yaralarin, diyabetik iilserin, mide iilseri ve mide-bagirsak iilseri gibi
birgok hastaliklarin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Balin tedavi edici roli kismen
antimikrobiyel etkisinden ve kismen de antioksidan madde igermesinden
kaynaklanmaktadir. Ciinkii bu hastaliklarin bazilarmin, serbest radikallerinin verdigi

zararlardan ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Aljadi ve Kumaruddin, 2004).

Balin bitkisel ve cografi orijjinin tanimlanmasi amaciyla bal iizerinde yapilan
arastirmalarin ¢ogunlugunda, pH, asitlik, diyastaz aktivitesi, prolin, amino asitler, polen,
seker igerigi, mineral, ugucu maddeler ve fenollerin igerigi veya dagilimi gibi
parametrelerin tizerinde yogunlagilmigtir. Ancak 6zellikle Tirkiye’de, ballarin antioksidan
aktivitesi tizerinde ¢ok az c¢alisilmistir. Antioksidan aktivitesi balin bir kalite Kriteri olarak
kullanilabilmesinin ~ yanisira, onun  tedavi edici  potansiyeli ve  kalitenin
degerlendirilmesinin iyi bir parametresi olabilmektedir. Meda vd. (2005), askorbik asit
kalibrasyon egrisi kullanilarak, Burkina Faso (Conbretaceae, Vitellaria ve Lannea sp.)
ballarinin antioksidan igerigini tayin etmistir. Cigek ballarinin antioksidan igerigi 10,20-

65,86 mg AAE /100 g arasinda degisirken, salgi ballarinin antioksidan igerigi 24,80-32,38
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mg AAE /100g arasinda degismektedir. Toplam fenolik madde agisindan salgi ballart ¢igek
ballarindan daha yiiksek degerler gosterirken, antioksidan icerigi bakimindan ¢ok sayida
cigek bali salgi ballarindan daha yiiksek degerler gostermektedir. Farkli ballarin fenolik
madde igerikleri aym1 diizeylerde bulunsa bile bu ballarin antioksidan igeriklerinin ayni
diizeylerde bulunmasinin zorunlulugu yoktur. Bunun anlami, bir numunenin antioksidan
aktivitesi, toplam fenolik madde icerigi kullanilarak degerlendirilemez. Ballarin
antioksidan aktivitesi; fenolikler, peptitler, organik asitler, enzimler, Maillard reaksiyon
triinleri ve muhtemelen diisiik miktarlarda bulunan bilesikler gibi bir¢ok bilesiklerin

aktivitelerinin toplaminin sonucu olarak meydana gelmektedir (Gheldof vd., 2002).

1.6. Bahn Kalitesini Etkileyen Faktorler

Kaliteli bal liretiminde en 6nemli etmenlerden birisi, koloni popiilasyonu diizeyidir.
Bal iiretim dénemi baslangicina giiglii koloniler ile girmek balin ballik adi verilen ekleme
Katlarinda {iretilmesine olanak tanir. Uretici gerekli diizenlemeyi zamaninda
yapamadiginda iiretim ¢ogu kez kulugkalikta yapilmis olur ve asir1 miktarda polen igerir.
Polen igeriginin artmasi; balin daha koyu renkli ve agir kokulu olmasina, balin hizli
kristalize olmasina ve dolayistyla kolaylikla fermentasyonuna neden olmaktadir. Ballara
uygulanan farkli iglemler balin kalitesini 6nemli dl¢iide etkilemekte olup, bu faktorlerden

en 6nemlileri sunlardir:
1. Nem
2. Isitma
3. Siizme ve dinlendirme
4. Balin depolanmasi (Dogaroglu, 2004)

Balin bilesimi ve ozellikleri iiretilen alanin flora kaynagma ve iklim kosullarina
bagli oldugu gibi isleme ve depolama yontemlerine de bagl olmaktadir. Ham bal en iyi bal
olmasina karsin, balin 1sitilmasi kristalizasyonu 6nlemede veya geciktirmede ve viskoziteyi
azaltarak dolum yapmayi kolaylastirmada tek yontem olmasindan dolay1 uygulanmaktadir
(Turhan vd., 2007). Balin 1sitilmasi sonucu aromatik maddelerin igerigi azalir. Nektar ve
bal arisindan bala gecen bu maddeler tat saglamakta olup, sicakligin ve 1sitma zamaninin

artig orani ile ayn1 oranda kaybolmaktadir (Tosi vd., 2008).
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Kaliteyi etkileyen bir diger faktor siizme islemi olup, balin 35 °C sicaklikta
isitilmast yeterlidir. Balin dinlendirilmesi ise durultma amaci ile yapilmaktadir. Balin
depolanmasi sirasinda kaliteyle ilgili en 6nemli etmenler; depolama yerinin sicakligi, nem,
ambalaj kaplarmin 6zelligi ve depolama siiresidir. Oda sicakliginda tutulan ballarda HMF
miktarinda yiikselmeye ters orantili olarak diastaz miktarinda diisme goriiliir ve bu da
istenmeyen bir durumdur. Ayrica sicakligin etkisiyle sekerler, enzim, lakton ve asitlikte
azalmalar goriiliir. Bu nedenle depolama yerinin sicakligmin diisiiriilmesi gerekmektedir

(Dogaroglu, 2004).

1.7. Bal ile Tlgili Yapilmis Bazi Cahismalar

Balin bilesimi ve ozellikleri iilkeden iilkeye ve hatta iilkelerin kendi icerisinde
yoreden yoreye degismektedir. Balin kalitesi ve kabul edilebilirligini belirlemede duyusal
ve biyokimyasal ozellikler ¢cok 6nemli olup, iiriin kalitesini belirlemek i¢in ¢ok sayida

calisma yapilmistir. Gergeklestirilen ¢calismalardan bazilar1 asagida belirtilmektedir.

Ispir ilgesinde, farkli ¢evre kosullarmin bal verimi ve Kkalitesi iizerine olan
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, bal 6rneklerinde kuru madde
miktarlarmin %79,50-82,50, toplam asitlik degerlerinin 25,50-29,00 meg/kg, toplam seker
miktarlarinin %72,13-76,45 arasinda degistigi belirlenmistir (Erdogan vd., 2004). Bal
amilazimin aktivitesine sicakligin yapmis oldugu etki tizerine yapilan bir ¢aligmada, 55 °C
sicaklikta enzim aktivitesinin %80’inin korundugu ve maksimum aktivitenin 38-40 °C

sicaklikta gergeklestigi belirtilmistir (Babacan ve Rand, 2007).

Hatay ydresinin yayla ve aycicegi ballarinin biyokimyasal 6zelliklerini tespit etmek
amaciyla yapilan bir ¢aligmada, yayla balinda ortalama kiil % 0,131, nem oranm1 %15,23,
asitlik 32,3 meq/kg, HMF degeri 5,73 mg/kg, diastaz sayis1 17,9, invert seker % 66,20,
sakkaroz % 2,84, protein % 0,91 ve pH 6,36 olarak bulunmustur. Aygicegi balinda ise bu
degerlerin sirastyla % 0,5, % 18,1, 40,9 meq/kg, 2,17 mg/kg, 17,9, % 69, % 1,9, % 0,9,
5,6 oldugu belirlenmistir (Sahinler ve Giil, 2001).

Israil’de siyah caylari tatlandirmak amaciyla kullanilan ballar iizerine yapilan bir
¢alismada, nem oranm1 % 15-17.8, invert seker % 70.1-79.2, glikoz % 35.9-42.1, sakkaroz
% 2.72-10.12, HMF 0.32-1.8 mg/kg ve diastaz aktivitesi 5-15 araliginda bulunmustur
(Merin vd., 1998).
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Depolama siiresinin ve isleme kosullarinin balin HMF degerine etkisi iizerine
yapilan bir ¢alismada, isleme kosullarinin esmer bugday ballarinda % 23 oraninda HMF
artisina sebep oldugu belirlenmistir. 6 aylik depolama sonucunda ise HMF oranmin 1,02

mg/100g’dan 1,81 mg/100g’a yiikseldigi tespit edilmistir (Wang vd., 2004).

Arjantin’de ballar {izerine yapilan bir ¢aligmada, ortalama degerler olarak serbest
asitlik 20,6 meqg/kg, kiil miktart % 0,063, su igerigi % 18,4, glikoz % 31,7, friiktoz % 41,1
ve HMF 14,8 mg/kg tespit edilmistir (Finola vd., 2005).

