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OZET

FARKLI ORMAN GULU (RHODODENDRON L.) TURLERINDEN ELDE
EDILEN BALLARIN ANTiMiKROBIYAL, ANTiIOKSIDAN VE BiYOAKTIF
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

MERT AKGUN
ORDU UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ZOOTEKNI ANABILiM DAL

YUKSEK LiSANS TEZI, 48 SAYFA

TEZ DANISMANI: PROF.DR. SEZAI ALKAN

Bu ¢alisma Karadeniz Bolgesi'nde yetisen ii¢ farkli orman giilii (Rhododendron)
tiiriiniin yogun oldugu lokasyonlarda yiiriitiilmiistiir. Bu amacgla mor orman giilii
(Rhododendron ponticum L.) i¢in Ordu ili Kent ormani (Yoroz mevkii), sar1 orman
giilii (Rhododendron luteum L.) i¢in Ordu ili Aybasti yaylasi ve beyaz orman giilii
(Rhododendron caucasicum L.) i¢in de Rize’nin ikizdere ilgesine bagli Anzer yaylasi
secilmistir. Her bir orman giilii bitkisinin bulundugu lokasyona ii¢ ar1 kovam
yerlestirilmis ve 5 giin bal ve polen toplanmistir.

Arastirmada, orman giilii (Rhododendron) tiirlerinden elde edilen bal ve polen
orneklerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri ile fizikokimyasal 6zellikleri
incelenmistir. Farkli orman giilii tiirinlerinden elde edilen bal ve polen 6rneklerinde
toplam fenolik igerikleri ve DPPH serbest radikal temizleme aktiviteleri ile
antioksidan aktiviteleri de incelenmistir. Ayrica, bal ve polenlerin asetilkolinesteraz
ve butirilkolinesteraz avtivitesi ve lipid peroksidasyonu iizerindeki inhibisyon
potansiyelleri de arastirilmistir.

Bal i¢in 6nemli kalite parametrelerinden olan prolin analiz sonuglar1 incelendiginde
beyaz orman giilii (Rhododendroncaucasicum L.) bali en yiiksek degere sahip olmus
ve 923,0 mg/kg deger ile diger orman giilii 6rneklerinden farklilik gostermistir. Balin
onemli faktorlerden olan diastaz sayisi 15,5 ile 8,0 arasinda degiskenlik géstermis ve
en yiksek deger beyaz orman giilinde (Rhododendron caucasicum L.) elde
edilmistir. Tim orman giilii bal ve polen 6rneklerinin pUCI8 plazmid DNA'sina
karst benzer etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Prolin miktar1 balin kalitesinin
belirlenmesinde 6nemli bir parametre olup mor orman giilii (Rhododendron ponticum
L.) bitkisinden elde edilen bal 6rnekleri diger bal 6rneklerinden daha diisiik degere
sahip olmustur. Yine orman giilii bal ve polen 6rneklerinin ham ekstraktlarinin
bakteri ve mantarlara kars1 belirgin antibakteriyel ve antifungal etki gosterdigi de
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Orman Giilii (Rhododendron), Bal, Polen, Antioksidan



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT AND
BIOACTIVE PROPERTIES OF HONEYS FROM DIFFERENT
RHODODENDRON SPECIES

MERT AKGUN
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SCIENCES
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MASTER THESIS, 48 PAGES
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DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITIES, ANTIOXIDANT
CAPACITIES AND BIOACTIVE COMPONENTS OF HONEYS FROM
DIFFERENT RHODODENDRON SPECIES

This study was carried out to determine the antimicrobial activities, antioxidant
capacities and bioactive components of honeys and pollen obtained from three
different Rhododendron species grown in the Black Sea Region. For this purpose,
Rhododendron ponticum L. grown in Ordu province Urban forest (Yoroz locality),
Rhododendron luteum L. grown in the province of Ordu Aybasti plateau and
Rhododendron caucasicum L. grown in the Anzer plateau of ikizdere district were
chosen. Three bee hives were placed at the location of each Rhododendron plant and
honey and pollen samples were collected for 5 days.

Antimicrobial activities, antioxidant capacities and physicochemical properties of
honey and pollen samples obtained from different Rhododendron species were
investigated. Total phenolic contents and DPPH free radical scavenging activities
and antioxidant activities of honey and pollen samples were also investigated.
Moreover, the inhibition potentials of honey and pollen on acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase activity and lipid peroxidation were examined.

Honey samples obtained from Rhododendron caucasicum L. showed the highest
proline value (one of the important quality parameters for honey) (923.0 mg / kg)
which was significantly, while that obtained from Rhododendron ponticum L. had
the lowest proline value. The diaztase number of honeys, another important quality
factor, varied between 15.5 and 8.0 and the highest value was obtained in the
Rhododendron caucasicum L. All rhododendron species honey and pollen samples
displayed similar effects against pUC18 plasmid DNA. Moreover, raw extracts of
honey and pollen samples of forest rose were found to exhibit significant
antibacterial and antifungal activities against.

Key words: Rhododendron, Honey, Pollen, Antioxidant
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1. GIRIS

Insanin temel ihtiyaclarinin basinda beslenme gelmektedir. Bu ihtiyag bitkisel ve
hayvansal gidalardan karsilanmaktadir. Temel olarak hayvansal gida denildiginde et,
slit, yumurta ve bal akla gelmektedir. S6z konusu gidalarin bir kismi gida ihtiyaci
yaninda ilag¢ olarak da kullanilmaktadir. Aricilik faaliyetleri sonucu, insan sagligi ve
beslenmesi acisindan basta bal olmak lizere ¢ok Onemli iirlinler {iretilmektedir. Bal
beslenme ve saglik acisindan 6nemli bilesenler bulunmaktadir. Bu bilesenlerin
basinda karbonhidrat gelir. Ayn1 zamanda az miktarda protein, amino asit, enzim,
mineral, iz element, vitamin, aroma bilesenleri ve polifenol gibi maddeler igerir.
Balin, sindirim olaymin gerceklesmesinde dogrudan etkili olup diger gida
maddelerinin daha iyi emilmesini sagladig1 bunlardan yararlanma oranini arttirdigi
bilinmektedir. Bal antik caglardan bu yana, bir¢ok kiiltiir tarafindan medikal

amaclarla kullanilmaktadir (Ay ve Yigit, 2016).

Diinya niifusunun hizla artisina oranla da aricilik faliyetleri ve buna bagli olarakda
bal iiretim miktar1 artmaktadir. Ar1 kolonisi sayisina gore iilkelerin siralamasi
Cizelge 1.1’ de verilmistir. Aym ¢izelgede koloni basina bal verimide verilmistir.
Diinyada en fazla ar1 kolonisine sahip olan ilk ii¢ iilke sirasiyla Cin, Tiirkiye ve

[randir. Tiirkiye yaklasik 7,8 milyon koloni ile ikinci yer almaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1 Diinya Koloni Varlig1 ve Bal Verimi (FAO, 2019)

Sira (2017)  Ulke Koloni varligi (Adet) Verim (Kg/Koloni)
1 Cin 9156882 54,3
2 Tiirkiye 7796666 14,7
3 ran 7271825 25,2
4 Etiyopya 6139990 8,1
5 Rusya Federasyonu 3349976 19,6
6 Arjantin 3003036 25,6
7 Tanzanya 2998785 10,1
8 Ispanya 2904971 12,6
9 ABD 2669000 251

10 Meksika 1853807 27,5
11 Kore Cumbh. 1724389 15,4
12 Orta Afrika Cum 1664185 9,7
13 Kenya 1623028 11,1
14 Polonya 1589276 10,8
15 Yunanistan 1561498 11,5




Koloni bagina en yiiksek verimin alindig1 ilk bes iilke ise Cin, Meksika, Arjantin,
fran ve ABD’dir (Anonim, 2019). Koloni basmna verimi bu bes iilkede sirasiyla
yaklasik 54, 28, 26, 25 ve 25 kg/koloni civarindadir. Ulkemiz koloni basina bal
verimi yoniinden diger iilkelerin gerisinde kalmistir. Tiirkiye’de kovan bagina bal
verimini etkileyen faktorler, iiretici profili, ar1 hastalik ve zararlilar1 ve destekleme
politikalart seklinde siralayabiliriz. Kovan basmma bal veriminde saglanacak
iyilesmeler aricilik isletmelerinin daha karli ve verimli bir tdretim faaliyeti
gergeklestirmesine olanak saglayacaktir. Bu konuda yapilacak tim iyilesme ve
iyilestirme politikalar1 sektdrli bir adim daha ileriye gotiirecektir (Cevrimli ve

Sakarya, 2018).

Diinya da koloni sayis1 bakimindan 2. sirada yer alan Tiirkiye yaklasik 115 bin ton
bal tiretimi ile 2. Sirada yer almaktadir (Anonim, 2019). Dort mevsimin bir arada
yasandig1 tilkemiz, farkli ilkim 6zellikleri ve ekolojik bdlgeleri ile tarimsal iiretim
cesitliligi acisindan diinyanin 6nemli bdlgelerinden biridir. Zengin bitki Ortiisii,
iklimsel 6zellikleri ve insan kaynagi dikkate alindiginda Tiirkiye’de aricilik hem tilke
insanina saglikli iirtinler sunabilecek hem de onemli ihracat geliri saglayabilecek

potansiyele sahiptir.

Tiirkiye ekolojik kosullar ve zengin bitki Ortiisii sayesinde genis cografyada aricilik
yapilabilmekte ve son yillarda koloni sayisindaki artiglarla aricilikta s6z sahibidir.
Diinya’da ki kesif edilen balli bitki tiirlerinin yaklasik %75°1 {ilkemizde
bulunmaktadir (Korkmaz, 2007). Bu floraca zenginligin nedeni yurdumuzun degisik
yorelerinde farkli iklimsel, topografik 6zelliklerin goriilmesi ve bu g¢evre sartlarina

uygun farkli bitki birliklerinin olusmasidir (Ekim, 1987).

Yurdumuzun tiim bolgelerinde aricilik yapilabilmesine ragmen, ayni éneme sahip
degildir. Cografik bolgelerimiz aricilik agisindan kendine 6zgii ¢ok degisik bitki
tirlerini barindirmaktadir (Korkmaz, 2007). Buna paralel olarak, degisik dogal
sartlarda ve farkli yillarda yabani ve kiiltiir bitkilerinin ¢igeklenme donemleri ayni

olmayip yéreden ydreye degisim gostermektedir (Oder, 1993)

Tirkiye’de her bolgenin kendine 6zgii ¢evre kosullarina sahip olmasi, bitkilerin
cigeklenme donemlerinin farkli olmasi, farkli ekolojik kosullarda birgok ar1 irk ve

ekotipi ile yil boyu nektar ve polen saglayan oldukc¢a zengin floral kaynaklar



bulunmas1 ballarda fakliligi yaratmaktadir. Bolgesel olarak degerlendirildiginde
Tiirkiye’nin Karadeniz Bolgesi’nde kestane, ihlamur, akasya, ormangiilii ballari

uretilmektedir.

Tirkiye’de her bolgenin kendine 6zgli iklim kosullarina sahip olmasi bitkilerin
ciceklenme donemlerinin de farkli olmasina, zengin ve farkli flora kaynaklarinin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu farkli ve zengin floralarda birgok ar1 irki ve
ekotipi yil boyunca yetistirilmektedir. Bu durum yil boyunca elde edilen ballarda

farkliliga neden olmaktadir.

Karadeniz bdlgesi, Tirkiye ariciliginda o©nemli bir yer teskil etmektedir.
Tiirkiye’deki aricilik isletmelerinin %27°si, koloni varliginin ise %19’u Karadeniz
Bolgesi tarafindan temsil edilmektedir. Tiirkiye bal iiretiminin %24’ Karadeniz

bolgesi aricilar tarafindan saglanmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) gida standartlarina
bal, bal arilann tarafindan ciceklerin nektarlarindan veya bitkilerin yasayan
kisimlarindan meydana gelen salgilarin toplanarak, 06zel bazi maddeler ile
kanstirilldiktan ve birtakim degisikliklere ugratildiktan sonra petek gozlerine
depolamak suretiyle tirettikleri tatli bir madde olarak tanimlanmistir. Benzer olarak
Tiirk Gida Kodeksi 2012/58 nolu Bal Tebligi’nde “bal; bitki nektarlarinin, bitkilerin
canli kisimlarinin salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar iizerinde yasayan biti
emici boceklerin salgilarin bal ar1 tarafindan toplandiktan sonra kendine ozgii
maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigl, su igerigini diisiirdiigii ve petekte

depolayarak olgunlastirdigi dogal {iriinii ifade eder” seklinde tanimlanmistir.

Balin bilesimi olduk¢a degiskendir ve dncelikle ¢icek kaynagina baglidir; bununla
birlikte, mevsimsel ve ¢evresel faktorler ve isleme gibi bazi dis faktorler de rol
oynamaktadir. Bal, fruktoz (%38) ve glikoz (%31) olan sekerler bulunan asiri
doygun bir ¢ozeltidir. Fenolik bilesikler ile mineraller, proteinler, serbest amino
asitler, enzimler ve vitaminler aktif kiiciik bilesenler olarak oOnemli katkida

bulunmaktadir (Alvarez-Suarez ve ark., 2010).

Balin kuru agirhi@inin yaklasik %95°i karbonhidrat kaynakli olup mono-, di- ve

oligosakkaritlerden olusmaktadir. Genel olarak sekerlerin %70’ini monosakkarit



tirleri, %10-15’ini disakkaritler ve geri kalanini oligosakkaritlerden olusmaktadir

(Giindiiz, 2015).

