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KISALTMALAR LISTESI

AEDA: Aroma extract dilution analysis.
APCI: Atmosfer basincinda kimyasal
iyonlastirma.

API: Atmosfer basincinda normal
iyonlastirma.

CHARM: Combined hedonic response
measurement.

DED: Dogrudan ekstraksiyon cihazi.
DHA: Dokosaheksaenoik asit.

DHS: Dinamik headspace (purge-and-
trap).

Enose: Elektronik Burun
EPA:cis-5,8,11,14,17-aykosapentaenoik
asit.

FD: Factor of Dilution (seyreltme
faktorii).

FID: Flame ionization dedector.

FPD: Alev fotometrik dedektorti.

GC: Gaz Kromatografisi.

GC/MS: Gaz Kromatografisi / Kiitle
Spektrometresi

GC-0: Gaz kromatografisi-
olfaktometri

GLC: Gaz-sivi kromatografisi

GPC: Jel gegirgenlik kromatografisi.
GSC: Gaz-kat1 kromatografisi

HMF: 5-Hidroksimetil-2-furaldehit

vii

HPLC: Yiiksek basingli s1vi
kromatografisi.

HS: Headspace.

HSA: Headspace analizi.

IAMS: Lithium lon Attachment Mass
Spectrometry.

IR: Kizil6tesi spektroskopisi.

ITD: lon-Trap Dedector.

ITMS: lon-trap mass spectrometry.
LC: Siv1 kromatografisi.

MD: mikrodalga destilasyonu

MS: Kiitle spektroskopisi.

NMR: Niikleer magnetik rezonans
spektroskopisi.

PTR: Proton transfer reaksiyonu.
RH: Bagil Nem

RT: Retention time (gecikme zamani).
SDE: Simultaneous Distillation-
Extraction (Stirekli destilasyon-
ekstraksiyon).

SFE: Stipekritik akigkan ekstraksiyonu.
SHS: Statik headspace.

SPE: Kat1 faz ekstraksiyonu.

SPME: Kat1 faz mikroekstraksiyonu.
TLC: Ince tabaka kromatografisi.
TOF: Time of flight (ugus siiresi).
UV: Mordétesi spektroskopisi.



OZET

BAZI BAL CESITLERINDE UCUCU (AROMA) BILESIKLERININ
BELIRLENMESI

Bu c¢alismada Tirkiye’nin c¢esitli yorelerinden temin edilen 8 c¢esit bal Orneginde
bulunan aroma maddeleri arastirilmistir. Bu bal orneklerinin 7 tanesi tek cicek bali
(monofloral), 1 tanesi karisik ¢igek balidir (polifloral). Bu ballar sirasiyla; narenciye,

kestane, kekik, cam, geven, akasya, yayla bali ve pamuk balidir.

Ballarda bulunan aroma maddelerini tespit etmek i¢in dncelikle aroma ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Aroma ekstraksiyonu iki asamali bir islemdir. Ilk asamasi 6n
(¢oziicii) ekstraksiyonudur. Ikinci asama ise mikro ekstraksiyon cihaz1 ile
gerceklestirilen stirekli destilasyon-ekstraksiyon (SDE) islemidir. Sonrasinda elde
edilen ekstraktlarin ig¢indeki aroma bilesiklerinin tayini amaciyla ekstraktlar GC/MS

cihazinda kalitatif olarak analiz edilmistir.

Yapilan analiz sonucunda elde edilen bilesiklerin ¢ogunlukla hidrokarbon, alkol, fenol,

aldehit ve keton gruplarina ait olduklar tespit edilmistir.
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SUMMARY

DETERMINATION OF VOLATILE (AROMA) COMPOUNDS IN SOME
HONEYS

In this study, volatile aroma compounds found in 8 honey samples which were obtained
form different cities in Turkey were investigated. 7 of these honey samples were
monofloral and 1 of them was polifloral. These honeys are; citrus, chestnut, thyme,

pine, astragalus (geven), acacia, flower honey and cotton honey respectively.

To determine the aroma compounds in these honeys, firstly aroma extraction was
applied. Aroma extraction is a two step process. First step is (solvent) pre-extraction.
Second step is Simultaneous Distillation-Extraction (SDE) process which was
performed with micro extractor. Finally extracts were analysed qualitatively in GC/MS

to determine the aroma compounds.

As result of the analysis, most of the obtained compounds were belong to the
hydrocarbon, alcohol, phenol, aldehyde and ketone groups.



1. GIRIS

Giliniimiizde aricilik, tim diinyada yapilan en yaygin tarimsal faaliyetlerden birisidir.
Bugiin diinyada 56 milyon dolayinda ar1 kovani bulunmakta ve bunlardan 1.2 milyon
ton dolayinda bal iiretilmektedir. Uretilen balin yaklasik 1/4'ii ticarete konu olmakta ve
dis satimin %90 20 dolayindaki bal iireticisi iilkeden yapilmaktadir. Diinyanin en ¢ok
kovan varligina (65 milyon) sahip ve bal tireten (211 bin ton) tilkesi Cin'dir [1].