Giiney Ispanya ballarinda diastaz ve invertaz aktivitesi ve HMF icerigini tespit
etmek amaciyla 49 bal 6rnegi {lizerinde yapilan bir calismada; diastaz aktivitesinin ortalama
20,48 Gothe birimi ve 3,99-49.42 arasinda degisiklik gosterdigi bulunmus olup, invertaz
aktivitesi ortalama olarak 12,34 bulunmustur. HMF igerigi ise ortalama 8,24 mg/kg olup,
0,19-41,16 mg/kg arasinda degisiklik gostermistir (Serrano vd., 2007). Fas ballarinda
yapilan bir ¢alismada, aygigegi ballarinda ortalama nem %17,6, serbest asitlik 26 meg/kg,
HMF 17,8 mg/kg, diastaz sayis1 55,5, kiil igerigi % 0,19 olarak belirlenmistir (Terrab vd.,
2003).

Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada 33 adet bal 6rneginin, nem igeriginin % 13,0—

......

edilmistir (Lazaridou vd., 2004).

1.8. Bal ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

Hemen hemen biitiin diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de gerek TS 3036
gerekse Tirk Gida Kodeksinin ilgili maddeleri ile balin kapsami, &zellikleri,
smiflandirilmasi, igleme teknikleri ve piyasaya arzi belirlenmis ve sinirlandirilmistir.
Benzeri yasal diizenlemeler, tiiketici istekleri de goz Oniine alinarak farkli iilkelerde farkli
bigimlerde bal isleme ve pazarlamaya neden olmaktadir. Hatta dis satim olanaklarini
kullanan baz iilkeler, bal isleme ve pazarlama kosullarini bali satma durumunda olduklari
iilke standartlarina gore diizenleme durumunda kalmislardir. Ulkemizin de bal dis satimi
konusunda iddial1 bir iilke durumunda olmasi ve hatta Avrupa Birligi’'ne katilma
asamasinda bulunmasi nedeniyle tiiziikk ve standartlarini bu iilke pazarlar1 dogrultusunda
diizenleme durumu ile karsi karsiya kaldigr bir gercektir (Dogaroglu, 2004). Tiirk Gida
Kodeksi Bal Standardi ve TS Bal Standardi’na gore ballarda higbir yabanci madde

bulunmamali, bozuk (fermente olmus, kiiflenmis, anormal koku ve tatta olan, genel
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Ozellikleri degismis bal) olmamali ve ballara disaridan herhangi bir madde ve koruma

maddeleri, boyalar, ticari glikoz, dekstrin katilmamalidir.

Nem igerigi, mineral icerigi, asitlik, HMF igerigi, diastaz aktivitesi, seker orani ve
suda ¢oziinmeyen madde igeriginden olusan kimyasal ve fiziksel parametreler Codex
Alimentarius Standard (2001) ile standardize edilmis olup, Avrupa Birligi Komisyonu

(EU, 2002) balda bulunan maddelerin limitlerini belirlemistir.

Biz de bu c¢alismamizda tlilkemizin 6nemli bal merkezlerinde olan Ardahan yoresi

ballarinin biyokimyasal analizlerini yaparak 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasini amacladik.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

Twin 40, TRIS-HCI baz ve metanol, asetonitril, n-hekzan, n-heptan, izopropanol,
aseton, KH,PO,4, K;HPO,4, Na,HPO,, butilhidroksitoluen (BHT), n-Butanol, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil, (DPPH), dimetil siilfoksid (DMSO), 2- thiobarbiturik asit (TBA), etil alkol,
sodyum klortir, potasyum bikarbonat, yag asidi metil esteri (doymus ve doymamus tiirleri),
ergosterol, beta sitosterol, stigmasterol, a-tokoferol, K2 vitamini, K1 vitamini, EDTA,
glutatyon (GSH), trikloroasetik asit (TCA), 5,5'ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB),
(PHA), sodyum sitrat, bakir siilfat (CuSO4.5H,0), sodyum potasyum tartarat, sodyum
hidroksit, sodyum karbonat, folin, albumin standarti, metafosforik asit (MPA).

2.2. Kullanilan Yardimec Aletler ve Cihazlar

Ultrasonik su banyosu, homojenizator, gaz kromatogafisi, HPLC cihazi, etiiv, UV
spektrofotometre, vorteks, hassas terazi, otomatik pipeteler, santrifiij, derin dondurucu,

otoklav.

2.3. Inceleme Materyali

Calismada kullanilan bal 6rnekleri Ardahan ilinden mevsimsel donemlerinde 2012
yaz aylarinda toplandi. Bal 6rnekleri Ardahan ilinin Posof ilgesine ait Yol Agzi (bal 1),
Demir Déven (bal 2), Tirk Gozii (bal 3), Dal Gozii (bal 4), Kol kdyii (bal 5) ve Posof ilge
merkez(bal 6, 7, 8, 9)’lerinden toplandi. Ayrica aricilar tarsfindan katkili ve katkisiz bal
ornekleri Bitlis yoresinden getirilerek karsilagtirilmaya tabi tutuldu ve biitiin ballar satiga
sunulan kavanozlarda muhafaza edildi. Calismamizda 8 ve 9 numarali bal 6rnekleri ile

katkili ve katkisiz bal 6rnekleri prolin deneyinde kullanilmigtir.

2.4. Flavonoid Iceriginin Belirlenmesi

Flavonoidlerin kromatografik analizi i¢in 5 pm i¢ ¢capinda PREVAIL C18 (15x4.6
mm) ters-faz kolon kullanildi. Mobil faz olarak % 1 asetik asit igeren metanol/su/asetonitril
(46/46/8, v/v/v) karistmi kullanildi. Bu mobil faz 0,45 pum membran filtresi i¢inden
gecirilerek siiziildii ve daha sonra kullanilmadan 6nce ultrasonikasyon cihazinda havasi

alindi. Katesin ve naringin i¢in 280 nm, rutin, mirisetin, morin ve kuarsetin i¢in 254 nm,



dalga boyu kullanilarak RHPLC ayrimini takiben DAD tarafindan bu flavonoidlerin
Olgiimii yapildi. Akis hizi 1.0 ml/min ve enjeksiyon degeri 10 puL olarak ayarlandu.
Analizlerin kromatogafik pikleri reaksiyon siirelerinin karsilagtirilmasi ve standart

referanslarinin UV spektrumlari ile dogrulanda.

Miktar Olglimii standart metot kullanimiyla pikin birlestirme yoluyla

gerceklestirildi. Tiim kromatogafik islemler 25 °C’de yapildi.

2.5. Seker Analizi

Toplanan ballarin 10 g 6rnegi blender i¢ine alinarak distile su ile iyice homojenize
edildi. Daha sonra s1v1 kisim alindi. Bu islemden sonra, toplam filtratin hacmi belirlenerek
UV dedektoriiniin bagl oldugu HPLC cihazi ile analiz edildi. Analizde mobil faz olarak
Asetonitril+Su (v/v) (%75/%25) karisimi kullanildi. Analiz i¢in Supelcosil NH2 (250x4.6
mm, Su., Sigma USA) kolon kullanildi ve dalga boyu 190 nm olarak secildi. Seker

miktarinin hesaplanmasi eksternal standart yontemine gore yapildi.

2.6. Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi

DPPH, serbest radikal temizleme aktivitesi, Brand-Williams ve ark. Tarafindan
belirtilen metoda gore yapildi. Bunun iizerine serbest radikal olarak 25 mg/l a,a-diphenyl
bpicrylhydrazyl (DPPH) metanolde hazirlanilarak kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla 200,
400 ve 800 pl bal ekstraklart ve DPPH ¢ozeltisinden 3,9 ml ilave edildi. Karigimlar, oda
sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda
absorbanslar1 517 nm’de blanka kars1 spektrofotometrede okundu. Azalan absorbans,
geriye kalan DPPH miktar1 serbest radikal giderme aktivitesi olarak belirlendi. Sonuglar

asagidaki formiile gore hesaplandi:

%= KontrolABS- SampleABS/ KontrolABS x 100
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NO,

DPPH® Radikali
adka DPPH.-H

Metanol ya da etanol de ¢ozimdiigi
zaman pembe renk olusur

Antioksidanlar tarafindan notralize
, edildigi zaman pembe rennk aciw
Sekil 1. DPPH radikalinin giderilmesi

2.7. Toplam Fenoliklerin Tayini

Bal orneklerinin toplam fenolik miktari, Folin-Ciocalteu reaktifi ile belirlendi
(Singleton vd., 1999). 10 g bal etil alkol ile ekstrakte edildikten sonra, 1 ml alinarak
tizerine 1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilip vortekslendi ve 3 dk sonra da % 2’lik
Na,COs; cozeltisinden 3 mL ilave edilerek 2 saat oda sicakliginda birakildi. Bu siirenin
sonunda Orneklerin yogunlugu 760 nm’de destile suya karst okundu.Bu islem, her bal
Ornegi i¢in li¢ tekrar olarak yapildi. Standart fenolik bilesik olarak pirokatekol ve kuersetin
kullanild1.Kalibrasyon grafigi ¢izdirmek i¢in 25 mg pirokatekol ve 25 mg kuersetin ayri
ayr1 deney tiliplerinde ¢oziindiikten sonra, 0, 50, 100, 200 ve 400 pL alinip konsantrasyonu

ve absorbansi belirlendikten sonra kalibrasyon grafigi ¢izilip hesaplama yapildu.