Bal, besin degerinin yiiksek olmasi ve insan sagligina olan katkist icin tiiketilen
dogal tatl1 bir iirlindiir. Daha 6nceki bir¢ok calismada, taze agirlik esasina gore balin
bircok meyve ve sebzelere benzer antioksidan kapasitesi oldugu gosterilmistir. Balin
antioksidan aktivitesi biiyiik 6l¢iide balin ¢icek kaynagina gore degisir. Cesitli ¢icek
kaynaklarindan elde edilen ballarda antioksidan maddelerin profilleri hakkinda bazi
calismalar yapilmistir. Bu profillerdeki varyasyon, oksidatif reaksiyonlara karsi
korumak i¢in ballarin yaygin olarak degisen yeteneklerinden sorumlu olabilir
(Gheldof ve Engeseth, 2002).

Déllenme zorunlulugu duyan bitkilerin arilarin ilgisini ¢ekmek iizere ¢igcekte bulunan
salg1 organlarindan salgiladiklar1 maddeye nektar denilmektedir (Dogaroglu, 2017).
Nektar; bazi bitkilerin yaprak, dal ve tomurcuklart tarafindan ve ¢igekli bitkilerin
nektar denen salgi organlarindan salgilanan ve igerisinde farkli miktarlarda mineral
maddeler, amino asitler, seker, esansiyel yaglar, enzimler ve organik asitler bulunan
bitki 6zii veya sekerli stvidir (Gtiler, 2017). Bitkilerden salgilanan nektar genellikle
renksiz, saydam ve 15181 kirict 6zelliktedir.

Dogada nektar kaynaklart olarak 6nem kazanmis binlerce bitki tiirii bulunmaktadir.
Nektar kaynaklarini gruplandirilarak 6rnek verecek olursak;

-Yem bitkileri; Yonca, korunga, fig ve tiggiil vb.

-Kiiltiir bitkileri; Aygicegi, pamuk, kanola, ar1 otu ve meyve agaglari vb.

-Kir ¢igekleri; kekik, adacay1, keven ve ¢esitli bahar ¢igekleri vb.

-Basura kaynaklari; cam kabuklu kosnili vb.

-Agac ve calilar; akasya, kestane, thlamur, piiren, alig, igde, sogiit, hayit, karacali,

koca -Yemis ve ormangiilii vb. bitkiler sayilabilir (Dogaroglu, 2017).

Bu bitkilerden biri de Karadeniz bolgesinde yaygin olarak yetisen ve bolgede delibal
olarak adlandirilan ballarin iiretiminde baskin etkiye sahip olan ormangili
(Rhododendron spp.) tiirleri olusturmaktadir. Bu bitkilerden elde edilen bal
zehirlenmeye sebep oldugu i¢in yorede komar ya da agu bali olarak bilinmekte ve
litaratiirde deli bal olarak adlandirilmaktadir. Orman giilleri, bitkiler aleminin
tohumlu bitkiler sinifinin fundagiller (Ericaceae) familyasi, Rhododendron cinsine ait

odunsu ve yapragini doken cal1 halindeki bitkilerdir. Tiirkiye’de bunlarin birkag tiirii
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ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesi basta olmak {izere Marmara Bolgesinde orman igi
bitkisi olarak yetismektedir. Karadeniz Bolgesi’nde daha ¢ok mor orman gili
(Rhododendron ponticum), sar1 orman giilii (Rhododendron luteum), beyaz (Kafkas)
orman giilii (Rhododendron caucasicum) ve melezleri bulunmaktadir (Giiler, 2017).

Orman giillerinin bodur ¢esitleri peyzaj ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir.

Orman giiliinlin orijini Karadeniz bolgesidir. Orman giilii bitkisinin nektarlar1 bol
miktarda olup boélge ariciliginda kullanilmakta ve yiiksek fiyatlardan alici
bulmaktadir. Ancak bu ballar igerinde bulunan zararli toksinlerden dolay1 asiri

tiiketiminde 6liimlere sebep olabilmektedir.

Orman giilii bali, yliksek oranda grayanotoksin iceren Sapindaceae familyasi ve
Ericaceae familyasinin Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum tiirlerinin
nektarinin bal arilarn tarafindan toplanmasi, dehidre edilip olgunlagmasi sonucu

olusturulan dogal bir iirlindiir (Ceter ve Giiney, 2011).

Orman giilti ballari, genelde amber renginde ve berrak goriiniimli olup kendine has
tad1 kokusu olan ve kolay kristallenmeyen bir besindir. Kaynatilirsa ve uzun siire
bekletilirse toksisitesi kaybolur. Bu nedenle zehirlenmeler taze balla ortaya
cikmaktadir (Calangu, 1995). Yapilan bilimsel ¢aligmalarda orman giilii balinin nem,
kiil, seker, mineral madde yoniinden diger ballardan farkli olmadig: bildirilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda bu balin yliksek fenolik madde igerigine sahip oldugu ve
bundan dolayr yiliksek antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
bildirilmektedir. Dolayisiyla orman giilii bali her ne kadar toksik etkiye sahip ajanlar
barindirsa da 6te yandan azimsanmayacak derecede biyoaktif 6zellige de sahiptir

(Silici ve ark., 2010).

Orman giilleri ¢ok yillik bitkilerden olup Ericaceae familyasina aittir. Orman
giillerinin bilinen 8 farkli alt cins ve bu cinsin yaklasik 800 tiirii vardir. Tiirkiye'de
ise sadece 5 farkli Rhododendron tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda toksik
ozellikleri bilinip zehir olarak kullanilmasina ragmen, ¢ok yararli bir bitkilerdir.
Orman giilleri, mide-bagirsak rahatsizliklari, cilt hastaliklari, enflamatuar durumlar,
agri, soguk alginligi, astim, iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle ge¢cmisten
giinimiize kadar tedavi amag¢h kullanilmaktadir. Orman giillerinin toksisitesi

grayanotoksinlerin  yapraklarda, ¢igeklerde ve nektarda  bulunmasindan



kaynaklanmaktadir (Cakir ve ark., 2005; Popescu ve Kopp, 2013; Silici ve ark.,
2014). Toksik diterpenlerin yani sira, orman giillii tiirleri ayrica flavonoidler, basit
fenoller ve fenolik asitler, triterpenoidler, tanenler ve ugucu yaglar igerir. Tim igerigi
ve gizemli 6zellikleri sayesinde, toksik bal, bazi bitkisel ilaglar tarafindan bir ¢ok
ilacin bileseni olarak ve Ozellikle Karadeniz Bolgesi'nde bazi hastaliklarin
tedavisinde alternatif bir ila¢ olarak kullanilmaktadir (Cakir ve ark., 2005; Silici ve
ark., 2010). Orman giilii bali, Rhododendron tiiriiniin ¢igeklerinden nektar toplayan
bal arilan tarafindan {retilir. Birgok Rhododendron tiiriiniin nektari, yapraklari,
cigekleri, ve poleni toksik diterpenoid igerir, bu nedenle RB “deli bal” veya “toksik
bal” olarak bilinir. Ozellikle, Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz Bolgesi daglarinda ve
ayrica Japonya, Nepal, Brezilya ve Kuzey Amerika ve Avrupa'nin bazi bolgelerinde
yetisen Rhododendron ponticum nektar1, M.O. 400 yillarindan beri RB iiretmek igin
kullanilmaktadir. RB, aricilar tarafindan Tiirkiye'deki pek cok saglik problemi
tizerindeki olumlu etkilerinden dolay: iiretilmekte ve yiliksek fiyata satilmaktadir

(Silici ve ark., 2010; Silici ve ark., 2014).

Rhododendron ferrugineum L., Rhododendron arboreum Sm., Rhododendron molle
(Blume) G. Don., Rhododendron simsii Planch ve Rhododendron tomentosum
Harmaja gibi farkli Rhododendron tiirlerinin gesitli bitki kisimlarinin farmakolojik ve
biyolojik aktiviteleri incelenmistir (Popescu ve Kopp, 2013). Tiirkiye'den
Rhododendron luteum bitkisinin gen¢ yapraklarimin ve Rhododendron ponticum
L.'nin saplarinin anti-enflamatuar, asetilkolinesteraz inhibisyonu, anti-protozoal
aktiviteleri, anti-bakteriyel ve asetilkolinesteraz inhibisyonu daha once yapilan
calismalara konu olmustur. Bununla birlikte, Rhododendron caucasicum L. igin
boyle bir bulgu yoktur (Dragendorff, 1898; Rétsch, 1998; Tasdemir ve ark., 2005;
Alan ve ark., 2010; Usta ve ark., 2012;). Ote yandan, ormangiilii ballarda yapilan
caligmalarin ¢ogunda, hangi ormangiilii tiirlerinin kullanildig: agikga belirtilmemistir
(Silici ve ark., 2010; Silici ve ark., 2014). Sadece birka¢ ¢alismada, R. ponticum'dan
gelen ballar aragtinlmistir (Kurtoglu ve ark., 2014). Ayrica, R. Ponticum ve R.
Luteum'dan iiretilen deli bal kullanimi ile ilgili 1199 vaka degerlendirilerek deli bal
zehirlenmesi bildirilmistir (Silici ve Atayoglu, 2015). Dahasi, polen {lizerine yapilan
calismalar baldan daha azdir ve bu konuda literatiir eksikliginin oldugu

goriilmektedir. Yiriitiilen tez ¢aligmasinda Dogu Karadeniz Bolgesinde yaygin olan



ti¢ farkli orman giilii, R. ponticum L., R. luteum L. ve R. caucasicum L.'den elde
edilen bal ve polen 6rnekleri nem, kiil, sukroz, invert seker, HMF igerigi ve diastaz
aktivitesi, asitlik gibi fizikokimyasal oOzelliklerinin yaninda antimikrobiyal,

antioksidan ve biyoaktif 6zelliklerini belirlemek i¢in yiiriitiilmiistiir.

1.1 Ballin Nem I¢erigi

Balin stabil kalabilmesi ve maya fermentasyonu sonucu bozulmaya direncini
gosteren kalite kriteri balin su igerigidir (Bogdanov, 2002). Balin su yiizdesinin
diisikk olmasi olgunluk derecesini gosterir ve buna gore de uzun siire bozulmadan
saklanabilir (Erdogan ve ark., 2004). Ballar normalde %16-21 arasinda nem
igermektedir ancak nem arttik¢a hem balin kalitesi diismekte, hem de balin fermente
olma riski artmaktadir. Bu nedenle {iiretilen ballarda nem oranin diisiik olmasi
beklenmektedir. Bal ayn1 zamanda higroskopik 6zelliginden dolayr disaridan da nem
alabilmektedir. Balin nem igerigi hasat donemine, kovanda ulasilan olgunluk
derecesine ve iklimsel faktorlere bagli olarak farklilik gostermektedir (Finola ve ark.,
2007). Yeteri kadar olgunlagmamis balin hasat edilmesi ¢ok nem igermesine,
dolayistyla erken kristallesmesine ve fermentasyonuna neden olmaktadir (Tolon,
1999; Dogaroglu, 2009). Genel olarak dag ballar1 ova ballarindan daha az nem
icermekte olup, fazla nem balin olgunlagsmadigin1 ya da disaridan su katildigini
gostermekte ve balin yiizey fermentasyonu tehlikesini dogurmaktadir (Yardibi,
2008). Bu faktorlerin yaninda ballarin saklandigi kaplarin nem gegirgenliginin ve
depolandig1 yerin neminin yiiksek olmasi da balin higroskopik 6zelliginden dolay1
nem diizeyini artirmaktadir. Balda nemin yapi, sekerlenme ve kalite korunmasinda
onemli bir rolii vardir. Giiniimiizde diinyada balin nem igerigine gore; nem orani en
fazla %17.8 olan ballar I. siif; %18.6 olanlar II. sinif ballar; %20.0 olanlar ise III.
sinif ballar seklinde siniflandiriimaktadir (Caner, 2010).

1.2 pH

Dogal bal asidik yapida olup, pH’s1 3.4-6.1 arasinda degismekle birlikte ortalama
olarak 3.9 civarindadir (Korkmaz, 2010). Balin asitligi icerdigi malik asit orani ile
Ol¢iilmektedir. Malik asit orant %0.1-0.4 arasinda degismektedir. Malik asit orani
%0.4’lin iizerinde olan ballar sakincali ballar smifina girmektedir. Balin asidik

yapida olmasi, bilinyesinde barindirdig1 tiamin, riboflavin, askorbik asit, pridoksin



(vitamin B6), pantotenik asit ve nikotinik asit gibi dnemli vitaminlerin deforme

olmasini geciktirmektedir (Caner, 2010).

1.3 HMF (Hidroksimetilfurfural) Miktari

HMF, pisirme ya da sterilizasyon esnasinda gidalara uygulanan 1s1 iglemleri sonucu,
indirgenen sekerlerin aminoasitlerle olusturdugu enzimatik olmayan esmerlesme
(Maillard) reaksiyonu ya da heksozlarin asit katalizorliigiindeki dehidrasyonu
sonucunda ortaya c¢ikar (Turkmen ve ark., 2006; Turhan, 2008; Caner, 2010).
Icerigindeki yiiksek orandaki basit sekerlerin (glukoz ve fruktoz) varlig: ve birgok
asit nedeniyle bal, HMF olusumu i¢in ¢ok uygun kosullar saglamaktadir (MEGEP,
2009; Khalil ve ark., 2010). Ballarda HMF miktarinin az olmasi istenir ve HMF
miktarinin artmasina, hasat sonrasi 1sitma igleminin uygulanmasi, depolama siiresi,
depolama sicakligi ve balin pH’st neden olmaktadir. HMF’nin sitotoksik ve
genotoksik etkileri oldugu bilinmektedir. HMF islem sirasinda isitmakla olustugu
gibi uzun siire bekletilen ballarda da zamanla olusabilmektedir. Balin uzun siire
depolanmasi ve yiiksek sicaklikta isitilmasi sonucu bu oran 30-40 mg/kg kadar
yiikselirken bazen bu sinirlar1 da asabilmektedir. Bu oranin 150 mg/kg dan biiyiik
olmast bala invert seker katildiginin bir belirtisidir. Balda HMF olusumu pH,
sicaklik, 1sitma siiresi ve seker konsantrasyonuna bagli oldugundan balin kalitesini
belirlemede kullanilan en 6nemli kriterlerdendir. HMF taze ballarda az miktarda
bulundugu bilinmektedir (Tosi ve ark., 2002; Fallico ve ark., 2004; Caner, 2010;
Dogan, 2013). TGK Bal Tebliginde, kaliteli bir baldaki HMF miktarinin 40
mg/kg’dan fazla olmamasi gerektigini belirtilmektedir (Anonim, 2012).