2.8. Bal Orneklerinde 5-Hidroksimetilfurfural (HMF) Tiirevi Analizi

Bal 6rneklerinin HMF analizi HPLC cihazi ile yapildi. 10 g bal 6rnegi 50 mL’lik
falkon tiiplerine alinarak 10 ml su/ metanol (% 90/%10, v/v) karisimiyla ¢6ziindiikten
sonra, 5000 rpm’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 1 mL otosampler
viallerine alinarak HPLC cihazinda analiz edildi. Analiz i¢in, Supelcosil Ascentis RP
Amide HPLC kolonu (150x4.6, 5 um) ve mobil faz olarak da su ve metanol karisim1 (%
90/%10, v/v) kullanildi. HMF’nin analizi i¢in 283 nm dalga boyu secildi ve DAD
dedektorii kullanildi.
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2.9. ABTS™ Yok Edici Testi

ABTS radikal ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, deney tiiplerine 4 mL alinarak,
tiiplerin lizerine 100 pL bal ekstrelerinden eklenerek oda sicaklifinda ve karanlikta 2 saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 6rneklerin absorbansi 734 nm’de PBS (Fosfat Tamponu,
pH=7.4)’den olusan kore kars1 okunacaktir. Azalan absorbans ortamdan yok edilen ABTS
radikallerinin miktariyla dogru orantilidir. Ekstrelerin ortamdaki ABTS radikallerinin ne
kadarim temizledigi asagidaki formiile gére belirlenecektir. % ABTS Yok Etme Aktivitesi
= [(Ao-A1)/Ag] X 100. Ag = Kontroliin absorbans degeri, A; = Ekstre ilave edildikten

sonraki absorbans degeri

2.10. Saccharomyces cerevisiae’nin Gelisme Ortaminin Hazirlanmasi

Bu amagla; oOncelikle deneyde kullanilacak olan Saccharomyces cerevisiae
FMCI16’nin gelisimi ve g¢ogalmast icin YEDP (100 ml i¢in 1 g yeast exrakt, 2 g
baktopepton, 2 g glukoz) besiyeri ortami hazirlandi. Her grup i¢in tekrar sayisi (n) = 6

olarak yapildi. Besiyeri ortami hazirlandiktan sonra asagidaki gruplara ayrildi;

1- Kontrol grubu: Bu gruptaki S. cerevisiae hiicreleri igin, 200 mL saf su i¢inde 2

g maya ckstrakti, 4 g baktopepton ve 4g glukoz i¢eren besiyeri ortami hazirlandi.

2- Bal ornekleri: Bu gruptaki S. cerevisiae hiicreleri i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2 g
maya ekstrakti, 4 g baktopepton ve 4 g bal igeren besiyeri ortami1 hazirlandi. Her bal 6rnegi

ayr1 bir grup olarak belirlenerek deneysel ¢alisma islemi yiiriitiildii.

Besi yerleri hazirlandiktan sonra, 120 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapildiktan
sonra laboratuar sartlarina kadar sogutulup her kiiltiir 6rnegine S. cerevisiae hiicrelerinin
stok Kkiiltiiriinden 1 ml diizeyinde asilama yapildi. Asilama sirasinda kontaminasyon

olayina dikkat edildi ve hassas diizeyde ¢alisildi.

Asilama isleminden sonra kiiltiirler 30 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Bu
stirenin sonunda kiiltlirler laboratuar sartlarinda 517 nm’de hiicre yogunluklar: 6l¢iildiikten
sonra, 6000 rpm’de 5 dakika siireyle +4 °C’de santrifiij edilerek hiicreler toplandi.
Hiicreler pellet olarak toplandiktan sonra yas agirliklar1 belirlenip diger biyokimyasal

islemlerin yapilmasina gegildi.

Hiicre pelletleri, 20 mM Tris HCl-baz (pH= 7.4) ve 20 mM ETDA karigimila

homojenize edilip santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi ile GSH, total protein ve
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MDA olgiimleri yapildi ve geriye kalan pellet 10 ml 3/2, (v/v) oraninda n-
hekzan/izopropanol karigimi ile homojenize edilerek, yag asidi diizeyi, sterollerin

(ergosterol, stigmasteol, B-sitosterol) analizi yapildi.

Total protein diizeyi, Lowry yontemine gore, GSH miktar1 Elman reaktifi ile ve
TBARS diizeyi ise thiobarbitiirik asit reaktifinin kullanildig1 spektrofometrik yontemlerle
yapildi. Yag asitlerinin analizi gaz kromatografi, sterol ve lipofilik vitaminlerin analiz ise
HPLC cihaziyla gergeklestirildi. Sonuglar SPSS istatistik programi kullanilarak analiz
edilip farkliliklar istatistik agidan degerlendirildi.

2.10.1. Maya Hiicresinde MDA Miktarmin Olgiilmesi

MDA (TBARS) diizeyinin dl¢timii, Ohkawa vd. (1979)’nin metoduna goére bazi
modifikasyonlar yapilarak spektrofotometre ile 6lciildii. Elde edilen siipernatant kistmdan
1 ml alinarak tizerine sirasiyla: 0,5 ml % 8,1'lik SDS, 0,5 ml % 0,8’lik TBA, 1ml % 10'luk
TCA, Iml % 20'lik asetik asit ve 50 pl % 4'lik BHT eklendi ve bu karisim votrekslendi.
Karisim, 97 °C’de kaynar su banyosunda 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda 6rnekler
cikarilip sogutularak biitanol-pridin karisimi (3/1) (v/v) eklenip, vortekslendikten sonra 5
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda {istteki kisimdan 2 ml alinarak, olusan pembe renk
spektrofotometrede 532 nm’de kore karsi okundu. Homojenattaki MDA miktar tayini,

Sekil’2 de verilen kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.
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Sekil 2. MDA kalibrasyon egrisi
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2.10.2. Maya Hiicresinde Glutatyon Miktarimin Olciilmesi

1 mL supernatant iizerine 1 ml % 10’luk TCA ilave edildi. Bu sekilde proteinlerin
coktiirtilmesi saglandi. Karisim bu sekilde yaklasik 10 dk oda sicakliginda bekletildi ve bu
siirenin sonunda 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi.
Proteinler ¢oktiiriildiikten sonra iist siipernatant kisim bagka bir deney tiipline alindi ve
GSH miktarin1 6lgmek i¢in asagidaki islemler yapildi. Siipernatant kisim iizerine 0.3 M
Na;HPO, ¢ozeltisinden 2 ml ilave edildi ve 0.5 ml % 0.037lik DTNB ¢ozeltisi ilave
edilerek karistirtldi 5-10 sn sonra olusan sar1 renk oda sicakliginda iyice stabil hale

geldikten sonra 412 nm’de blank’a kars1 okundu.

2.10.3. Glutatyon Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Orneklerdeki GSH miktar1 tayini, saf GSH standardindan (Merck) hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Bunun i¢in; saf glutatyondan 10 ml i¢in 0.002 g

olacak sekilde hazirlandiktan sonra asagidaki sekilde gruplar olusturuldu:

S1— 20 pl GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB
S2— 40 pl GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB
S3— 60 pul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB
S4— 80 ul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 mI DTNB

S5— 100 pul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB

Gruplar, stabil hale geldikten sonra 412 nm’de blank’a karsi okundu ve okunan
degerlere gore Sekil 3°deki kalibrasyon egrisi olusturuldu. GSH miktarinm

hesaplanmasinda mg/g pellet miktar1 cinsinden belirlendi.
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Sekil 3. Glutatyon (GSH)’nun kalibrasyon egrisi

2.10.4. Maya Hiicresinde Total Protein Miktarimin Olciilmesi

Orneklerin total protein miktarlarmin 8l¢iimii Lowry yontemine gore yapildi. Bu

amagla asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi:
A= %1 (w/v) Bakir siilfat (CuSO4.5H,0) ¢ozeltisi

B

%?2 (w/v) Sodyum potasyum tartarat
C= 0.2 M Sodyum hidroksit
D= % 4 (w/v) Sodyum karbonat

Protein ile ilgili deney yapilacagi zaman 49 ml C reaktifi lizerine 49 ml D reaktifi
ilave edildi, daha sonra 1 ml A ve 1 ml B reaktifinden ilave edildi. Bu ¢ozeltilerin
karisimindan hazirlanan reaktife E soliisyonu adi verildi. Daha sonra protein ¢ozeltisinden
deney tiipline alind1 ve Ornek iizerine 4 ml E reaktifinden ilave edildi, karistirildi ve 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme siiresi sonunda 500 pl Folin (10 ml Folin-
Ciocalteau reaktifi lizerine 10 ml saf su ilave edilerek hazirlanir) karisiminda eklenerek 30
dakika tekrar oda sicakliginda bekletildi ve sonra 750 nm’de balnk’a Kkarsi

spekrofotometrede okundu.
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Total protein Ol¢iimiinde maya hiicresinde proteinler ¢oktiiriildiikten sonra elde
edilen pellete 1ml distile su ilave edilip vortekslendi, tekrar santrifiij edildi ve olusan

siipernatanta 6l¢tim yapildi.