1.4 Diastaz Sayisi

Diinya bal ticaretinde balda kalite kriteri olarak uzun bir zamandan beri kullanilan en
onemli iki biyokimyasal kriterin balin HMF igerigi ve diastaz sayist oldugu
bildirilmektedir (Fallico ve ark., 2004).

Balin olgunlastirilmasi esnasinda bal arilar1 tarafindan salgilanan diastaz enziminin
varligi, bir kimyasal tehlike degil, tam tersine istenen bir durumdur. Ancak bu
enzimin aktvitesindeki diislis, 5-HMF maddesinin miktarinin artisinda oldugu gibi,
balin asir1 ya da yanlis 1sitilmasinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Dogan,
2013). Asir1 1s1 islemi uygulanmis ya da uzun siire depolanmis ballar ile taze ballarin

ayirt edilmesinde bu 1s1-zaman uygulamasini sinir deger olarak nitelendirilmektedir.
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Diastaz aktivitesi, 1s1 islemi sonucu inaktive olmaktadir. Bal diastazin1 geri
doniistimsiiz olarak inaktive eden 1sinin 90-100°C arasinda oldugu bildirilmistir
(Tosi ve ark., 2008). Balda diastaz kayb1 istenmeyen bir durumdur ancak balda ¢ok
yiiksek diizeyde diyastaz bulunmasi da arzu edilmez. Balda yiiksek diizeyde diyastaz
bulunmasi, yliksek asit olusumuna dolayisiyla fermentasyona neden olmaktadir.
TGK kaliteli bir baldaki minimum diyastaz sayisini en az 8 olarak belirlemistir ancak
turunggil bali gibi enzim igerigi diisikk olan ballarda en az 3 olarak belirlenmistir
(Tolon, 1999; Caner, 2010). Sicaklik ve depolama siiresinin artmasiyla baldaki HMF
iceriginin artmakta ve diyastaz sayist azalmaktadir (Cinar ve Eksi, 2012).
Depolamanin HMF miktarin1 6nemli derecede arttirdifi, diastaz aktivitesi lizerinde
ise daha az etki gostermekle birlikte sayisinda azalmaya sebep olmaktadir (Yilmaz,
1994). Diastaz sayis1 yapilan analizlerde balda ¢ok kolay saptanmakta ve balin 1s1
islemine tabi tutulup tutulmadiginin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ancak diastaz
sayisi balin igerdigi polenin protein miktar: ile diger maddelere bagli olarak da
degisiklik gosterebilmektedir. Isiya maruz kalan ballarda diastaz sayis1 hizla
diismekteyken, diastaz sayisi yliksek ballarda yiiksek asit olusumuna bagli olarak
daha hizli fermantasyon gergeklesmektedir (Tolon, 1999; Dogan, 2013).

1.5 Polen

Polen, ¢icekli bitkilerde; ¢igeklerin erkek organlarinin (stamen) iist kisminda bulunan
anterlerin i¢indeki polen kesecikleri igerisinde yer alan, ¢igeklerin erkek organlarinca
tiretilip, disi organin dollenmesini saglayan bitkilerin erkek cinsiyet hiicreleridir.
Bunlar ya erkek c¢igekler tarafindan ya da hermafrodit ¢igeklerde erkek organlar
tarafindan olusturulur (Yaycep, 2001; Atayoglu; 2012; Kdseoglu, 2012). Polenin
%40’ma yakin esansiyel aminoasit igeren protein profili balin botanik orijinini
belirlemede kullanilabilmektedir (Hermosin ve ark., 2003). Polenin kimyasal yapisi
farklilik gostermekle birlikte, %21 ham protein, %32 karbonhidrat, %5 yag, %3 kiil
ve %11 su ve %28 diger maddelerden olugmaktadir (Yaygep, 2001; Korkmaz, 2010).
Arilarin beslenmesinde protein kaynagi olarak Oonem tasiyan polen bilesimindeki
vitamin ve mineral maddeler ile arinin agi1z salgilarini icermesi nedeniyle degerli bir
besin maddesidir (Koseoglu, 2012). Saf ve sahte bali birbirinden ayirt etmede K/Na

orant, prolin ve toplam polen spektrumunun ayirt edici; asitlik, sakkaroz, invert seker



icerigi gibi diger parametrelerin ise bu ayrimda yardimci Kriterlerdir (Basoglu ve
ark., 1996).

Polenin kimyasal yapisi, rengi, tadi, kokusu ve sekli bitki tiirline gore degismektedir.
Cogunlukla sar1 renkli olup siyah, mor, pembe renkli polenlere de rastlamak
mimkiindiir. Ayrica balin kaynagi, balda bulunan polenlerin analizi ile

belirlenmektedir (Yaygep, 2001; Korkmaz, 2010).

1.6 Elektiriksel Iletkenlik

Elektiriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi yani elektronlarin akisini tagima
yetenegidir. Elektiriksel iletkenlik biitiin gida maddelerine uygulanabilen kalite
parametresidir. Ballarda elektiriksel iletkenligi esas olarak balin mineral madde
igerigine dayanmaktadir. Bali konu alan standartlara gore elektiriksel iletkenlik ¢icek
balinda en fazla 0,8 mS/cm, salgi1 bali ve kestane balinsa ise en az 0,8 mS/cm olmasi
gerektigi vurgulanmistir (Giindiiz, 2015). Saf ve katkili ballarin ayriminda elektirksel
iletkenlik 6nemli bir 6zelliktir ancak yapilan analizler sonucunda balin kalitesinden

ziyade balin bitkisel kaynagini belirlemede yaralanilacak bir metoddur (Giiler, 2017).

1.7 Prolin

Prolin, nektarin bala doniismesi sirasinda bala ar1 tarafindan katilan aminoasittir ve
balin protein igerigi genellikle prolin miktar1 ile iliskilidir. Baldaki aminoasitlerin
bliylik oranini prolin olusturmaktadir ve bal ¢esitleri arasinda olduk¢a farklilik
gostermektedir (Yildiz ve ark., 2016; Ciftei, 2018). Baldaki prolin miktart artya bagh
olan diger bilesenlerle birlikte balin olgunluk diizeyini, dolayisiyla da kalitesini
yansitmakta ve balda gerceklik kriteri olarak goriilmektedirr. Balda, prolin disinda 26
amino asit daha saptanmistir ve bunlarin orani balin kaynagina gore degismektedir

(Yildiz ve ark., 2016).

Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’ne gore ballarda en az 300 mg/kg prolin bulunmasi
gerekmektedir. Ancak bu deger akasya ve biberiye ballarinda 120 mg/kg, kanola,

thlamur, narenciye, lavanta, okaliptiis ballarinda ise 180 mg/kg olarak belirtilmistir

(Anonim, 2012).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Balin antimikrobiyal 6zellikleri yiizyillardir insanlar tarafindan bilinmektedir (Ciulu
ve ark., 2011). Bal, enfekte olmus yaralari, enfeksiyonun nedeninin bakteri oldugu
aragtirllmadan 2000 y1l 6ncesine kadar tedavi etmek igin kullanmilmigtir (Bogdanov ve
ark., 2008). Balin, aeroblar ve anaeroblar, gram pozitifler ve gram negatifler dahil
olmak Tlizere yaklagik 60 bakteri tiiriinii inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Christy ve ark., 2011).

Tirkiye’ye 0zgii bal iceren krem formiilasyonlarinin  gelistirilmesi  ve
formulasyonlarinin agik yaralar lizerine iyilestirici etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan calismada Sicanlara hergiin bir aparat yardimi ile yara agilmis ve yaralara
hergiin krem uygulamasi yapilmistir. Yaralarin kabuklarindan alinan 6rneklerinin
sonuncunda bal igerikleri farkli olan kremlerin 6nemli derecede farklilik gosterek

yara iyilesmesinde olumlu yonde etkisi oldugunu tespit etmistir (Sevin 2018).

Ertiirk ve ark., (2009) Ormangiilii bitkisinden iiretilen deli ballarin ve R. ponticum,
R. caocasicum (beyaz), R. Luteum (sar1), R. Smirnovii (pembe) ormangiilii tiirlerinin
cicek ve yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel ve antifungal
Ozellikleri lizerinde calismalar yapmustir. Yaptigi calismada deli balin ve ham
oziitlerin bakteriler iizerinde antibikrobiyal avtivitenin daha yiiksek oldugunu
belirtmistir. Antimikrobiyal aktivitenin gram pozitif bakterilerin, gram negatif

bakterilere gore daha belirgin sekilde etkilendigini bildirmistir.

Silici ve ark.,, (2010) Tirkiye'nin Karadeniz Bolgesi'nden elde edilen elli
Rhododendron bali numunelerinde potansiyel antioksidan aktivitelerini belirlemistir.
Antimikrobiyal aktifite icin 11 bakteri ve 2 funfus kullanarak agar difiizyon
yontemini kullanmustir. Ballarin fenolik igerigini 0,24 ile 141,83 mg GAE / 100 g bal
arasinda bulmustur. Antioksidan aktiviteleri 12,76-80,80 mg AAE / g bal olarak
tespit etmistir. Bal numunelerinin radikal siiplirme aktivitelerin de %2,30 ile %90,73
arasinda degistigini bildirmistir. Bal numunelerinde Pseudomonas aeruginosa ve
Proteus mirabilis'e karsi en yiiksek antibakteriyel etkinligini gosterdigini bildirmistir.
Kullanilan ormangiilii bal numunelerinin, insan sagligini i¢in iyi bir antioksidan ve

antimikrobiyal madde kaynagi oldugunu ortaya koymustur.
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Silici ve ark., (2012) calismasinda Rhododendron ballarinda fenolik madde
igerikleriden 0,11-191,54 mg / kg Klorojenik asit ve 0-82,83 mg / kg miktarlarinda
kumarik asitler oldugunu tespit etmistir. Numunelerde ¢ogunlukla galerik ve ferulik
asitler oldugunu bulmustur. Bal numuneleri icerisinde bulunan polen tanelerini
mikroskop kullanarak orijin tayininde bulunmustur. Ballar arasinda en ¢ok fenolik
bilesige sahip Artvin'den toplanan Rhododendron ballarinda oldugunu ve Artvin
bolgesinden gelen biitiin bal 6rneklerinin ortalamasi olarak 71,31 mg / kg oldugunu
bildirmistir. Bal 6rneklerinde klorojenik ve kumarik asitlerin baskin fenolik maddeler

oldugunu tespit etmistir.

Akdeniz ve ark., (2012) Edirne ilinden bal iireticilerinden temin etmis oldugu toplam
30 adet Karagali ve Aycicegi balinin biyokimyasal o6zelliklerini karsilastirmistir.
Biyokimyasal analiz sonucunda; Karacali balinda ortalama, 6,3 mg/kg
Hidroksimetilfurfural (HMF), %16,26 Nem, %62,18 Invert Seker, %1,35 Sakkaroz,
%0,3214 Kiil, 13,9 Diastaz, 14,7 meq kg* Asitlik, 0,718 mS/cm™ Elektriksel
iletkenlik ve 5,9 pH degerleri bulunmustur. Aycicegi balinda ise; 11,34 mg/kg
Hidroksimetilfurfural (HMF), %17,60 Nem, %61,27 invert Seker, %1,67 Sakkaroz,
%0,3400 Kiil, 8,30 Diastaz, 39,70 meq kg'1 Asitlik, 0,429 mS/cm™ Elektriksel
iletkenlik ve 4,3 pH degerleri tespit edilmistir. Tespit edilen tiim analiz sonuglarinin
TGK Bal Tebligi ve AB Gida Kodeksi Standartlarina uygun oldugu tespit edilmistir.

Karacgal1 balinin kendine 6zgii 6zelliklerini ortaya koymuymustur.

Kalin, (2013) yiirlitmiis oldugu tez ¢alismasinda Tiirkiye’nin farkli lokasyonlarindan
toplanan 9 farkli bal Orneginin bazi kimyasal, antioksidan ve antimikrobiyal
Ozelliklerini karsilagtirmistir. Bal numuneleri arasinda kestane ballariin, yiiksek
toplam fenolik icerik, FRAP degerleri ve diisiik DPPH radikal siipiiriicii aktivite
gosterdigini bildirmistir. Ballarin fenolik igeriklerini 6nemli derecede antioksidan
aktivite ile iliskilendirmistir. Test ettigi bakteriler arasinda, bal numunelerinin etanol
ekstraktlarina en duyarli bakteri Yersinia enterocolitica ve en direngli bakteri
Clostridium perfringens oldugunu bildirmistir. En etkili biyoaktif madde %40.83
orani ile Sivas yayla bali oldugunu tespit etmistir. En yiiksek antioksidan aktivitesi
kestane bal1 6rneklerinde oldugunu bildirmistir. MIK degerleri bakimindan en etkili
lic balin; Sivas yayla bali, Ordu akasya bali ve Nigde yayla bali oldugunu ve
monofloral ballarin yayla ballaridan daha onemli antimikrobiyal kapasiteye sahip
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oldugunu tespit etmistir. Calismasinda biiylik inhibisyon zonlar1 Rize kestane, Sivas
yayla, Nigde yayla ve Isparta lavanta bali i¢in dogrulanmistir. Isparta lavanta bal
Yersinia enterocolitica’ya kars1 yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahipken Rize
kestane, Sivas yayla ve Nigde yayla bali ise Escherichia coli ‘ye karsi yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu tespit etmistir.

Dogan, (2014) arastirmasinda Giresun, Erzurum, Kars, Hakkari, Bayburt illerinden
topladig1 27 adet bal 6rnegi kullanmis ve bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile
toplam fenolik madde miktar1 ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir. Bal
orneklerinin %16,10 nem, %83,91 toplam kuru madde, %82,25 suda ¢o6ziiniir kuru
madde, 3,88 indirgen seker, 33,25 meq/kg sakaroz, %67,95 toplam seker, 3,88 pH
degeri, %71,83 titrasyon asitligi ve 449,59 mg GAE/100g toplam fenolik madde
miktar1 ortalama sonuglarini bildirmistir. Bal 6rneklerinin antimikrobiyal aktivite
degerlerine gore istatiksel analizler sonucu ballarin Bacillus cereus ATCC3 3019,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli BC 1402 ve Salmonella
Typhimurium RSSK 95091°¢ kars1 ¢ok dnemli seviyede antibikrobiyal etkiye sahip
oldugunu ancak mayalardan Saccharomycess cerevisia BC 6541, Candida albicans

ATCC 1223’e kars1 antimikrobiyel etkiye sahip olmadigini bildirmistir.

Yildiz ve ark., (2016) Akdeniz Bolgesi’nden pamuk, i¢ Anadolu Bolgesi’nden yayla,
Ege Bolgesi’nden ¢am ve Trakya yoresinden aygicegi balli olmak {izere toplam 211
bal Orneginin fizikokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla calisma
yiiriitmiistiir. Analiz sonuglar1 gore asitlik degeri bakindan en diisiik sonug 13,92 meq
kg™ ile pamuk bali 6rneklerinin ortalamasinda, diastaz sayisi1 bakimdan en iyi sonug
25,61 ile Aycicek ballar ortalamasinda, sakkaroz icerigi bakimindanda en diisiik
%0,44 ile c¢ambali Orneklerinde oldugu gostermistir. Balin fizikokimyasal
Ozelliklerinde, hasat zamani, depolama sicakligi, depolama siiresi, topraktaki

elementler ve iklimsel faktorlerin etkili oldugunu bildirmistir.

Sahin ve ark., (2017) caligmasinda Karadeniz Bolgesi’nden temin ettigi ormangiilii
ballarindaki  fenolik  bilesenlerini  arastirmistir.  Analiz ~ sonuglarinda  bal
numunelerinde p-OH benzoik asit bilesenine 2,351-18,992 ug/g numune, gallik asit
0,032-0,233 pg/g numune, kaffeik asit 0,304-5,971 pg/g numune, p-kumarik asit
3,081-6,422 pg/g numune, ferulik asit 0,272-2,614 ng/g numune araliginda tespit
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etmistir. Bilesenler bakimindan en zengin numune Artvin ilinden temin ettigi bal
numunesinde oldugunu ve toplam fenolik bilesenler madde miktarim 32,720 ng/g

numune oldugunu bildirmistir

Bilir ve ark., (2018) Tiirkiye’nin Karadeniz bolgesinde yaygin bir sekilde bulunan
Orman giiliiniin (Rhododendron ponticum L.) nektarindan elde edilen delibal, toksik
diterpen olan grayanotoksinleri i¢erdigini bildirmis. Orman giilii ekstraktinin prostat
karsinom hiicre hatlar1 {izerine in vitro sitotoksik etkilerini aragtirmigtir. Ormangiilii
balinin prostat karsinom hiicreleri lizerinde sitotoksik etkilere sahip oldugu,
antikanserojenik aktivite igin potansiyel bir terapotik madde olabilecegi konusunda

Oneri vermistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bal Orneklerinin Temini ve Lokasyonlarin Tespiti

Bu c¢alisma ti¢ farkli orman gilii bitkisinin yogun oldugu lokasyonlarda
yiriitiilmistiir. Bu amagla mor orman giilii (Rhododendron ponticum L.) i¢in Ordu ili
Kent ormani (Yoroz mevkii), sart orman giili (Rhododendron luteum L.) i¢in Ordu
ili Aybasti yaylasi ve beyaz orman giili (Rhododendron caucasicum L.) igin de
Rize'nin lkizdere ilgesine bagli Anzer yaylasi secilmistir. Bu lokasyonlarin
seciminde orman giilii bitkisinin rakima bagli olarak yetigsmesi etkili bir parametre
olarak degerlendirilmistir. Bunun i¢in her bir orman giilii bitkisinin bulundugu
lokasyoan bolge ar1 ekotipinde ii¢ ar1 kovani yerlestirilmistir. Bu arilarin nektar
doneminde yeterli bali alabilmeleri i¢in kovan kapasitesi 15 arili ¢ergeve olacak
sekilde diizenlenmistir. Kovanlara sadece orman gilii bitkisinin nektarmi
alabilmeleri igin bos kabartilmis cerceveler yerlestirilmistir. iklim sartlarina ve
nektar akis miktarina bagli olarak 5 giin bu ¢erceveler kovanlarda bekletilmistir.
Ayrica bu kovanlarin igerisine polen tuzagi yerlestirilerek balin hasatiyla birlikte

tuzaklardaki polenlerde toplanmustir.

3.1.2 Orneklerin Saklanmasi

Elde edilen 6rneklerin etiket bilgileri; numune kodu, toplandig1 lokasyon ve orman
giilii bitkisinin tirii balin depolandig1 cam kavanozlarin {izerine etiketlenmistir.
Ornekler analiz 6ncesinde +4 °C’de ve karanlikta muhafaza altina alinmustir.
Analizler i¢in gerekli olan miktarlar muhafaza ortamindan gerektigi kadar alinarak

tekrar mevcut saklama kosullarina tabi tutulmustur.

3.1.3 Besiyerleri

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan disk difiizyon ve agar diliisyon
yonteminde; bakteriler icin Muller Hinton Agar, funguslar (mantarlar) i¢in Saboraud
Dextrose Agar besiyerleri kulanilmistir. Mikroorganizmalarin liremesini saglamak
icin Muller Hinton Broth ve Saboraud Dextrose Broth besiyerleri kullanilmistir.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu c¢alismasinda yukarida belirtilen agar

besiyerleriyle birlikte, Tris Buffer 1/4 oraninda kullanilmistir.
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3.1.4 Bakteriyel ve Fungal Tiirler ile Biiyiime Kosullar:

Yiiriitiilen tez calismasinda kullanilan bakteri ve mantar suglari American Type
Culture Collection (ATTC)’ den temin edilmistir. Numunelerin antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan bakteriler; Enterococcus feacalis ATCC®
29121 Gram (+), Bacillus cereus ATCC® 11778 Gram (+), Escherichia coli
ATCC®25922 Gram (-), Klebsiella pneumoniae ATCC®13883 Gram (-), Listeria
monocytogenes ATCC®7677 Gram (+), Staphylococcus aureus ATCC ® 6538 Gram
(+), Citrobacter freundii ATCC® 43864 Gram (-) olup Gram ozellikleri ile birlikte
belirtilmistir. Antifungal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan mantar kiiltiirleri ise

Candida albicans ATCC®10231 ve Saccharomyces cerevis ATC® 9763’dir.

3.1.5 Cozgenler
Antimikrobiyal aktivite belirlemede kullanilan ¢ozgenler etanol ve asetondur.

Antioksidan aktivite ise etanol ekstraktlariyla belirlenmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Bal ve Polen Ornekleri Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ham polen ve bal 6rnekleri hassas terazide 50 gr tartilarak steril tiiplere konulmustur
ve lizerine etanol ilave edilmistir. Ornekler ¢dziindiikten sonra bir dijital orbital
calkalayicida 24 °C sicaklikta, 18/6 aydinlik / karanlik periyotta ve 180 rpm'de
calkalanmistir. Siispansiyon siiziilerek ¢ikarilmistir, daha sonra 15 dakika boyunca
10,000 g'da santrifiij edilmistir. Etanolik ¢ozelti, doner bir buharlastirici iginde, 40°
C'de indirgenmis basing altinda konsantre edilmistir; macun formunda ham 6zii elde

edilmis ve kullanilana kadar kuru ve karanlik bir yerde 4 °C'de saklanmistir (Chang

ve ark., 2002).

Analiz i¢in hazir hale gelen 6rnekler su sekilde kodlanmistir: R. ponticum L. bali
(RPB), R. luteum L. bali (RLB), R. caucasicum L. bali (RCB), R. ponticum L. polen
(RPP), R. luteum L. polen (RLP) ve R. caucasicum L. polen (RCP).

3.2.2 Polen Ornekleri ve Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)
SEM degerlendirmesinde, elektron mikroskobu ¢ekim taslaklari i¢in her tiirtin uygun
sekilde kurutulmus polenleri, lizerine yapistirilmis ¢ift tarafli karbon bant ile

sabitlenmigtir. Sabit drnekler 15 nm altin-paladyum (SEM kaplama sistemi, sigrama)
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ile kaplanmstir. inceleme ve (SEM) ¢ekiminde Hitachi SU1510 Taramali Elektron
Mikroskobu 5-15 kV voltajinda yapulmistir (Ertiirk, 2017).

3.2.3 Nem Analizi

Homojenize edilen orman giilii ballar1 refraktometrenin prizma yiizeyleri arasina
konularak 20 °C’de balin kirilma indisi belirlenmistir. Balin 20 °C sicakliktaki
kirilma indisi ile rutubet oranlari arasindaki iliskiye gore sonug yiizde (%) olarak

hesaplanmustir (TS 3036, 2002).
3.2.4 Elektriksel Iletkenlik

TS 13365°de belirtilen islem ile tayin edilen 20 g kuru bala es deger olan bal kiitlesi
damitik suda ¢6zdiirtilmiis, ¢ozelti 100 mL’lik Olgiilii balona aktarilip saf su ile
derecesine tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin 40 ml’si bir erlene aktarilmis ve su
banyosunda referans sicaklik olan 20 °C’ye ayarlanmistir. Geri kalan analiz
numunesi bal ¢ozeltisi iletkenliginin 6l¢lilmesinde kullanilan iletkenlik hiicresinin
yikanmasi i¢in kullanilmistir. Elektrot iletkenlik Olgerine baglanarak ¢dzelti igine
daldirilmis ve sicakligi kararli hale gelinceye kadar bekletilmistir. Daha sonra
¢ozeltinin iletkenligi (mS) cinsinden okunarak, 20 g kuru bal ihtiva eden bal
¢Ozeltisinin 6z iletkenligi, B y (mS/cm) asagidaki baginti ile hesaplanmistir

(Acquarone ve ark., 2007; TS 13366).

By=KG

K: Hiicre sabiti, (cm™)

G: Numune ¢ozeltisinin elektrik iletkenligi, mS
3.2.5 Suda Coziinmeyen Kati Madde Tayini

Bal numunelerinden 20 g tartilarak 250 ml’lik kuru bir behere konulmus ve {izerine
50 ml 80 0C’ye kadar 1sitilmis su eklenerek homojenize edilene kadar karistirilmistir.
Cam kroze, 135 °C’ye ayarlanmis kurutma dolabinda sabit tartima getirildikten sonra
bir desikatorde sogutulmustur. Hazirlanan bal ¢ozeltisi 80 °C de iken cam krozeden
stizlilmiig, krozede kalan kati kisim yine 80 0C’ye kadar 1sitilmig su ile 56 defa
yikanmistir. Yikanarak sekerlerden arindirilmis kati maddelerin bulundugu kroze

dolabinda en az 1 saat tutulmus ve sogutulduktan sonra yine analitik bir terazi ile
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tartilmigtir. Krozenin bilinen darasi ¢ikarilarak suda ¢oziinmeyen kat1 madde kiitlesi

hesaplanmustir (TS 3036, 2002).

3.2.6 HMF (Hidroksimetilfurfural) Analizi

Bal numunelerinden 10 g numune tartildiktan sonra tizerine 25 ml su ilave edilmistir.
Elde edilen ¢6zeltinin iizerine 1’er ml Carrez-1 ve 2 konularak balon jojede hacim 50
ml’ye tamamlanmistir. Numune karistirilarak 10 ml’si filtreden lavaboya, kalan1 da
bir behere siiziilmiistiir. Siiziintiiden 2 deney tiipiiniin (A ve B) her birine 2 ml bal
¢Ozeltisi pipet ile aktarilmistir. 5 mL p-toluidin ¢ozeltisi ilave edilerek ¢alkalanmistir.
1-2 dakika bekletildikten sonra A tiiplinin igerigine 1 ml su ilave edilip
calkalanmustir. Bu ¢ozelti ile spektrometrede sifirlama (blank) yapilmistir. B tiipiiniin
igerigine de 1 ml barbitiirik asit ¢ozeltisi ilave edilip ¢alkalanip, kiivete konarak, 3-4
dakika igerisinde kér numuneye karst 550 nm’deki absorbans1 6l¢iilmiistiir. Olgiilen
absorbans en yiiksek degere ulasincaya kadar okuma yapilmis ve okunan en yiiksek

absorbans degeri alinmistir. (Aydim ve Ozel, 2014).