2.10.5. Protein Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Bu amagla saf haldeki albuminden 10 ml i¢in 0.003 g olacak sekilde hazirlandiktan

sonra standart gruplari asagidaki sekilde hazirlandi:

S1— 100 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S2— 200 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S3— 300 pl albumin + 4 ml E ¢o6zeltisi + 0.5 ml Folin
S4— 400 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S5— 500 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

Gruplar 750 nm’de blank’a karsi okundu ve okunan degerlere gore Sekil 4’deki
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerin protein miktarlar1 elde edilen bu kalibrasyon

egrisindeki denklem vasitasiyla hesaplandi.
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Sekil 4. Protein kalibrasyon egrisi
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3. BULGULAR

3.1. Bal Orneklerinin Flavonoid I¢erikleri

Flavonoid analizi sonuglarina gore, rutin miktar1 en fazla 5. grup balin sahip oldugu
(p<0.001), 1, 2, 3 ve 4. ballarda ise rutin igerigi tespit edilmedi. 6 ve 7. bal 6rneklerinde ise
istatistiksel farklilik gozlenmedi (p>0.05).

Mirisetin miktart bakimmdan 7. grup balin bu flavanoiti diger ballara gore yiiksek
oranda igerdigi, 3. ve 5. bal orneklerinin ise bu flavanoiti belirli miktarda icerdigi ve

aralarinda fark gézlenmedigi tespit edildi (p>0.05).

Morin miktar1, 5. bal 6rneginde 7. bal 6rnegine gore daha yiiksek oranda tespit
edilmis olup diger ballarda bulunamamistir. Ayrica, Quercetin miktari da yalnizca 7. Bal

orneginde oldugu saptandi (Tablo 1).

Tablo 1. Ballarin flavonoid diizeyleri (png/1 g)

Bal ornekleri Rutin Mirisetin Morin Kuarsetin Kaempferol
Bal 1 _ _ _ _ _
Bal 2 _ _ _ _ _
Bal 3 _ 200 _ _ _
Bal 4 . . _ . .
Bal 5 720 333 200 _ _
Bal 6 333.3 _ _ _ —
Bal 7 133.3 800 66.6 266.6 _

Naringin miktari, en yliksek oranda 5. o6rnekteki bal da tespit edilmistir. Naringin
miktar1 guplar arasinda karsilastirildiginda 1, 2, 3 ve 4. grup ballarda fark gozlenmedigi
halde (p>0.05), 7. grup balda ise yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica resveratrol da

belirli miktarda sadece 6. bal 6rneginde bulunmustur (Tablo 1).




Tablo 1’in Devamm Ballarin flavonoid diizeyleri (ug/1 g)

Bal ornekleri Katesin Naringin Naringenin Resveratrol
Bal 1 _ 400 _ _
Bal 2 _ 400 _ —
Bal 3 _ 400 _ _
Bal 4 - 400 _ —
Bal 5 _ 1800 _ _
Bal 6 _ _ _ 66.6
Bal 7 800

3.2. Bal Orneklerinin Seker Icerikleri

Seker analizi sonuglarina gore, ballar fruktoz agisindan degerlendirildiginde, 5 ve 7.

guplarda yiiksek miktarda bulunup istatistiksel farklilik gdzlenmemistir. Diger gruplarda

ise azaldig1 belirlendi. Arabinoz miktar1 ise biitiin gruplarda diisiik miktarda tespit edildi.

Glukoz miktar1 incelendiginde, 1 ve 6. drnekler arasinda istatitiksel farklilik gézlenmedigi

halde (p>0.05), 2, 3, 4 ve 5. 6rneklerde azaldig belirlendi (p<0.05). 7. 6rnekteki balda ise

yiiksek bulundu(Tablo 2).

Tablo 2. Bal 6rneklerinin seker diizeyleri (mg/10 g)

Bal 6rnekleri Arabinoz Fruktoz Glukoz
Bal 1 0.15+0.01 96.15+0.30 188.20+0.25
Bal 2 0.16+0.01 91.68+0.21 163.07+0.18
Bal 3 0.00+0.00 92.66%0.06 143.80+0,19
Bal 4 0.06+0.03 98.72+0.47 166.70+0.80
Bal 5 0.00£0.00 359.9+0.10 157.28+0.33
Bal 6 0.12+0.02 90.96+0.24 184.56+0.19
Bal 7 0.00£0.00 336.36+0.23 215.10+0.05

Maltoz miktari, 5. ve 7. grup ballar arasinda farklilik gézlenmedigi halde, 1, 2, 3, 4

ve 6. ballarda artis gozlenmistir. Sakkaroz miktari, 5. ve 7. Orneklerde farklilik

gozlenmedigi halde diger gruplarda azaldig1 ve oldukca diisiik oldugu belirlenmistir (Tablo

2).
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Tablo 2°nin Devamm Ballarin seker diizeyleri (mg/10g)

Bal 6rnekleri Sakkaroz Maltoz

Bal 1 0.13+0.01 313,91+0.46
Bal 2 0.196+0.01 313.91+0.34
Bal 3 0.000+0.00 265.81+0.24
Bal 4 0.000+0.00 223.88+0.45
Bal 5 21.94+0.07 0.5100+0.01
Bal 6 0.140+0.01 301.43+0.55
Bal 7 18.51+0.36 0.1400+0.00

Tim bu sonuglar dogrultusunda toplam seker miktarlart karsilagtirildiginda ise;
maltoz miktarinin oldukca belirgin diizeyde fazla oldugu gdézlemlendi (p<0.0001). Glukoz
ve fruktoz ise belirli miktarda olup aralarinda fark bulunmadi. Sakkaroz ve arabinoz ise
diisiik diizeyde bulundu (Tablo 2).

Tablo 3. Bal 6rneklerinin yiizde olarak seker igerikleri (%)

Bal 6rnekleri Arabinoz Fruktoz Glukoz Sakkaroz Maltoz
Bal 1 0.026 55.01 26.55 0.015 18.38
Bal 2 0.043 55.99 24.77 0.025 19.29
Bal 3 00.0 59.60 22.84 00.0 17.75
Bal 4 0.012 58.31 24.02 00.0 17.64
Bal 5 0.00 89.190 9.64 1.12 0.012
Bal 6 0.00 60.20 24.3 0.03 16.93
Bal 7 0.00 84.64 14.61 0.73 0.010
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Sekil 6. 1 nolu bal 6rneginin seker igerigini gosteren HPLC kromatogrami
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Sekil 7. 2 nolu bal 6rneginin seker igerigini gdsteren HPLC kromatogrami
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Sekil 8. 3 nolu bal drneginin seker igerigini gdsteren HPLC kromatogrami

31



0,04 -
m
Lo
) 0
AN
[ce]
002 S
© Y4 -
IN S a) o
o ey ™
S O o N~
1 S =
S) i
o
0,004 =
o
—
¢
- Oq kv
)
< n
N
N
-0,02 - o)
X
>
1
1 L
T L L T T e B T
0 6 8 10 12 14 16 18
Minutes
Sekil 9. 4 nolu bal 6rneginin seker igerigini gdsteren HPLC kromatogrami
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Sekil 10. 5 nolu bal 6rneginin seker icerigini gésteren HPLC kromatogrami
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Sekil 11. 6 nolu bal 6rneginin seker icerigini gosteren HPLC kromatogrami
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Sekil 12. 7 nolu bal 6rneginin seker icerigini gosteren HPLC kromatogrami
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Sekil 14. 9 nolu bal 6rneginin seker icerigini goésteren HPLC kromatogrami
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3.3. Bal Orneklerinin HMF Diizeyleri
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Sekil 15. HMF’nin HPLC kromatogrami
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Sekil 16. 5 nolu 6rnek balin HMF pikinin HPLC kromatogrami
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Sekil 17. Kaliteli bal olarak belirtilen balin HMF pikinin HPLC kromatogrami
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Sekil 18. 2 nolu bal 6rneginin HMF pikinin HPLC kromatogrami
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Sekil 19. 1 nolu bal 6rneginin HMF pikinin HPLC kromatogrami

031
HMF_

HMF miktar1 agisindan incelendiginde, 5. grup balda oldukga diisiik miktarda
bulunup, diger grup ballarda HMF miktarinin belirli bir diizeyin {izerinde oldugu belirlendi
(Tablo 4).