3.2.7 Prolin Analizi

Balon jojeye konulan 5 g bal 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir. Reaksiyon tiiplerine
sirasiyla 0,5 ml bal ¢ozeltisi, 0,5 ml distile su (kér numune), 0,5 ml prolin standart
¢oOzeltisi konulmus ve her tiipe 1’er ml’lik formik asit ve ninhidrin ¢dzeltisi ilave
edilip, 15 dakika karistiilmustir. 70 °C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildikten
sonra her tiipe 5 ml 2 propanol-su ¢dzeltisinden ilave edilmistir. Ornekler 45 dakika
sonra 510 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Baldaki prolin mg/kg

olarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir (TS 13357, 2008).

Prolin (mg/kg) = Es/Ea x E1/E2 x80

Es=Ornek ¢6zeltisinin absorbansi

Ea= Prolin standart ¢6zeltisinin absorbansi ( iki okumanin ortalamast)

E1= Standart ¢6zeltideki mg olarak prolin miktar1 (40mg)

E2= Bal ¢ozeltisi (g)

80= Seyreltme faktorii

3.2.8 Serbest Asitlik

Bal numunesi homojenize edildikten sonra, 10 g tartilarak 250 ml’lik erlene konulup

tizerine 75 ml su eklenerek iyice karistinlmistir. Elektrotlar ¢ozelti icerisine
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daldirildiktan sonra siispansiyon karistirilirken, NaOH ¢ozeltisi (0,1N’lik NaOH) ile
pH degeri 8,3’¢ erisinceye kadar titre edilmistir. Kullanilan sodyum hidroksit
(NaOH) ¢ozeltisi miktar1 not edilmistir. Serbest asitlik NaOH cinsinden mmol/kg
olarak hesaplanamistir (TS 13360, 2008).

3.2.9 Fruktoz ve Glukoz Analizi

Bal numunesinden 5 g cam beherde tartiip 40 ml damitik suda 1sitilmadan
¢Ozilmiistiir. Cozelti, i¢cine daha 6nceden 25 ml MeOH konulmus olan 100 mL’lik
Ol¢iilii balona pipetle aktarilarak Olgiilii balon isaret ¢izgisine kadar su ile
doldurulmus ve membran filtreden siiziilerek deney tiipline aktarilmistir. Elde edilen

orneklerin HPLC cihazinda analizleri gergeklestirilmistir (TS 13359, 2008).
3.2.10 Diastaz Sayis1

Homojenize edilmis analiz numunelerinden 10 g bal tartilarak, 15 ml saf su ile
seyreltilmistir. Uzerine 5 ml asetat tampon ¢dzeltisi eklenip, 1s1 uygulamadan
tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen bal numunesi, icersinde 3 ml sodyum
kloriir ¢ozeltisi bulunan 50 ml’lik balona aktarilarak balonun ¢izgisine kadar saf su
ile doldurulmustur. 50 ml’lik 2 erlenden birine bal soliisyonu, digerine de nisasta
soliisyonu konarak, 40 °C’lik su banyosuna birakilmustir. 15 dakika sonra nisasta
soliisyonundan 5 ml alinarak bal soliisyonunun {izerine eklendiktan sonra periyodik
araliklarla bu karisimdan 0.5 ml alinarak 5 ml seyreltilmis, iyot ¢zeltisinin igerisine
eklenmistir. Uzerlerine 6nceden standart dilusyon miktar1 belirlenmis saf su
eklenerek karistirllmis ve hemen ardindan spectrofotometrede 660 nm’deki
absorbans1 okunarak kaydedilmistir. ilk absorbans okumasmin 5. dakikasinda
olmasina dikkat edilerek okunan absorbans degerine gore zaman araliklari
belirlenmistir. Son olarak, 0.235 absorbansa denk gelen reaksiyon siiresi, 300
rakamina boliinerek diastaz sayisi tespit edilmistir (TS 13364, 2008, IHC Methods,
2009).

3.2.11 C4 Seker Analizi

Bu analiz, disaridan C4 sekeri katilarak iiretilen veya C4 sekeri ile beslenen arilardan
elde edilen ballarin tespit edilmesinde kullanilmaktadir. Ham bal ve bu baldan elde

edilen protein ¢okeltisi, tam olarak yakildiktan sonra ortaya ¢ikan CO, gazinin
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biinyesindeki C atomunun C13/C12 oraninin kiitle spektrometresi ile tespit edilmesi

ve bu degerlerden % C4 seker oraninin hesaplanmasi esasina dayanmaktadir.

3.2.12 Polen Analizi

On gram bal 6rnegi, 20 ml damitilmis su iginde eritilmis ve karigim 15 ml'lik iki
santrifiij tiipiine boliindiikten sonra 4000 rpm hizinda yaklasik 10 dakika
santrifiijlenmistir. Cokeltiye yaklasik 5 ml gliserin-su 1:1 oraninda ilave edilmis ve
30 dakika dinlendirilmistir. Bu siireden sonra, ornekler santrifiij edilmistir. Tortu

cikarildiktan sonra gliserin jeli igerisine yerlestirilmis ve parafin balmumu ile

kaplanarak mikroskobik bir slayta birakilmistir (Louveaux ve ark., 1978).

Sekil 3.1 Polen Orneklerinin Mikroskobik Yontemle Analiz Edilmesi

3.2.12 Antibakteriyel ve Antifungal Analiz

Antibakteriyel ve antifungal aktiviteler agar plaklarinda disk diflizyon tiirlerine gore
Olciilmiistiir (Ertiirk, 2006). Antibakteriyel ve antifungal aktiviteyi test etmek icin
deli ballarin ve polen 6rneklerinin fraksiyonlari test edilmistir. Tiim bakteri tiirleri ve
mantar suglart optimum kosullarda biiyiitiilmiistiir. Bakteriyel slispansiyon ve mantar
stispansiyon standart1 hazirlanmistir. Daha sonra, baldan ve polenden alinan 6rnekler
(40 mg / ml) kurulum igin steril kagit disklere (6 mm ¢apinda) yerlestirilmistir.
Inhibisyon bélgeleri, 27 °C'de 48 saatte inkiibasyondan sonra belirlenmistir.
Antibakteriyel ve antifungal madde hedefinin kestirimi i¢in dijital kumpas igerigi ile
farkli organizmalarin farkli bolgelerdeki inhibisyon boélgeleri Olcililmiis ve tablo

haline getirilmistir. Tim testler {i¢ tekerriirlii olarak yapilmistir.
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3.2.13 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Mikroorganizmalarin biiylimesini tamamen engelleyen en diisiik bal ve polen
ekstraksiyon konsantrasyonunu temsil eden minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK)
degerleri, bir mikro kuyucuk seyreltme metodu ile belirlenmistir (Wade ve ark.,
2001; Sokmen, 2004; Ertiirk, 2006). Biitiin bal, polen ekstreleri %100 etanol, su
icinde ¢ozlilmiis ve daha sonra 96 oyuklu bir plakada (Corning) seyreltme serileri
hazirlanmistir. Tris tamponu (Amresco 0826-500G) karisimi (1:4) ve 30 °C'de esit
miktarda et suyu ¢ozeltisi (Sabouraud Dextrose Agar Oxoid) ve mantarlar igin
Mueller Hinton et suyu (Merck) ile karistirilmistir. Bal ve polen ekstresi 6rneklerinin
her biri 1500, 750, 375 ve 187.5 pg/ml konsantrasyonlarinda test edilmistir.
Asilanma, test organizmasinin bir gecelik broth kiiltiiriinden elde edilmistir. Her
bakterinin as1 maddesi hazirlanmig ve siispansiyonlar bakteriler ve mantarlar igin
107CFU/ml ayarlanmistir. Ortam 24 saat 37 °C' de inkiibe edilmistir. Bakterilerde
pozitif kontrol olarak Amoksisilin ve Cefazolin 1500, 750, 375, 187.5, 23.375 ve
11.687 andg / ml ve mantarlar i¢cin ve negatif kontrol olarak %70 etanol
kullanilmistir. Bundan sonra, her kuyucuga taze hazirlanmis su i¢cinde 0.5 mg / ml
nihai konsantrasyonda 30 ul 3- (4,5-dimetil-tiyazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazolyum
bromiir (MTT) ilave edilmistir. Daha sonrasinda 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Kirmiz1 renge gecis, bakterilerin biyolojik olarak aktif oldugunu gostermistir. MIK,
MTT'nin renginde bir degisiklik gézlenmeyen kuyuya alimistir. MIK degerleri ii¢

tekerriir halinde yapilmstir.
3.2.14 Bal ve Polen Orneklerinin Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi

Ekstraktlarin fenolik icerigi Folin-Ciocalteu metoduna gore belirlenmistir (Singleton
ve Rossi, 1965). Bu yontem, ekstrakt i¢erisindeki fenolik maddelerin Folin-Ciocalteu
reaktifinin igerdigi fosfomolibdik-fosfotungistik ¢ozeltisini indirgeyerek mavi bir
kompleks olusturmalari ve bu mavi rengin spektrofotometrik olarak Olglilmesi
ilkesine dayanmaktadir (Abdulkasim ve ark., 2007). Numunelerin toplam fenolik
madde icerikleri GA kullanilarak hazirlanan standart kalibrasyon egrisinden
yararlanilmis GA esdegeri olarak (mg GAE/g kuru ekstrakt) belirlenmistir. Bu
amagcla oncelikle 0.25 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanmis olan gallik asit standart
cozeltisinden farkli miktarlarda alinarak, degisen konsantrasyonlarda olacak sekilde

gerceklestirilen islem sonucunda konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilmistir.
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Kalibrasyon egrisi olusturulmasi amaciyla GA’nin degisen hacimleri test tiipleri
icerisinde Cizelge 3.1’de belirtildigi sekilde 750 pL Folin-Ciocalteu reaktifi
(FCR)(1:10) ve 600 pL %2’ lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ile karistirildiktan sonra
son hacmi esitleyecek kadar su ilave edildikten sonra tiim tiip igerikleri 1 saat oda
sicakliginda karanlikta bekletilmistir ve her bir tiipiin absorbansit 760 nm de suya

kars1 Olgiilmiistiir.

Ayni islem ekstraktlar icinde gerceklestirilmis ve kalibrasyon egrisinin grafik
denkleminden yararlanarak ekstraktlarin fenolik igerigi mg GAE/g kuru ekstrakt

seklinde hesaplanmistir.

Cizelge 3.1 Toplam Fenolik Madde Tayini I¢in Yapilan Pipetlemeler (uL)

Kor Numune Kori Standart Numune
Ekstrakt - 10 - 10
GA Cozeltisi - - 0-100 -
FCR 750 - 750 750
Na,CO3; 600 - 600 600
Su 150 1450 150-50 140

3.2.15 Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Analizi

Fenolik bilesiklerin on dokuz standardi (Galik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik
asit katesin, kafeik asit, siringa asidi, epicatechin, ferulik asit, p-cumarik asit, rutin,
mersetin, resveratrol, daidzein, t-sinamik asit, hesperetin, cyrisin, pinocembrin, cape)
HPLC (Elite LaChrom Hitachi, Japonya) kullanilarak analiz edilmistir. Numune bir
ters faz C18 kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5 um, Fortis) ile HPLC sistemine enjekte
edilmistir. Hareketli faz, A karstiricis1 (su iginde %?2) ve B ¢ozeltisi (70:30,
asetonitril/su) karisimiydi; karistirmadan oOnce soniklestirildi ve yerlesik HPLC
sistemi ile siirekli olarak gazdan arindirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon
sicakligt 30 °C'de tutularak fenolik profil Can ve ark., (2015) yapmis oldugu

yonteme gore belirlenmistir.
3.2.16 Orneklerin Toplam Fenolik I¢erikleri

Bu tez calismasi kapsaminda inceledigimiz bal ve polen numunelerinin alkol
ekstraktlarmin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu metoduna gore

spektrofotometrik olarak gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir. Farkli
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konsantrasyonlarda GA kullanilarak gerceklestirilen testin sonucunda 760 nm'deki
absorbans degerleri y-ekseninde ve gallik asit konsantrasyon degerleri ise x
ekseninde olacak sekilde bir standart ¢alisma grafigi olusturulmustur (Sekil 3.2).
Elde edilen standart calisma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantilt
olup, elde edilen dogru denkleminden (y = 41.166x + 0.0159) yararlanilarak her bir

numune i¢in toplam fenolik madde miktarlart mg GAE/g numune olarak

belirlenmistir.
Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
0,8
y=41,16x+ 0,015
. 0,7 R?=0,998
E
=
o
o
=
w
c
T
£
2
£
<
0 0,005 0,01 0,015 0,02
Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.2 Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Belirlenmesi i¢cin GA
Kullanilarak Hazirlanan Standart Calisma Grafigi

3.2.17 Toplam Fenolik iceriginin Belirlenmesinde Kullamlan Cézeltiler

1:10(v/v)’luk Folin-Ciocalteu Reaktifi: 10 mL Folin-Ciocalteu reaktifi alinarak

toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

%2’1lik Na,CO3 Cozeltisi: 2 g sodyum karbonat alinarak saf su ile ¢6ziildii ve son

hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

0.25 mg/mL Gallik asit (GA) Cozeltisi: Standart olarak kullanilan GA ¢6zeltisi 25
mg GA’in 6nce bir miktar saf suda ¢oziilerek sonra 100 mL’ye tamamlanmasi ile

hazirlanmistir.
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3.2.18 Orneklerin Hidroksil Radikal Kaynakli DNA Hasar1 Uzerindeki Etkisi

Ekstraktlarin hidroksil radikal kaynakli DNA hasar1 iizerindeki faydali etkisini
arastirmak igin, plazmid DNA olarak pUC18 (Thermo Scientific) kullanilmistir. Tlk
olarak ekstraktlar tetrahidrofuran (konsantrasyon araligi 6.25 ila 50 mg / ml) i¢inde
¢cozlilmistiir. 0.25 ug / ul plazmid DNA, 1 ul %3 H,0,, Tris-EDTA (TE) tamponu
icerisinde 0.1 g / ml ekstrakt igeren bir reaksiyon karigimi (20 ul nihai hacim)
hazirlanmistir. H,0, ve 9%0.1 tetrahidrofuran ile muamele edilmis plazmid DNA
kontrol gruplar1 olarak kullamlmustir. ikincisi, her polen ekstresi igin hazirlanan
karisim, 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir. Karigima 2 ul yiikleme boyasi
(bromofenol mavisi ve siikroz %10 toplam hacim) eklenmis ve %1 agaroz jeline
yiikklenmistir. Elektroforez islemi, TBE tamponunda (Trisma bazi, borik asit, EDTA)
calisan tamponda (pH 8) 80 °C'de 90 dakika gergeklestirilmistir. Jel UV 15181 altinda
goriintiilenmistir (Akbas ve ark., 2013; Giil ve ark., 2017).