Tablo 4. Ballarin HMF diizeyler (ng)

Bal 6rnekleri HMF
Bal 1 5.93+0.26
Bal 2 6.93+0.56
Bal 3 6.46+0.06
Bal 4 6.56+0.16
Bal 5 0.76+0.03
Bal 6 5.66+0.0.1
Bal 7 4.40+0.02
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Sekil 20. Bal 6rneklerinin prolin igerigi (mg/kg)

KBAL: Katki maddeli olan bal 6rnegi
IBAL: Katki maddesi bulunmayan bal 6rnegi

3.4. Bal Orneklerinin DPPH Radikali Temizleme Etkisi

DPPH (a,a-diphenyl-b-picrylhydrazyl) serbest radikalini temizleme sonuglarina
gore; 200 pl konsantrasyondan itibaren tiim bal 6rneklerinin antioksidan aktivite gosterdigi
saptandi. 200 pl’lik konsantrasyonda ornekler igerisinde 5. ve 7. bal drneklerinin diger
orneklere gore belirgin oranda radikal temizle etkisinin oldugu belirlendi. Konsantrasyona
bagl olarak gruplar karsilastirildiginda her farkli konsantrasyonda 5 ve 7. orneklerin en
yiiksek radikal temizleme kapasitesine sahip oldugu goézlemlendi. Diger bal 6rneklerinin de

her farkli konsantrasyonda belirgin farklilik gézlenmedi (Tablo 5).
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Tablo 5. Bal 6rneklerinin DPPH radikalini temizleme aktiviteleri (%)

Bal Ornekleri 200 pL 400 puL. 800 uL

Bal 1 70,31+1,56 88,96+ 5,23 72,37+0.62
Bal 2 63.80+0.36 89,52+0.16 70,09+1.54
Bal 3 61.82+0.91 84,69+0.76 71,82+3.12
Bal 4 61.74+3.07 83,80+0.20 70,12+3.29
Bal 5 78.01+1.48 94,36+1.37 78,55+4.65
Bal 6 59.55+1.33 80,33+0.44 68,42+0.62
Bal 7 81.14+1.35 90,96+2.25 72,37+0.75

3.5. Ballarin ABTS Radikali Temizleme Etkisi

ABTS radikalini temizleme sonuglarina gore; 100puL konsantrasyonda 3, 5 ve 7.
orneklerde belirgin oranda radikal temizle etkisinin oldugu belirlenip aralarinda farklilik
gozlenmedigi halde 4. ornekte radikal temizleme etkisinin daha yiiksek oldugu, diger
orneklerde ise azaldig1 belirlendi. Konsantrasyona bagli olarak gruplar karsilastirildiginda
her farkli konsantrasyonda 3, 5 ve 7. 6rneklerde belirgin miktarda radikal temizleme etkisi
olup en yiikksek miktarda 4. Ornekte belirlendi. Digerlerinin ise olduk¢a az radikal

temizleme etkisinin oldugu saptandi (Tablo 6).

Tablo 6. Bal orneklerini ABTS Radikali Temizleme Etkisi

Bal Ornekleri 100 uL 200 uL 400 uL

Bal 1 0.86 +0,06 0.766+0,03 14,66+0.63
Bal 2 1,53 +0.03 0.613+0.03 13,31+1.43
Bal 3 15,94+0.32 30,07+0.25 68,73+1.52
Bal 4 21,2940.00 39,96+0.00 79,44+1.56
Bal 5 17,98+1.19 30,04+4.06 68,35+2.51
Bal 6 1,53+ 0.60 0.613+2.50 13,31+1.25
Bal 7 15,94+1.06 30,07+0.89 68,73+0.54

3.6. Ballarin Total Fenolik diizeyleri

Ballar total fenolik miktar1 acisindan degerlendirildiginde; 5, 6 ve 7 de farklilik

gozlenmedigi halde, diger 6rneklerde azalma saptanmistir.
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Tablo 7. Ballarin Total Fenolik diizeyleri

Bal Ornekleri Total fenolik (ug)
Bal 1 0.0720
Bal 2 0.0400
Bal 3 0.0400
Bal 4 0.0500
Bal 5 0.1300
Bal 6 0.0900
Bal 7 0.1400

3.7. Ballarin S. cerevisiae Maya Hiicresinin Yag Asidi Profili Uzerine Etki

Ballarin S. cerevisiae mayasimin yag asidi profili lizerine etkisi incelendiginde;
miristik asit (14:0) miktarinin kontrol grubuna gore 1, 2, 3, 4 ve 5. grup ballarda
istatistiksel farklilik bulunmadigi halde, 6 ve 7. Ornekte azalma gozlemlenmistir.
Miristoleik asit (14:1) diizeyinin kontrole gore 2, 4 ve 5. gruplarda 6nemli bir farklilik
gostermedigi halde, 1 ve 3. gruplarda arttigi, 6 ve 7 de ise azaldigi belrlendi.15:1 yag
asidini kontrol grubuna gore karsilastirildiginda 1 ve 2. gruplarda istatistiksel agidan
onemli farklilik gozlenmedigi halde 4 ve 5. gruplarda azaldig: fakat bu azalmanin 6 ve 7.
orneklerde daha anlamli oldugu bulundu. Ayrica 3. 6rnekte ise kontrol grubuna gore artigin
oldugu belirlendi (Tablo 8).

Palmitik asit (16:0) miktarinin kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, 4 ve 5. bal
orneklerinde istatistiksel farklilik gozlenmedi (p>0.05). Buna karsilik 1, 2 ve 3. bal
orneklerinde kontrol grubuna gére azalma tespt edildi (p<0.05). Bu azalma 6 ve 7. 6rnekte
ise daha belirgin oldugu saptandi (p<0.001). Palmitoleik (16:1, n-7) asidi kontrol grubuna
gore karsilastirildiginda 2, 4, 6 ve 7 de farklilik olmadigi halde, 1 ve 3 de arttig1 5. 6rnekte
ise azaldigi tespit edildi (Tablo 8).

40




Tablo 8. Bal 6rneklerinin S. cerevisiae ‘nin yag asidi profili tizerine etkisi (ng/g)

Bal 6rnekleri 14:0 14:1 15:1 16: 0 16:1

Kontrol 4.25+0.33 7.66+0.36 7.32+0.25 54.25+0.93 3.84+0.30
Bal 1 3.76+0.21 10.40+0.34 8.99+0.32 40.39+1.51 7.89+0.34
Bal 2 3.80+0.24 8.51+0.74 8.08+0.53 40.73+8.10 4.37+0.54
Bal 3 3.61+0.07 10.04+0.28 9.60+0.44 46.04+1.20 6.90+0.11
Bal 4 3.27+0.31 6.51+0.70 6.87+0.72 53.27+4.57 3.11+0.42
Bal 5 3.57+0.07 6.30+0.17 6.52+0.17 50.57+0.83 2.89+0.10
Bal 6 1.65+0.23 5.21+0.60 3.81+0.49 25.81£3.11 4.31+0.48
Bal 7 1.15+0.00 4.19+0.62 3.59+0.48 19.01+£3.27 3.57+0.44

Stearik asit (18:0) diizeyini kontrole gore karsilastirildiginda 2 ve 5. drneklerde

farklilik olmadigi halde, diger bal 6rneklerinde arttigi saptandi. Bu artis 6. bal 6rneginde

ise daha belirgin oldugu belirlendi. Oleik asidin (18:1)

kontrol grubuna gore

kiyaslandiginda 6. ve 7. orneklerde belirgin diizeyde azaldig1 gézlendi (p<0.0001). Diger

gruplarda ise artis tespit edildi. Ornekler i¢inde en belirgin artisin 5. grup balda oldugu
sptandi1 (p<0.0001). Linoleik asit (18:2) miktarinin kontrole gore 2, 3 ve 5 de farklilik

gozlenmeyip 4. ornekte artis gosterdigi belirlendi. 1, 6 ve 7. 6rneklerde ise azalma tespit

edilmis olup bu azalma 6 ve 7. 6rnekte daha belirgin oldugu belirlendi.

Tablo 8’in Devanm Ballarin S. cerevisiae min yag asidi profili tizerine etkisi (ng/g)

Bal 6rnekleri 18:0 18:1 18:2 22:6

Kontrol 5.38+0.25 4.81+0.54 4.00+0.90 2.97+0.25
Bal 1 6.33+0.72 7.35+£1.46 2.79+0.33 3.94+0.36
Bal 2 5.57+0.43 8.62+3.17 3.21+0.58 3.21+0.61
Bal 3 6.68+0.43 5.70+0.60 3.53+0.66 4.00+0.51
Bal 4 6.96+1.58 6.39+2.97 6.93+4.27 2.84+0.94
Bal 5 5.71+0.33 12.21+0.45 3.68+0.19 2.48+0.24
Bal 6 9.03+0.90 1.08+0.06 0.00+0.00 0.00+0.00
Bal 7 6.94+1.14 0.00+0.00 1.51+0.00 0.00+0.00

Bal oneklerinin S. cerevisiae 'nin vitamin profili iizerine etkisi incelendiginde; D2

vitamini agisindan kontrol grubuna gore, 1, 4 ve 5. bal orneklerinde istatitiksel farklilik
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bulunmadi. Diger gruplarda ise; kontrol grubuna gore azaldigi saptandi. a- tokoferol
(Vitamin E) miktar1 bakimindan incelendiginde kontrol grubuna gore; 2, 3, 5, 6 ve 7.
orneklerde farklilik gbzlenmezken (p>0.05) 1 ve 4. drneklerde arttig1 belirlendi (p<0.05).

Ergesterol miktar1, kontrol grubuna gore; 3. bal orneginde istatistiksel farklilik
gozlenmedigi halde, 2,4 ve 5. 6rneklerde yiikseldigi gozlendi. Buna karsilik, 1, 6 ve 7.
orneklerde ise azaldigi gozlendi. Stigmasterol acisindan degerlendirildiginde kontrol
grubuna gore, 6 ve 7. bal drneklerinde azalma gozlenirken diger gruplarda kontrol grubuna
gore belirgin farkliik gozlenmedi. B-sitosterol agisindan incelendiginde ise kontrol
grubuna gore 6 ve 7. oOrneklerde artis gozlenirken diger gruplarda belirgin farklilik

gozlenmedi (Tablo 9).

Tablo 9. S. cerevisiae hiicresinin vitamin profili {izerine etkisi (ug/1g)

Bal D2 a-tokoferol Ergosterol Stigmasterol [-sitosterol
ornekleri (E Vitamini)

Kontrol 0.14+0.03 8.17+0.71 17.48+3.06 19.18+9.17 0.58+0.20
Bal 1 0.18+0.03 13.07+6.00 9.55+1.01 13.17£1.83 0.31+0.05
Bal 2 0.09+0.04 | 6.80+1.20 38.76+6.85 13.08+3.07 0.30=0.09
Bal 3 0.09+0.02 8.44+1.25 15.36£2.05 10.27+£2.23 0.30+0.15
Bal 4 0.20+0.07 10.25+2.48 39.61+4.61 11.01£2.60 0.36+0.11
Bal 5 0.21+0.07 8.64+1.18 38.99+3.75 17.34+4.18 1.20+0.34
Bal 6 0.07+0.04 4.62+0.33 8.30+1.24 5.83+1.25 5.36+1.22
Bal 7 0.02+0.02 6.44+1.28 9.84+0.90 7.54+1.84 5.45+1.64

3.8. Ballarin S. cerevisiae Hiicresindeki Total Protein, GSH ve MDA Miktar1 Uzerine
Etkisi

Bal orneklerinin maya hiicresindeki glutatyon miktar1 tizerindeki etkisi kontrol
grubuna gore karsilagtirildiginda tiim gruplar arasinda belirgin farklilik gézlenmezken, 1

ve 3. ornekte kismen azaldigi belirlendi

Bal orneklerinin S. cerevisiae hiicresindeki total protein miktari {izerindeki etkisi
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda 3, 4 ve 7. 6rneklerde artig1 belirlendi. Bu artisin 7.
ornekte daha belirgin oldugu bulundu. 2. 6rnekte ise azaldig1 saptandi. Diger 6rneklerde
farklilik tespit edilmedi.

Bal 6rneklerinin maya hiicresindeki MDA miktar1 lizerindeki etkisi kontrol grubuna
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gore karsilastirildiginda istatistiksel farklilik bulunmadigi halde, 4. Grup balda kismen
azaldig tespit edildi.

Tablo 10. Bal orneklerinin S. cerevisiae nin total protein, GSH ve MDA miktari tizerine etkisi

Bal 6rnekleri Total Protein (mg/g) GSH (pumol/g) MDA (nmol/g)
Kontrol 5.98+0.39 1.37+0.17 27.40£1.75
Bal 1 5.64+1.02 0.93+0.06 28.40+1.08
Bal 2 4.78+0.37 1.32+0.06 26.40+0.68
Bal 3 6.48+0.48 0.94+0.04 25.20+1.52
Bal 4 6.54+0.84 1.31+0.08 20.60+0.98
Bal 5 5.40+0.86 1.42+0.06 24.40+1.02
Bal 6 5.81+0.86 1.11+0.08 24.40+0.60
Bal 7 8.08+1.06 1.41+0.07 25.40+0.60
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Ulkemiz sahip oldugu zengin bitki ortiisii, iklim ve cografi yapismn gesitliligi
bakimindan ariciliga son derece elverisli bir konumdadir. Bu bakimdan giiniimiizde ¢ok
cesitli bal 6rnekleri mevcuttur. Fakat bunlarin i¢inde gida agisindan giivenli olanlarin sayisi
az diizeydedir. Ciinkii insanoglu zaman zaman arilara ar1 keki olarak tabir edebilecegimiz
yiyecegi sunarak onlart kandirabilmekte ve sonugta sahte ballar piyasaya siiriilmektedir.
Bunun ortaya konmasi ise ancak biyokimyasal g¢alismalarla miimkiin olmaktadir. Bu
bakimdan c¢alismamizda, Ardahan yoresinde iiretilen ve degisik bolgelerinden toplanan
bazi bal Orneklerinin biyokimyasal olarak seker igerikleri, bazi flavonoid tiirleri, total
flavonoid, total protein, 5-hidroksimetilfurfural (HMF) miktar1 ile yag asidi analizleri
yapildi. Bu analizlerden sonra, DPPH ile ABTS radikallerine karg1 antioksidan aktiviteleri
belirlenip, S. cerevsiae kiiltiir ortaminda besinsel degerinin ve gida gilivenliliginin
belirlenmesi amaglandi. Boylece tilkemizin 6nemli bal iiretim merkezlerinden biri olan
Ardahan yoresinin essiz florasindan kaynaklanan bal tiirlerinin kalitesinin ortaya
koyulmasinda katki saglandi. Tabi degerli olan bal ¢esidi ancak uygun sartlar yerine
getirildiginde ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisi ile sahte ballar bu degeri yansitmadigi gibi

tilketiciyide aldatmaktadir. Calismamiz bu konuya acgiklik getirmeyi de amaglamistir.

4.1. In vitro Ortamda Ballarin Etkisi

Calismamizda seker analizlerini inceledigimizde arastirmamizda temin ettigimiz
bal orneklerinde fruktoz, glukoz, maltoz, sakaroz ve arabinoz igerikleri analiz edilmistir.
Bu analiz sonuglarina gore fruktoz diizeyi 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. drneklerde % olarak sirayla
55.01, 55.99, 59.60, 58.31, 89.190, 60.20 ve 84.64 degerlerinde bulunmustur. Karkacier
vd.(200) farkli bal gruplariyla yaptig fruktoz miktarlarin1 % 39-42 arasinda bulmustur. Bu
sonuclar calismamizdaki sonuclar1 destekler niteliktedir. Ozellikle 5. ve 7. drneklerdeki
fruktoz orani digerlerine gore daha yiiksek olmasi kalite acisindan daha iyi olduklarini

gosterir.

Glukoz sonuglari ise 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. drneklerde % olarak sirayla 26.55, 24.77,
22.84, 24.02, 9.64, 24.3 ve 14.61 degerlerinde bulunmustur. Dogal yollarla yapilan
deneylerde baldaki glukoz orani diisiik bulunmustur. Bu durum 5 ve 7. 6rneklerin diger

ballara oranla kaliteli oldugunu ortaya koymustur.



Ballarin seker kompozisyonu, bala yapilan hileler acisindan bizlere ipucu veren
parametrelerden biridir. Bu ylizden ballarda bulunan seker miktarlar1 olduk¢a 6nemlidir.
Tirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’nde sakkaroz analizi i¢in belirlenen en yiiksek %35 olarak
belirtililmis olup ¢alismamizda bulunan degerlerin tamami Kodekse uygundur. Sakkarozun
baldaki miktar1, balin olgunlasma derecesine ve nektarin bilesimine gore degisir. Erken
hasat edilen olgunlagsmamis ballar fazla miktarda sakkaroz ihtiva eder. Bal standardi'nda
belirtilen sakkaroz miktarindan fazla ise, hile yapildig1 akla getirilebilir (Tutkun, 2000;
Kose, 1986).