3.2.19 DPPH Serbest Radikal Temizleme Faaliyetlerinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin DPPH serbest radikal temizleme aktiviteleri, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan konsantrasyonda DPPH soliisyonuna ekstrakte edildikten sonra 517 nm'de
mor renkli metanol soliisyonunun 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 'nin agartilmasi
izlenerek test edilmistir Her konsantrasyon icin elde edilen temizleme aktivitesi

degeri, agagidaki denklem kullanilarak hesaplandi.
Aktivite (%) = (A blank - Ornek) / A blank x 100

SC50 degerleri (%50 inhibisyon saglayan ekstre konsantrasyonlari), konsantrasyona

kars1 aktivite grafigi kullanilarak da hesaplanmistir (Sanchez-Moreno ve ark., 1998).
3.2.20 DPPH Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil (C1gH12NsOs, DPPH) ¢ozeltisi 517 nm deki absorbansi
1.200’nin altinda olacak sekilde yeterli miktardaki DPPH katisinin kullanimdan

hemen 6nce metanol iginde ¢oziilmesi ile taze olarak hazirlanmistir.
3.2.21 Ferrik Indirgeyici / Antioksidan Giiciin Belirlenmesi (FRAP)

FRAP tahlili, mavi Fe (ll) -TPTZ kompleksi olusturmak i¢in antioksidanlarin
varlhiginda Fe (llIl) -TPTZ kompleksinin azaltilmasi ve 595 nm'de maksimum

absorbansin 6l¢iilmesi prensibine dayanarak yapilmistir (Oyaizu, 1986). Bal ve polen
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ornekleri icin FRAP degerleri, Trolox esdegeri (mM Trolox / g bal) olarak ifade

edilmistir.
3.2.22 FRAP Metodu ile Antioksidan Aktivite Analizinde Kullanilan Cozeltiler

0.3 M Asetat Tamponu (pH: 3.6): 4 g sodyum asetat tri hidrat (C,H3zNaO,.3H,0) bir
miktar destile suda ¢oziiliip, pH metre kullanilarak asetik asit ile pH’s1 3.6’ya

ayarlanmistir ve toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlanmuistir.

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

hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

10 mM TPTZ (2,4,6-Tris (2-Piridil)-S-triazin) ¢ozeltisi: 0.312 g TPTZ alinarak 40

mM HCI iginde son hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanmistir.

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

sekilde suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

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

hazirlanmastir.

25 mM Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ¢ozeltisi:
Standart olarak kullanilan troloksun 25 mM’lik stok ¢ozeltisi 0.626 g troloksun son
hacim 100 mL olacak sekilde etanol igerisinde c¢oOziilmesiyle hazirlanmistir.
Kalibrasyon egrisinin olusturulmas: sirasinda alkol ile uygun konsantrasyona

seyreltilerek kullanilmistir.

3.2.23 Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirikolinesteraz (BuChE) Inhibisyon

Potansiyellerinin Belirlenmesi

AChE ve BUChE inhibe edici aktiviteler, Ellman ve ark., (1961) tarafindan
gelistirilen spektrofotometrik yontem izlenerek oOlgtilmistir. AChE ve BuChE
enzimler, asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin kloriir substrat olarak
kullanilmistir. Reaksiyon karigimi, 0.2 M.5, 5'-Dithio-bis (2-nitrobenzoik) asit
(DTNB), 0.2 M AChE / BuChE ¢ozeltisi igerecek sekilde hazirlanmig ve 25 © C'de
15 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Reaksiyon daha sonra 0.2 M asetiltiyokolin
iyodiir / bitiriltiyokolin kloriir ilave edilerek baslatilmistir. Substratlarin hidrolizi,

DTNB'in 412 nm'de (AbsSample) enzimler tarafindan katalize edilen tiyoklinlerle
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reaksiyonu sonucu elde edilen sari 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun olugmasiyla

izlenmistir.

AChE / BuChE'nin inhibisyon yiizdesi, asagidaki denklem kullanilarak, numuneye
gore kor ornegin (fosfat tamponu pH 8 i¢inde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanol)

reaksiyon hizlarinin karsilagtirilmasiyla belirlemistir.
Inhibisyon yiizdesi (%) = (Abs kor-Abs drnek) / Abs kor x 100

Alkaloid tipi antikolinesteraz olan Galanthamine referans olarak kullanilmistir (Senol

ve ark., 2010).

3.2.24 Kolinesteraz Inhibitor Potansiyellerinin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler

Asetilkolin Iyodiir Cozeltisi: 0.2 M asetilkolin iyodiir ¢ozeltisi 54.622 g asetilkolin
tyodiir (C7H36INOy) tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle

hazirlanmastir.

Biitiril Tiyokolin Klorit Cozeltisi: 0.2 M biitiril tiyokolin klorit ¢ozeltisi 45.156 g
butiril tiyokolin klorit (CH3)3N(CI) CH2CH2SCOCH2CH2CH3 ) tartilarak son

hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir.

DTNB (5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi: 79.27 g DTNB (Ellman
reaktifi) tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle

hazirlanmistir.

Galantamin Cozeltisi: 5 mg/mL galantamin hidrobromid ¢6zeltisi 5 mg galantamin

tartilarak son hacim 1 mL olacak sekilde saf su ile ¢6ziilmesiyle hazirlanmis.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 0.1 mM pH 8 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin
15.315 g Na;HPO, .2H,0 ve 2.177 g NaH,PO4.2H,0 tartilarak bir miktar saf su ile
¢cOziilmiistiir. pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlanmustir.

Fosfat Tampon Cozeltisi: 0.02 M pH 7 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2.192
g Na;HPO, .2H,0 ve 1.918 g NaH,P0O,.2H,0 tartilarak bir miktar saf su ile
¢cOziilmiistiir. pH ayarlamasi ise seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak

yapildiktan sonra son hacim 1 L’ye saf su ile tamamlanmastir.
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Asetil Kolinesteraz Enzim Cozeltisi: Ticari olarak satin alinan elektrik yilan
baligindan elde edilmis olan asetil kolinesteraz enzimi 0.02 M pH 7 fosfat tamponu
ilave edilerek c¢oziiliistiir. Tim denemelerde 1/10 oraninda seyreltilerek

kullanilmastir.

Biitiril Kolinesteraz Enzim Cozeltisi: Ticari olarak satin alinan at serumundan elde
edilmis biitiril kolinesteraz enzimi 3.4 mg biitiril kolinesteraz alinarak 500 pL saf su

ile ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.
3.2.25 Lipid Peroksidasyon Inhibisyon Potansiyellerinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin 2,2'-azobis- (2-amidinopropan) -dihidrokloriir (ABAP) kaynakli lipid
peroksidasyonundaki inhibisyon potansiyelleri antioksidan aktivitenin bir gostergesi
olarak kabul edilmistir. Bu test icin, linoleik asit c¢ozeltileri ABAP varliginda
numunelerle muamele edilmistir. Karistirdiktan sonra, zaman icinde 234 nm'de
absorbansta meydana gelen degisiklikler, spektrofotometrik olarak olclilmiistiir
(Palacios ve ark., 2011) ve lipid peroksidasyon inhibisyon potansiyeli, absorbans

arasindaki farktan yararlanilarak yilizde olarak ifade hesaplanmistir.

3.2.26 Lipid Peroksidasyonu Inhibisyon Potansiyelinin Belirlenmesinde

Kullanilan Cozeltiler
ABAP Cozeltisi: 98.8° mM ABAP ¢ozeltisi 26.800 g ABAP (2,2'-Azobis
(2metilpropionamidin) dihidroklorit) ([=NC(CH3)2C(=NH)NH2]2-2HCI) tartilarak
son hacim 1 L olacak sekilde saf su ile ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir.
Linoleik Asit Cozeltisi: 3.184 M linoleik ¢ozeltisi 892.953 g linoleik asit
(CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7CO2H) tartilarak son hacim 1 L olacak

sekilde metanol ile ¢ozlilmesiyle hazirlanmistir.

Askorbik Asit (AA) Cozeltisi: 0.500 mg/mL AA ¢ozeltisi 0.500 mg AA (CgHgOg)

nin tartilarak son hacim 1 mL olacak sekilde saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlanmistir
3.2.27 pUC18 Plazmid DNA Miktar Optimizasyonu

Bu calismada pUCI18 plazmit (ThermoDNA konsantrasyonunu belirlemek igin,
plazmidin 5 farkli konsantrasyonu (0.03 pg/ml, 0.06 pg/ml, 0.125 pg/ml, 0.25 pg/ml,
0.5pg/ml) kullanilmistir. Hazirlanan konsantrasyonlar agaroz jel elektroforezinde 90

dakika siire ile 100 voltta yiiriitiilerek goriintiilenmistir.
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3.2.28 Polen Ekstraktinin pUC18 plazmid DNA’s1 ile Etkilesimi

Polen ve bal ektraktlarinin pUC18 plazmid DNA’s1 hasarini koruma aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in, ektraktlar 6.25, 12.5, 25, ve 50 mg/mL konsantrasyonunda olacak
sekilde hazirlanmistir. Seri diliisyon seklinde hazirlanan polen ve bal ekstraktlarinin
2 pL, 1.25 pg/mL’lik pUCI18 plazmid, %30 H,O, ve TE (Tris-EDTA) karisimi
hazirlanmistir. Bu islemin ardindan 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, %1’lik agaroz jelde 1XTBE (Tris-Borikasit-EDTA)
tamponuyla 90 dk 100 Voltta jel elektroforezinde yliriitiilmiistiir. DNA bantlar

etidyum bromit ile 20 dk boyanarak UV transilliiminator ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Fizikokimyasal Analiz Sonuclar:
Deli bal ve polen 6ziitlerinin bazi temel 6zelliklerini karakterize etmek i¢in, pH,
prolin igerigi, invert seker yiizdesi, hidroksil radikal aracili DNA hasari,

antimikrobiyal, HPLC ve antioksidan gibi baz1 parametreler degerlendirilmistir.

Bal ornekleri i¢in nem, kiil, toplam asitlik, sakaroz igerigi, invert seker, HMF ve
diastaz degerlerine ait tespit edilen fizikokimyasal sonuglar Cizelge 4.1'de
verilmistir. Tiim bal numuneleri i¢in ortaya ¢ikan degerler yasal parametre degerleri
icersinde yer alirken ancak diastaz aktivitesi ve invert seker parameter degerleri yasal

parameter degerlerinin disinda yer almistir.

Bal i¢in 6nemli kalite parametrelerinden olan prolin analiz sonuglar1 incelendiginde
en yiiksek degere 923,0 mg/kg ile beyaz orman giilii (Rhododendron caucasicum L.)
bali sahipken mor orman giilii (Rhododendron ponticum L.) bali 248,8 mg/kg prolin
ile en diistik degerlere sahiptir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Bal Orneklerinin Fizikokimyasal Analiz Sonuglar

Ornekler a b c
Analiz Sonu¢  Sonu¢  Sonu¢  T.G. Kodeksi Limit Method
Fruktoz (g/100g) 35,40 38,80 38,80 - IHC, 2009
Glukoz (g/100g) 30,20 27,30 28,30 - IHC, 2009
Fruktoz + Glukoz (g/100g) 65,60 66,10 67,10 Enaz 60 olmal
Fruktoz / Glukoz 1,17 1,42 1,37 0.9-1.45 olmali
Sakkaroz (g/100g) 1,70 3,40 430  En fazla 5 olmah IHC,2009
Maltoz(g100g) 1,70 1,80 0,80 - IHC,2009
Prolin (mg/kg) 550,9 248,8 923,0  Enaz 300 olmali TS 13357
Diastaz sayis1 10 8,0 15,5 En az 8 olmali IHC,2009
Nem (g/100g) 21,61 22,35 22,31  Enfazla 20 olmal
Briks (g/1009) 76,81 76,09 76,13 -
pH 4,0 38 4,3 -
Elektriksel fletkenlik 0,712 0,304 1,20 En az 0.8 olmal1
Serbest asitlik 24 15 24,0  Enfazla 50 olmali
HMF 0,60 0,50 0,90 En fazla 40 olmal

R. luteum L. bali (a), R. ponticum L. bal (b), R. caucasicum L. bali (c)
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Prolin miktarinin bal kalitesinin belirlenmesinde 6nemli bir parametre oldugu
diistiniildiigiinde Rhododendron ponticum L. bitkisinden elde edilen bal 6rnekleri

diger bal 6rneklerinden daha diisiik degere sahip olmustur.

Bal ornekleri Diastaz sayisi bakimindan incelendiginde prolin analiz sonuglarina
benzer sekilde Rhododendron caucasicum L. (beyaz orman giilii) bali en yiiksek
(15,5) diastaz sayisina sahipken Rhododendron ponticum L. (mor orman giilii) bali
soz konusu deger yoniinden en disik (8,0) degerlere sahiptir (Cizelge 4.1). Bal
orneklerinin analiz sonuglari Tiirk Gida Kodeksi simnir degerlerine uygun olmakla

birlikte orman giilii ¢esitleri arasinda farklilik gostermektedir.