Sahinler ve Giil (2001) yaptiklar1 arastirmalarda sakkaroz oranini ortalama % 1,9,
Lazaridou (2004) yaptig1 arastirmalarda sakkaroz oranini % 0,1-2,7 arasinda, Merin vd.
(1998) yaptiklar1 arastirmalarda sakkaroz oranimi % 2,72—-10,12 arasinda bulmuslardir.
Ardahan yoresi ballarinda yaptigimiz galismalarda sakkaroz orani ortalama %0.02-1.12
arasinda bulunmus olup, Sahinler ve Giil (2001) ile Lazaridou (2004)’nun yaptiklar
caligmalar ile benzerlik gostermektedir. Merin vd. (1998)’nin yaptigi ¢alismanin sonuglari

oldukea yiiksektir.

Sakkaroz ve maltoz miktarinin istenilen miktardan fazla olusu arilarin seker veya
nisasta surubu ile beslenerek bal elde edildigi seklinde yorumlanabilir. Calismamizda elde
edilen maltoz miktarlari 1, 2, 3, 4 ve 6. drneklerde % 16-19 arasinda bulunmus olup dogal
ballarla yapilan ¢aligmalarda maltoz degerleri % 0.8-2.5 arasinda bulunmustur. Bu durum
belirtilen ballar1 yapan arilara seker surubu ya da arilarin beslenmesinde kullanilan nigasta
bazli besinlerin verildiginin bir sonucu olabilir. Aksine 5. ve 7. ballardaki maltoz orani

sirayla % 0.012 ve % 0.010 degerlerinde bulunmustur.

Bizim elde ettigimiz sonuglar ile literatiir sonuglar1 5 ve 7 nolu ballarin hileli bal
olmadiklarini gosterir. Balin 6nemli kalite kriterlerinden biride 1sitma sonucu ortaya ¢ikan
5-hidroksimetilfurfural (5-HMF)’dur. Ozellikle pH =5 ve altinda fruktoz ve glukozun
dehidrasyonu ile olusmaktadir. 5-HMF miktari, balin tazeliginin en 6nemli gostergesidir
(Turhan vd., 2008). 5-HMF, balda karbohidratlarin 1s1l islem gormesi sonucu olusmaktadir.
Yiiksek sicaklik islemlerinde heksoz dehidrasyonu 5-HMF olusumuna yol agmakta olup,
yiikksek asitlik mevcudiyetinde 5-HMF olusumu artmaktadir. Diisiik sicakliklarda ise
Maillard reaksiyonu sonucu 5-HMF olusmaktadir (Gékmen, 2007). 5-HMF 1s1l islem
etkisiyle tepkimeye giren seker ve aminoasitlerin olusturdugu ve balda miktar

sinirlandirilmig olan bir maddedir. Tiirk Gida Kodeksine gore balda en fazla 40 mg/kg 5-
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HMF bulunabilir. Bu degerden daha fazla 5-HMF igerigi bala invert seker katildiginin
belirtisidir. Balda 5-HMF olusumu pH, sicaklik, 1s1l islemin uygulanma siiresi ve seker
konsantrasyonuna bagli oldugundan balin kalitesini belirlemede kullanilan en onemli

kriterlerdendir (Otles, 1995).

Merin ve arkadaglarmin 1998 yilinda siyah caylara tat vermek ic¢in kullanilan
ballarda yapilan bir aragtirmada, 5-HMF oranim1 0.32—-1.8 mg/kg arasinda, Yilmaz ve
Kiifrevioglu (2000) ile Tolon (1999) calismalarinda bal Orneklerinin ortalama 5-HMF
miktarini 3.3 ve 12.11 mg kg, Silici ve Tolon (2002) cam (salg1) bal1 lizerinde yaptiklar1 bir
calismada 5-HMF degerini 8.80 mg/kg, Sahinler vd. (2004) Hatay yoresinden toplanan 50
bal Orneginin biyokimyasal analizi sonucunda Orneklerde ortalama 5-HMF degerini
10.71mg/kg, Sunay ve Boyacioglu’nun 2008 yilinda yayla (¢igek) ballarinin 6zelliklerine
iliskin yaptiklar1 ¢alismada 5-HMF degerini 5.07-21.12 mg/kg arasinda bulmuslardir.
Caligmamizdaki edilen HMF verileri, Tolon’un (1999), Sunay ve Boyacioglu’nun (2008)
ve Silici ve Tolon’un (2002) ¢alismalarina ait degerlerin sinirlari iginde kalmis ve benzer
sonuglar elde edilmis olmakla birlikte Merin vd. (1998) ile Yilmaz ve Kiifrevioglu
(2000)'nun bulduklar1 degerlerden yiiksek bulunmustur. Ayrica sonuglarin, 19 Ocak 2010
tarihli TSE 3036 Bal Standardinda 5-HMF i¢in belirtilen iist sinir olan 40 mg/kg’dan

asagida olup standarda uydugu belirlenmistir.

Arastirmamizda Ardahan yoresindeki ballarin toplam fenolik madde icerigi de
belirlenmistir. Balin toplam fenolik madde igerigi, bitkisel ve cografi orijini, indirgen
sekerlerin etkilesiminin giderilmesinde izlenen yoOnteme bagli olarak degismektedir.
Mamary vd. (2002), Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak, indirgen sekerlerin girisimini
gidermeden, Akasya, Zizipus sp. ve tropikal ¢iceklerin ballarmin toplam fenolik madde
icerigini tayin etmistir. Elde edilen degerler 61,05-246,21 mg GAE / 100g arasinda
degismektedir. Benzer bir sekilde, Meda vd. (2005), Burkina Fas (Conbretaceae, Vitellaria
ve Lannea sp.) ballarinin toplam fenolik madde igerigi belirlemislerdir. Ortalama degerleri
32,59-114 mg GAE / 100 g arasinda tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, salgi ballari,
cicek ballarina kiyasla daha yiiksek toplam fenolik madde icermektedir. Bagka bir
calismada, Beretta vd. (2005), bazi italyan ballarinin toplam fenolik madde igeriklerini
belirlemislerdir. Indirgen sekerlerin etkilesiminin uzaklastirilmasi amaciyla, Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisi asidik kosulda (sodyum karbonatin ilave edilmemesinden)

gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, Singleton vd. (1999)’a gore Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi
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asidik kosulda, askorbik asit ve ¢ok kolay oksitlenebilir bilesiklerinin tayin edilmesinde
kullanilabilmektedir. Bu nedenle, bu yontem ile elde edilen degerlerin yalniz fenolik
igerigin bir gostergesi oldugu dogru degildir. Cilinkii bu degerler, diger degerlere kiyasla
diisiik goriilmektedir. Bu arastirmada toplam fenolik madde igerigi 5,25 -78,96 mg GAE /
100 g araliginda bulunmustur. Ornegin, cilek, kestane ve akasya ballarmin toplam fenolik

madde igerigi sirastyla 78,96, 21,21 ve 5,25 mg GAE / 100 g dolayindadir.

Blasa vd. (2005), meshur italyan Millefiori ve akasya ballarmin toplam fenolik
madde igerigini Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi kullanilarak belirlemistir. Elde edilen degerler
sira ile 12,5 ve 17,5 mg GAE /100 g dolayindadir. Calismamizda elde edilen toplam
fenolik madde sonuglart 40-140 mg arasindadir. Bu sonuglar Mamary vd. (2002)’in
sonuglartyla uyusmaktadir. Ayrica, Bertoncelj vd. (2007) thlamur, akasya, ormangiili,
koknar gibi cesitli orijine sahip bal Orneklerinin toplam fenolik madde igerigini
incelemislerdir. Yaptiklar1 arastirma sonucunda en diisiik (44.8 mg/100g) toplam fenolik
madde akasya balinda, en yiiksek (241.4mg/100g) toplam fenolik madde kdknar balinda

tespit etmislerdir. Bu sonucglarda ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Aragtirmamizda kullanmis oldugumuz Dballarda flavanoid analizleri de
gerceklestirildi. Arastirma sonuglarinda ¢alistigimiz bazi ballarda rutin, mirisetin, morin,
kuarsetin ve naringin flavanoidleri tespit edildi. Bu flavanoidlerin oran1 5 ve 7. bal
orneklerinde digerlerine gore yiiksek oranda bulundu. Ballardaki flavanoidler iizerine
yapilan bazi ¢aligmalarda Martos vd. (1997), Tunus okaliptiis ballarinin fenolik profilini,
kuersetin, 8-metoksikaempferol, kamferol, mirisetin -3, 7, 4', 5 metil ve ellajik asit olarak
belirlemistir. Ayrica Avustralya Leptospermum polygalifolium balinin fenolik profili, Yao
vd. (2003) tarafindan agiklanan Yeni Zelanda Manuka (Leptospermum scoparium) balinin
fenolik profiline benzemekte ve mirisetin, tirisetin, kuersetin, luteolin, pinobanksin ve
kamferol flavonoidlerini icermektedir. Bu ¢alismalarda kuarsetin ve mirisetin i¢erigi bizim

calismamizla paralellik gostermektedir.

Tiim bu analizlere ilaveten c¢alismamizda ballarin antioksidan kapasitesi de
arastirilmistir. Bu amacgla oOrneklerin DPPH ve ABTS serbest radikalini temizleme
ozellikleri iizerinde durulmustur. DPPH (a,a-Diphenyl-b-picrylhydrazyl) serbest radikalini
temizleme sonuclarina gore; 200 pl konsantrasyondan itibaren tim bal Orneklerinin
antioksidan aktivite gdsterdigi saptandi. 200 pl’lik konsantrasyonda ornekler igerisinde 5.

ve 7. bal 6rneklerinin diger 6rneklere gore belirgin oranda radikal temizle etkisinin oldugu

47



belirlendi. ABTS radikalini temizleme sonuglarina gore de 5 ve 7. 6rneklerin yani sira her

konsantrasyonda 3 ve 4. drneklerinde belirgin antioksidan aktivite gosterdigi saptanmuistir.

Aljadi vd. (2004) Malezya’da iki farkli orijinde bal Orneginin antioksidan
aktivitelerini incelemeyi amaglamislardir. Radikal stipiiriicii etki DPPH ile belirlenmistir.
0.22-0.36 mg/ml arasinda degistigini bildirmislerdir. Toplam antioksidan aktivite ise 0.13-
0.90 milimolTE/g degerleri arasinda degistigini saptamislardir.

Bertonjelj vd. (2007) Slovenya ‘da yaygin 7 gesit bal 6rnegini antioksidan aktivitesi
yoniinden incelemislerdir. Yapilan arastirma sonunda acik renkli akasya ve ihlamur balinin
antioksidan aktivitesinin diisiik, koyu renkli ladin ve orman giilii balinin ise antioksidan
madde aktivitesinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Akasya balinda bu deger 0.07
milimolTE/g, ladin ve orman giilii ballarinin antioksidan aktivite degerleri ise 0.42-0.47

milimolTE/g arasindadir.

4.2. Anaerobik Kiiltiir Ortamda Ballarin Etkisi

Ballarin Saccharomyces cerevisiae’nin biyokimyasal parametreleri iizerindeki
etkileri arastirilirken ballarin bu mikroorganizmada ki yag asidi, vitamin, protein, glutatyon

ve MDA iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Bal o6rnekleri Saccharomyces cerevisiae’nin yag asidi profili lizerindeki etkileri
incelendiginde genel olarak bal gruplarinda kontrol gruplarina gore miristik asit,
miristoleik asitin onemli farklilik gostermedigi, palmitik asit, palmitoleik asit ve 15:1 yag
asidinin ise genel olarak azaldigi tespit edilmistir. Ayrica stearik, oleik, linoleik ve

dokosaheksaenoik asitte ise genel olarak kontrol grubuna gore artis belirlenmistir.

Tim bu yag asitlerindeki artislar ve azalislar g6z Oniline alindiginda
Saccharomyces cerevisiae 'nin gelisme ortamina ilave edilen farkli ballarin neden oldugu
sOylenebilir. Ciinkii, farkli olan bu ballarin besin igerigindeki karbon kaynaklarinin oranlari
farklidir ve Ozsahin (2009)’un meyve ekstratlari iizerinde yaptig1 ¢aligmada belirttigi gibi
ozellikle farkli meyvelerde kullanilan karbon kaynaginin farkli olmasi Saccharomyces
cerevisiae sentezlenen bu yag asitlerinin transkribinden sorumlu olan enzimlerin
aktivetesini inhibe ya da stimiille ederek yag asidi miktarlarinda farkliliga yol

acabilmektedir.
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McDonough ve Roth (2004) mayadan yag asidi sentezini arastirdiklar
calismalarinda Schizosaccharomyces pombe’nin iki farkli gelisme ortaminda (20 °C ve 30
°C ) palmitik asit, palmitoleik asit, oleik asit ve linoleik asit sentezi oldugunu belirlemisler
ve calisma sonucunda Schizosaccharomyces pombe hiicrelerinde oleik asit (18:1)
sentezinin stearoly CoA desaturaz’in (A° desaturaz) kontroliiyle miimkiin oldugunu

saptamislardir.

Abrodo vd. (2005) ise; Saccharomyces cerevisiae’nin gelencksel yontemlerle elma
suyunda uygulanan fermentasyonunun yag asitleri tizerine etkisini aragtirmislardir. Miristik
asit, palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik ve linoleik asit sentezinin oldugunu
rapor etmislerdir. Ayrica bu yag asitlerinden palmitik asidin fermentasyon teknolojisi igin

onemli bir degere sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Torija vd. (2002) Saccharomyces cerevisiae’nin yag asidi bilesimi iizerine nitrojen
kaynaklarinin etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda mayanin gelisme ortaminin igeriginin ve
cevresel sartlarin hiicre membran yag asidi bilesimini etkiledigini belirtmislerdir. Bu
diisiincenin temelinde ise; plasma membraninin mayanin i¢inde bulundugu ¢evre ile temas
kuran ilk hiicre kismi1 olmasindan kaynaklandigini ileri siirmislerdir. Gurvitz vd. (2001)
yaptiklar1 ¢alismada; Saccharomyces cerevisiae’den sentezlenen linoleik asit izomerlerinin
insan beslenmesinde Onemli bir yere sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu izomerlerin
ozellikle antikarsinogenezis, antiarteriosklerotik ve yaglanmay1 azaltici etkisi oldugunu

ortaya koymuslardir.

Bulgularimiz, bal 6rneklerinin Saccharomyces cerevisiae’nin vitamin bilesenlerini
de farkli oranlarda etkiledigini gosterdi. Vitaminler lizerine mayanin gelisme ortamina
glukoz yerine bal ilavesinin farkli oranlarda etkili oldugu tespit edildi. Ozsahin vd. (2009)
yaptigi caligmalarla uyum igerisinde oldugu anlasildi. Onlarin  caligmalarinda
Saccharomyces cerevisiae‘nin gelisme ortamina glukoz yerine iiziim ve dut pekmezlerinin
ilavesiyle mayanin lipofilik vitaminler ve yag asidi sentezi lizerinde farkliliklara yol agtig
belirtmistir. Bunun nedeni kullanilan farkli karbon kaynaklarina sahip besin i¢eriklerinden

kaynaklandig ileri siiriilmiistiir.

Saccharomyces cerevisiae’nin bal igeren ortamdaki toplam protein diizeyleri
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda artis oldugu belirlendi. Bu artig radikallere karsi
savunma yapabilen antioksidan enzimlerin transkribsiyonundaki artisindan ileri geldigi

diistiniilmektedir.

49



Lee vd. (2001) Saccharomyces cerevisiae‘da iyon radyasyonuna karsi siiperoksit
radikalinin koruyucu etkisinin arastirdiklar1 calismalarinda mayada radyasyon sonunda
SOD’un yani sira katalaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin diizeylerinin yliksek seviyede

oldugunu gézlemlemislerdir.

Saccharomyces cerevisiae’dan sentezlenen glutatyon miktarlari tizerindeki etkiler
kontrol gruplarina gore karsilastirildiginda 5. grup disindaki gruplarda kismen azalma
tespit edilmistir. Gelisme ortamindaki MDA diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda

kontrol grubuna gére azalmalar gézlenmistir.

Sonug olarak, calismamizda inceledgimiz bal 6rnekleri arasinda yalnizca iki bal
orneginin bir ¢ok Kkriter bakimindan kaliteli bal ozelligini tagidigr goriillmustiir.
Inceledigimiz bal 6rnekleri iginde ¢ok az diizeyde olmasi gereken maltoz diizeyinin ¢ok
yiiksek oldugu bulunmustur. Maltoz, biyokimyasal olarak bitki 6zsularinda serbest olarak
bulunmayan, sindirim sisteminde nisastanin amilaz enzimi tarafindan sindirimini sonunda
ortaya cikan bir disakkarittir. Bal i¢inde maltozun yiiksek oranda bulunmasi arilarin
beslenmesinde kullanilan ar1 kekinden kaynaklandigi sOylenebilir. Ciinkii ar1 keki
yapiminda soya ununun Kkullanildigi belirtilmektedir. Bal numunelerinin kalite

kontrollerinde kriterlerden biri olarak maltoz miktar1 6l¢ii olarak dikkate alinabilir.
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