Bal orneklerinin hasat edilmesi sirasinda iklim kosullar1 ve erken hasat iglemi balin
nem igerigine etki eden 6nemli bir faktordiir. Analiz sonuglari incelendiginde, bal
orneklerinin 21,61 ile 22,35 g/100g aras1 degisen nem igerigi Karadeniz Bolgesi'nin
iklimsel faktorleri nedeniyle balin olgunlagma siiresini uzattigini gostermektedir.
Bolgenin yiiksek nem oranina sahip olmasi ve ortalama sicakliklarin diger bolgere
gore diisiik olmas1 nedeniyle bolgeden alinan orman giilii ballarinin nem igeriginin

Tiirk Gida Kodeksine uygun olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Polen analizinin sonuglari, tim ormangiilii bal orneklerinin, > %45 ormangiilii
poleninin baskin olmasiyla monofloral olarak siniflandirilabilecegini dogrulanmistir.
Polen Orneklerinin elektron mikroskobundan elde edilen goriintiileri orman giilii

bitkilerinin birbirinden fakli yapiya sahip oldugunu ispatlar niteliktedir (Sekil 4.1).

SUI10 500KV x0.00k 56 3 i) 50.0um SUIBH0B00K 1.0k S¢ $00um SULS105 00KV 100K SE

Sekil 4.1 Polen Orneklerinin Taramali Elektron Mikroskobunda Gériintiiliileri
(SEM) (A: R.ponticum, B: R. caucasicum, C: R.luteum)
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4.2 Antimikrobiyal, Antioksidan Aktiviteleri ve Biyoaktif Bilesen Analizleri

Orman giilii balindaki katesin igerigi mevsime gore degiskenlik gosterir (Kan, 1980).
Bu c¢alismadan elde edilen verilere dayanarak, bal ve polen {iriinlerinin
antimikrobiyal aktivitesinin, fermantasyon derecesinden ve iiretim mevsiminden

etkilenen katesin icerigiyle yakindan ilgili oldugu sonucuna varilmistir.

Bu c¢aligmada polen ve orman giilii balinin ham ekstraktlarinin her birinin belirgin
antibakteriyel ve antifungal potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir. Rhododendron
balinin ham numuneleri test edilen organizmalara karst hem gram pozitif hem de
gram negatif bakteri ve mantar durumlarinda antibakteriyel ve antifungal aktivite
gostermistir. Ham RCF numunesi, C. albicans (E. feacalis B. cereus, E, coli, K.
pneumoniae, L. monocytogenes, S. aureus, C.freundii, C.albicans ve S. cerevisiae)
i¢in > 0.750-0.187,5 mg / mI'lik bir MIK gerektirmistir.

Bu c¢alismada kullanilan biitiin fenolik standart bilesikler yani gallik asit,
protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit, katesin, vanilik asit, kafeik asit, serjik asit,
epicatechin, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, t- Luteolin hari¢ sinamik asit R.
ponticum L.'da bulunmustur (Cizelge 4.2). Syringik asit, vanillik asit, 4-
hidroksibenzoik asit ve protokatekuik asit ayrica antibakteriyel, iltihap onleyici,

antioksidan ve stiptik aktiviteler olan dort tiir fenolik asittir.

Propolis'teki bazi flavonoidlerin antimikrobiyal ajanlar oldugu kabul edilmekte olup
pinokembrin (Villanueva ve ark., 1970) antimikrobiyal flavonoidler olarak
tanimlanmustir (Metzner ve ark., 1979). Flavonoidler olan pinokembrin, galangin,
pinobanksin, pinobanksin-3-asetat ve kafeik asit esteridir. Luteolin'in daha 6nce bazi
bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Mori ve ark.,
1987). Flavonol glikozitlerin, antimikrobiyal aktivitelerini arttirmak i¢in diger
polifenollerle sinerjide hareket etmesi de miimkiindiir (Fattouch ve ark., 2007). Farkli
bakteri tiirlerine karsi test edilen farkli ballar karsilastiran ¢alismalarda ¢ok cesitli
MIK degerleri (bakteri iiremesinin tamamen engellenmesi icin gerekli minimum bal

konsantrasyonu) bulunmustur (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.2 Rhododendron Tiirline Ait Bal ve Polenin HPLC Analiz Sonuglar1 (ug/g)
(*ND: Deger bulunamadi)

Standards R.uteum  R.ponticum R.caucasicum R.luteum R.ponticum R.caucasicum
bal bal bal polen polen polen
Gallik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Protocateuik  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
asit
p-OH N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Benzoik asit
Catechin 3.76 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Caffeik asit  N.D. 6.33 N.D. N.D. N.D. N.D.
Syringik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 21.88
Epicatechin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
p-Coumarik  2.30 3.93 3.31 N.D. N.D. N.D.
asit
Ferulik asit  N.D. 6.07 8.26 N.D. 38.19 N.D.
Rutin N.D. N.D. 40.47 N.D. N.D. N.D.
Myerecetin N.D. N.D. N.D. 506.96 497.08 624.27
Resveratrol N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Daidzein N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Luteolin N.D. N.D. N.D. 16.91 207.61 N.D.
t-Cinnamik 0.57 0.86 1.08 14.59 63.93 34.89
asit
Hesperetin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 39.83
Cyrisin 16.81 27.44 20.16 N.D. N.D. 112.89
Pinocembrin  2.31 4.11 2.71 N.D. N.D. 43.90
CAPE 3.70 4.84 2.34 N.D. N.D. 63.17

Bu MIK degerleri 1500, 750, 375 ve 187.5 ug / mL 'dir. Cizelge 4.3 incelendiginde
engok bakteri ve funguslari etkisiz hale getiren numulerin basinda R.caucasicum L.
(beyaz) orman giiliinden elde edilen bal 6rnekleri ve R. ponticum L. (mor) orman
gilii poleni gelmektedir. Tirkiye’de ayrica sifali bitkiler ve yerel halk tarafindan
bilinen mahsulleri bir araya getirilmekte ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, Rhododendron tiirlerinden elde edilen ballar ve
nektar dahil polenler grayanotoksinler olarak bilinen toksik diterpenleri igerir. Bu
bitkiden elde edilen balin yenmesi derin hipotansiyon ve bradikardiye neden olabilir
(Ertiirk, ve ark., 2009). Orman giilii bali kan sekeri ve lipit seviyelerini azaltir. Bu
etki biiyiikk olasilikla grayanotoksinlerin parasempatik sinir sistemi {izerinde

uyarilmasindan kaynaklanmaktadir (Oztasan ve ark., 2005).
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Cizelge 4.3 In Vitro Olarak Mikrobiyal Biiyiimenin %100'inii Inhibe Etmek i¢in U¢ Rhododendron Tiiriine Ait Bal ve Polenin Minimum
Inhibitér Konsantrasyonu (MIK), degerleri (ug / mL)

Numuneler Sa B ceraus K pnemonial E.coli C. freundii L monocytogenes E. fecalis C. albicans S.cerevisia P aeruginosa
R. Luteum Bal 750< 375< 750< 375< 750< 375< 750< 375< 750< 1500<

R. Luteum Polen 375< 375< 375< 375< 750< 375< 750< 187.5< 187.5< 1500<
R.Caucasicum Bal 375< 375< 375< 375< 750< 375< 375< 187.5< 375< 750<

R Ponticum Polen 375< 375< 750< 375< 375< 375< 750< 187.5< 375< 750<

R Ponticum Bal 375< 375< 750< 375< 375< 375< 750< 187.5< 187.5< 1500<
R.Caucasicum Polen 375< 750< 375< 750< 750< 750< 375< 187.5< 187.5< 750<
Ampicillin 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < NT NT 23.375<
Cephazolin 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < 11.687 < NT NT 23.375<
Nystatin NT NT NT NT NT NT NT 23375< 23.375< NT

NT: inhibisyon yok,

Enterococcus feacalis ATCC® 29121(+), Bacillus cereus ATCC® 11778(+), Saccharomyces cerevisiae ATCC® 9763 ,Escherichia coli ATCC®25922 Gram (-),
Klebsiella pneumoniae ATCC®13883 Gram (-), , Listeria monocytogenes ATCC®7677 Gram (+Staphylococcus aureus ATCC ®6538(+) Citrobacter freundii
ATCC® 43864 (-),Candida albicans ATCC®10231 Pseudomonas aeruginosa Gram (-), NRRL B-2679
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Bu calismanin sonuglar1 diisiik dozlardaki orman giilii bal ve polenlerinin gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini gdstermektedir. Sonug¢ olarak, orman
giilii bal ve polenin her bir ham ekstraktinin bakteri ve mantarlarda daha belirgin

antibakteriyel ve antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.
4.3 Toplam Fenolik Icerik ve Antioksidan Faaliyetler

Toplam fenolik icerikler, DPPH ve FRAP testlerine dayanan antioksidan aktiviteler
ve balin ve polen numunelerinin linoleik asit peroksidasyonundaki (LAP) inhibisyon
potansiyelleri farkli Rhododendron tiirlerinde belirlenmistir. Elde edilen tiim
sonuclar Cizelge 4.4' te verilmistir. Cizelgede ki sonuglar dikkatlice incelendiginde
asagidaki sonuglar ¢ikarilabilir. Toplam fenolik icerik ve DPPH ve FRAP i¢in en
diisik degerler R. ponticum L.'dan elde edilen bal 6rneklerinde tespit edilmistir.
Bununla birlikte, R. luteum L. 'dan alinan bal numunesinin, lipit peroksidasyonunda
en diisik inhibisyon potansiyeline sahiptir. Tiim testlerde en yiiksek sonuglar
genellikle polen Orneklerinde belirlenmistir. Oyle ki, R. caucasicum L. ‘den 0.1
mg/mL konsantrasyonunda polen numunesi, %37.158 inhibisyon potansiyeline

sahiptir.

Farkli ormangiilii tiirlerinden bal ve polen 6rneklerini karsilastiran ¢aligmalarda sik
rastlanmamaktadir. Ancak, Artvin ilinden ucucu bilesikler agisindan toplanan bes
farklt Ormangiilii Tiirtinde bir analiz yapilmis ve R.luteum L. ¢igeklerinin digerleri
arasinda en farkli kompozisyonlara sahip oldugu tespit edilmistir (R. ponticum, R.
ernernii, R. sochadzeae ve R. smirnovii). Bu nedenle, uguculardaki bu degisken
profil biyolojik 6zelliklerde de kendini gdsterecektir (Tasdemir ve ark., 2003). Ote
yandan, Tiirkiye'de elde edilen monofloral ballarla ilgili yapilan bir aragtirma
sonucunda Ordu ilinde Rhododendron balinin fenolik icerigi 408,35 mg GAE / 100 g
bal olarak bulunmustur. Bu nedenle, bu ¢alismada incelenen 6rneklerin daha fazla
fenolik oldugu sdylenebilir. Bu durum bal Orneklerinin fenolik igerikleri ve
antioksidan aktivitelerinin ¢igek kokenli, jeogropikol kokenli, nem, sicaklik, iklim ve
cevre kosullarina bagl olarak degisebilecegini gostermistir (Giil ve Pehlivan., 2018).
Ote yandan, bu calismada antioksidan aktivite degerleri ile fenolik igerik degerleri
arasinda 1yi bir iligki yoktur. Giil ve Pehlivan, (2018) bu durumu test edilmeyen

farkli  antioksidan  aktivitelerin, farkli  baglanmalardan ve  yapilardan
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kaynaklanabilecek diger mekanizmalarla ilgili oldugunu belirtmistir. Kiiclik ve ark.,
(2007) fenolik madde miktar1 ile antioksidan aktivite degerleri arasindaki
uyumsuzlugun, farkli tipteki polifenollerin farkli radikal temizleyici aktiviteleri ile
aciklana bilecegini belirtmisdir. Tiirkiye'nin ¢esitli Karadeniz boélgelerinden elli
ormangiilii bal oOrneklerinin fenolik igerikleri, antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerini i¢eren bir rapor sunulmustur. Sonuglar, her ormangiilii bali ve poleninin
farkli miktarlarda fenolik igerige sahip oldugunu ve farkli bir antioksidan veya

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

Lipid oksidasyon inhibisyonunun degerlendirilmesi, biyolojik antioksidan
kapasitenin degerlendirilmesinde 6nemli bir yoldur (Watanabe ve ark., 2008). Bu
nedenle, DPPH ve FRAP testlerine ek olarak, arastirilan numunelerin indiiklenmis
lipit peroksidasyonu iizerindeki inhibisyon etkisi de antioksidan aktivitenin bir
gostergesi olarak arastirllmistir. En yiliksek fenolik icerige sahip olan test edilmis
numunelerden birinin 0.1 mg / mL konsantrasyonu, lipit peroksidasyonu i¢in%
37.158 inhibisyon potansiyeline sahip oldugunu belirlenmistir. Ayrica, orman giilleri
de dahil olmak tizere ballarin lipid peroksidasyonu {izerindeki inhibisyon etkisi
yeterince arastirilmamistir. Ormangiilii bitkisi, az sayida ¢alismada arastirilmistir. Bu
nedenle, bal ve polen orneklerinin farkli ormangiilii bitki tiirlerinden hazirlanan

ekstraktlarinin degerlendirilmesi bu ¢aligmanin en 6zglinyoniinii olusturmaktadir

Cizelge 4.4 Bal ve Polen Orneklerinin Toplam Fenolik Igerik ve Antioksidan

Ozellikleri
NUMUNELER Toplam fenolik DPPH FRAP inhibasyon (%)
icerik (mg GAE /8) (g0 - mg/mL)  (mMTX/g) (0.1 mg/ mi)
R. ponticum Bali 0.04 64.002 0.409 14.695
R. luteum Bali 0.22 35.634 2.025 8.550
R. caucasicum Bali 0.92 16.652 3.588 12.563
R.ponticum Poleni 25.81 1.054 6.177 9.368
R.luteum Poleni 13.63 1.018 2.676 17.174
R.caucasicum Poleni 23.10 0.496 4,162 37.158
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Folin-Ciocalteu testi, monohidrik fenoller, polifenoller, flavonoidler ve tanninler igin
yiikksek derecede duyarli olmasina ragmen bu metodla kolorimetrik reaktifle
(fosfotungstik ve fosfomolibdik asit karisimi) reaksiyona girerek girisim yapan
sekerler, askorbik asit, aminoaistler (tirosin, triptofan) gibi kolayca okside olan
maddeler mevcudiyetinde, toplam fenolik asit icerik oldugundan fazla olarak tespit
edilmistir. Ayrica, birden fazla hidroksil grubuna sahip fenoliklerin olusacak rengin
siddetini ayn1 oranda artirmalar1 beklenirken hidroksil gruplar1 kromofor reaktif i¢in
ulagilabilir olmadigindan aromatik halkadaki sterik etkiler veya substitusyonlar
beklenen sonucu etkileyebilmektedir (Palacios ve ark., 2011).

4.4, Kolinesteraz Onleyici Faaliyet

Ormangiilii bitki tiirlerinin asetilkolinesteraz inhibisyonu potansiyeli iizerine birkag
calisma olmasina ragmen, Rhododendron luteum L. ormangiilii, Rhododendron
ponticum linn. subsp. (Orhan ve ark., 2004; Mukherjee ve ark., 2007; Lee ve ark.,
2011) gibi ormangiilii bal 6rnekleri iizerinde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ote
yandan, orman giilleri disindaki diger bal tiirleri nérolojik hastaliklarda bir care
olabilecegi literatiirde belirtilmektedir (Zaidi ve ark.,, 2019). Bu nedenle,
calismamizda 6rneklerin antioksidan 6zelliklerine ek olarak, Rhododendron balinin
ve polen orneklerinin kolinesteraz inhibe etme potansiyeli arastirilmis ve sonuglar

galantamin, standart kolinesteraz inhibitorii ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Orneklerin 0.5 mg / mL Konsantrasyonda Asetilkolinesteraz ve
Butirilkolinesteraz inhibe Edici Potansiyelleri (%)

NUMUNELER AchE BuChE

R. ponticum Bali 11.781 0.099

R. luteum Bali 50.330 Belirlenemedi
R. caucasicum Bali 5.750 0.790

R. ponticum Poleni 3.487 18.855

R. luteum Poleni 8.671 7.601

R. caucasicum Poleni 10.933 4.343
Galantamine 85.203 24.778

Bal 6rneklerinin AChE kalitim oranlar1 polen drneklerinden daha yiiksektir. Ote
yandan, polen numunelerinin BuChE inhibisyon dereceleri daha yiiksektir. Ozellikle,

galantamin ile karsilagtirlldiginda, R. ponticum L.'dan elde edilen polen o6rnegi,
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onemli Ol¢lide daha yiiksek bir biitirikolinesteraz aktivitesine sahiptir. Ayrica, R.
luteum'dan hazirlanan 0.5 mg / mL bal 6zii, AChE {izerinde %50 inhibisyon etkisine

sahip olup dikkate alinmasi gereken bir bulgudur.

Farkli botanik kokenlere ait 33 bal oOrnegi, (Cezayir'in farkli bdolgelerindeki
aricilardan), asetilkolinesteraz inhibisyon potansiyelleri agisindan arastirilmis ve
cogu i¢in inhibisyon aktivitesi saptanamamis olup tespit edilenlerin IC50 degerleri
ise; 0.367 ila 0.629 mg / mL arasindadir (Zaidi ve ark., 2019). Ancak, dogrudan R.
luteum ve R. ponticum'dan hazirlanan 1 mg / mL bitki 6zii %76.32 ve %93.03
oraninda inhibisyon potansiyeline sahiptir bulunmustur (Orhan ve ark., 2004).
Rhododendron yedoense i¢in IC50 degeri 169.01 pg / mL olarak bildirilmistir (Lee
ve ark., 2011).

4.5 DNA Hasar Inhibitor Aktiviteleri

Polen ve balin hidroksil radikal kaynakli DNA hasar iizerindeki koruyucu etkisinde
kullanilan bu ¢alismada DNA etkilesimi belirlenmistir. Polen ve bal 6zlerinin DNA
ile etkilesimi, baglanma-ayrilma &zelliklerine bagl olabilir ve bu ii¢ boyutlu DNA
konformasyonunda degisikliklere neden olmaktadir. Bunlar, DNA band
yogunlugunda ve DNA' nin elektrik alandaki gé¢ oraninda ¢ok etkilidir (Asmafiliz,
2013). Plazmid DNA {i¢ farkli bigimde bulunur, ancak islenmemis plazmid DNA, iki
DNA bandiyla jel elektroforezi iizerinde go¢ eder (Akbas, 2013). Agaroz jel
elektroforezine gore, ekstreler DMSO (Dimetil siilfoksit) i¢inde ¢oziilmiis ve 0.125
ug / ul pUCI18 plazmit DNA sirastyla 6.25, 12.5, 25 ve 50 mg / ml ekstreler ile
muamele edilmistir (Sekil 4.2).

123 45678

Form II

Form I

Sekil 4.2 Farkli Renk Polenlerinin Artan Konsantrasyonlar1 ile pUC18 Plazmid
DNA'nin Etkilesiminin Elektrofotogramlari. [Beyaz orman giilii poleni (a),
Sar1 orman giilii poleni (b) ve Mor orman giilii poleni (c)]

Serit 1: H0; ve pUC18 plazmid DNA; Serit 2: pUC18 plazmid DNA kontrolii; Serit
3: DMSO ve pUCI18 plazmid DNA; Serit 4: TE ve pUC18 plazmid DNA; Serit 5:
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H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 6,25 mg / ml 6ziit; Serit 6: H,0,, pUC18 plazmid
DNA ve 12,5 mg / ml ekstrakt; Serit 7: H20,, pUC18 plazmid DNA ve 25 mg / ml
ekstrakt, Serit 8: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 50 mg / ml ekstrakt.

Serit 1, 2, 3 ve 4 kontrol olarak muamele edilmemis pUCI18 plazmit DNA's1 ile
gerceklestirilirken, 5-8 seritleri, H,O, mevcudiyetinde ekstraktlarin artan

konsantrasyonlari ile etkilesime giren plazmid DNA'ya isaret etmistir.

Orman giilii polen bilesiklerinin, pUC18 plazmid DNA'sina kars1 benzer etkiler
sergiledigi belirlenmistir. Artan polen ekstreleri dozu hidroksil radikal aracili
plazmid DNA kirilmasi iizerinde koruyucu bir etkiye sahiptir. Bilesiklerin en kiigiik
lic konsantrasyonu i¢in 5 i¢in net bir form I bandi yoktur. Serit 5'teki bantlarin
azalmasmin, DNA hasarina bagli olmdugu soylenebilir. Form 1, artan

konsantrasyonlarla etkilesime giren plazmid DNA'y1 degistirmemistir.

Balin hidroksil radikal aracili DNA hasar1 iizerindeki etkisinde kullanilan bu
caligmada DNA etkilesimi bulunmaktadir. Bal 6zlerinin DNA ile etkilesimi, lig¢
boyutlu DNA konformasyonunda degisikliklerle sonug¢lanan baglanma-ayrilma
ozelliklerine bagli olabilir. Bunlar, DNA band yogunlugunda ve DNA'nin elektrik
alandaki go¢ oraninda c¢ok etkilidir (Asmafiliz, 2013). Plazmid DNA, ¢ farkh
bicimde bulunur, ancak islenmemis plazmid DNA, iki DNA bandiyla jel
elektroforezi tizerinde goc¢ eder (Akbas, 2013). Agaroz jel elektroforezine gore,
ekstreler DMSO (Dimetil siilfoksit) i¢inde ¢dziilmiis ve 0.125 ug / ul pUC18 plazmit

DNA sirasiyla 3.125, 6.25, 12.5, 25 ve 50 mg / mL ekstreler ile muamele edilmistir
(Sekil 4.3).

Form II

Form I

Sekil 4.3. PUC18 Plazmid DNA'nin Artan Konsantrasyonlarda Farkli Renkte Bal ile
Etkilesiminin Elektrofotogramlar1 [Beyaz orman giilii bah (a), Sar1 orman
giilii bali (b) ve Mor orman giilii bali (c)]

Serit 1: pUC18 plazmid DNA kontrolii; Serit 2: H,0, ve pUC18 plazmid DNA; Serit
3: DMSO ve pUC18 plazmid DNA; Serit 4: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 3.125 mg
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| mL beyaz bal 6zii; Serit 5: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 6,25 mg / mL beyaz bal
0zii; Serit 6: Hy0., pUC18 plazmid DNA ve 12.5 mg / mL beyaz bal 6zii; Serit 7:
H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 25 mg / mL beyaz bal 6zii; Serit 8: H,0,, pUC18
plazmid DNA ve 50 mg / mL beyaz bal 6zii; Serit 9: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve
3,125 mg / mL sar1 bal 6zii; Serit 10: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 6,25 mg / mL
sar1 bal 6zii; Serit 11: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 12.5 mg / mL sar1 bal 6zii; Serit
12: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 25 mg / mL sar1 bal 6zii; Serit 13: H,0,, pUC18
plazmid DNA ve 50 mg / mL sar1 bal 6zii; Serit 14: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve
3.125 mg / mL mor bal 6zii; Serit 15: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 6,25 mg / mL
mor bal 6zii; Serit 16: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 12.5 mg / mL mor bal 6zii;
Serit 17: H,0,, pUC18 plazmid DNA ve 25 mg / mL mor bal 6zii; Serit 18: H,0,,
pUC18 plazmid DNA ve 50 mg / mL mor bal 6zii.

Serit 1 ve 3 kontrol olarak muamele edilmemis pUCI18 plazmit DNA' s1 ile
gerceklestirilirken, 4-18  seritleri, HO, kosulunda  ekstraktlarin  artan

konsantrasyonlari ile etkilesime giren plazmid DNA' ya isaret etmektedir.

Orman giilii bal bilesiklerinin, pUC18 plazmid DNA'sina karst neredeyse benzer
etkiler sergiledigi anlasilmaktadir. Farkli ekstraktlarin artan dozlarimin hidroksil
radikal aracili plazmid DNA kirilmasi iizerinde koruyucu bir etkisi bulunmaktadir.
En yiiksek aktiviteler, 50 mg / mL olarak isaretlenmis farkli bal 6rnekleri i¢in elde
edilmistir. Ote yandan, R. ponticum L. bitkisinin bal 6rnekleri hasarli DNA iizerinde

en olumlu etkiye sahip bulunmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Bal i¢in 6nemli kalite parametrelerinden olan prolin analiz sonuglar1 incelendiginde
beyaz orman giilii (Rhododendron caucasicum L.) bali en yiiksek degere sahip olmus
ve 923,0 mg/kg deger ile diger orneklerden farklilik gostermistir.

Bal orneklerinin kalitesinin belirlenmesinde énemli faktorlerden olan diastaz sayisi
15,5 ile 8,0 arasinda degiskenlik gostermektedir. Rhododendron caucasicum L.
(beyaz orman giilii) bali en yiiksek degere sahipken tiim bal orneklerinin analiz
sonuglarmin Tirk Gida Kodeksi sinir degerlerine uygun oldugu belirlenmistir.
Yapilan nem analizi sonuglarina gore ise tiim bal Orneklerinin Tirk Gida
Kodeksi'nde belirlenen siirlarin biraz tizerinde oldugu sasptanmistir. Bu durumum
hasadin erken yapilmasindan ve olumsuz iklim kosullarindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Toplam fenolik igerik ve DPPH ve FRAP igin en diisiik degerler R. ponticum L.'den
elde edilen bal orneklerinde tespit edilmistir. Bununla birlikte, R. luteum L. 'den
alman bal numunesinin lipit peroksidasyonunun da en diisik inhibisyon
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Arastirmada {izerinde durulan biitiin
testlerde en yiiksek sonuglar genellikle polen 6rneklerinde belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar 1s18inda, her ormangiilii bali ve poleninin farkli miktarlarda fenolik icerige

farkl1 bir antioksidan veya antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu sdylenebililir.

Orman giilii bal ve polen 6rneklerinin pUC18 plazmid DNA'sina karst neredeyse
benzer etkiler sergiledigi tespit edilmistir. Farkli ekstraktlarin artan dozlarinin
hidroksil radikal aracili plazmid DNA kirilmas: iizerinde koruyucu bir etkisi
bulunmaktadir. En yiiksek aktiviteler, 50 mg / mL olarak isaretlenmis farkli bal
ornekleri i¢in elde edilmistir. R. ponticum L. bitKisinin bal 6rneklerinin hasarli DNA
tizerinde en olumlu etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Yine orman giilii bal ve polen
orneklerinin ham ekstraktlarinin bakteri ve mantarlara karsi belirgin antibakteriyel ve

antifungal etki gosterdigi de saptanmustir.

Bu aragtirmadan elde edilen sonuglar, diisiik dozlardaki orman giilii polen ve
ballarinin gesitli hastaliklarin tedavisinde, gida maddelerinin korunmasinda ve raf

Omiirlerinin uzatilmasinda kullanilabilecegini gostermistir.
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