Kovan basina ortalama diinya bal iiretimi 20 kg dolayinda olup bu rakam Cin'de 33,
Arjantin'de 40, Meksika'da 27, Kanada'da 64, Avustralya'da 55, Macaristan'da 40 ve
Tiirkiye'de 16 kg dolayindadir. Bu iilkeler ayn1 zamanda diinyanin en ¢ok bal ihra¢ eden
iilkeleridir. Diinyada en ¢ok bal ithal eden iilkeler ise; Almanya, ABD, Japonya,
Ingiltere, Italya, Isvicre, Fransa, Avusturya ve diger Avrupa iilkeleridir. Bu iilkelerden

Almanya yalniz bagina Tiirkiye'nin bal iretiminden daha fazla bal ithal etmektedir [1].

Tiirkiye, dogal dokusu bakimindan diinyanin en giizel iilkelerinden biridir. Ulkemizdeki
bitki zenginligi, 6zellikle ariciligin altyapisini olusturmaktadir. Tiirkiye'de aricilik, ¢ok
eski yillardan beri bir gelenek olarak yapila gelen sosyo-ekonomik bir faaliyettir.
Tiirkiye sahip oldugu 4 milyon dolayindaki kovan varligt ve 63 bin ton dolayindaki bal
tiretimi ile diinyada 3. ve 4. siralarda yer alarak hem kovan varligi hem de bal iiretimi
bakimindan diinyanin en 6nemli iilkeleri arasindadir. Ancak bu 6nemli gelismeye
karsin, ililkemizde kovan bagina ortalama bal {iretimi 16 kg dolayinda olup diinya
ortalamasi olan 20 kg'in altindadir. Bununla birlikte, Tiirkiye'nin diinya bal ticaretinde
%1.87'lik bir payla 10. sirada yer alis1 sahip olunan kovan varligi ve bal iiretimiyle
uyum saglamamaktadir. Hem diinya bal ticaretindeki payimiz hem de koloni bagina bal
tretimimiz dikkate alindiginda, iilkemizin sahip oldugu mevcut aricilik potansiyelinden
yeteri kadar faydalanamadigimiz ortaya ¢ikmaktadir. Diger yandan iilkemizde, bal
disinda diger ar1 dirlinlerinin iiretimi ve bal arilarmin bitkisel iiretimde yeterli
tozlagmanin saglanmasi amaciyla kullanilmalar1 da yaygin degildir. Kovan basina bal

iretiminin artirilmasi, bal iiretimi yaninda diger ar1 Uriinlerinin {iretilmesi ve bal



arilarinin bitkisel tiretimde daha yaygin kullanilmas1 durumunda mevcut potansiyelimizi
daha iyi degerlendirecegimiz aciktir. Ancak, ilkel ve gecit kovanlardan modern
kovanlara geg¢isin biiyiikk Olgiide tamamlanmis olmasi, koloni bagina ortalama bal
iiretiminde bir miktar artisin saglanmasi ariciligimiz i¢in olumlu gelismeler olarak

sayilabilir [1].

Tiirkiye'nin ekolojik ve sosyo-ekonomik yapisi geregi, iilkemizin her yerinde aricilik
yapilabilirken sirasiyla Ege, Karadeniz ve Akdeniz Bolgeleri gerek kovan varligi
gerekse iiretim payr bakimindan aricilik i¢in en onemli bolgelerimizdir. Tiirkiye bal
tiretiminin yaklasik yarisi bu li¢ bolgemizde gergeklesmektedir. Bal {iretimi bakimindan
sirasiyla ilk on ilimiz; Mugla, Ordu, Adana, Aydin, Sivas, Antalya, izmir, i¢el, Erzincan

ve Samsun olup tilkemiz bal iiretiminin yaklasik yarisi bu illerimizde iretilmektedir [1].

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun [2] yapmis oldugu arastirmaya gore Tiirkiye’de yillara

gore iiretilen bal miktar1 Tablo 1.1°de verilmistir.

Tablo 2.1: 1991-2007 yillar1 arasinda tilkemizdeki aricilik ve bal tiretimi

Yillar | Koysayist | Yeni Kovan Sayis1 | Eski Kovan | Bal (ton) | Balmumu (ton)
Sayisi
1991 21540 3161583 266859 54655 2863
1992 21931 3289672 250656 60318 2916
1993 21975 3450755 234692 59207 3110
1994 22050 3567352 219236 54908 3353
1995 21987 3701444 214594 68620 3735
1996 22329 3747578 217140 62950 3235
1997 22145 3798200 204102 63319 3751
1998 22302 4005369 193982 67490 3324
1999 22447 4135781 185915 67259 4073
2000 22571 4067514 199609 61091 4527
2001 22606 3931301 184052 60190 3174
2002 22423 3980660 180232 74554 3448
2003 22110 4098315 190538 69540 3130
2004 22133 4237065 162660 73929 3471
2005 22550 4432954 157059 82336 4178
2006 22305 4704733 146950 83842 3484
2007 21560 4690278 135318 73935 3837




Ulkemizde farkli bolgelerde ¢ok ¢esitli ballar iiretilmektedir. Bunlarin baslicalar:

sunlardir:

= Kestane Bali

= Narenciye Bali
= Kekik Bali

= (Cam Bali

= Akasya Bali

* Aycicegi Bali

* Pamuk Bal

* Thlamur Bali

»  Karisik Cigcek Bali (Yayla Bal)
* Anzer Bali

= Karakovan Bal

= Delibal

Gida kodeksine gore bitki nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlariin salgilarinin veya
bitkilerin canli kisimlari lizerinde yasayan bitki emici boceklerin salgilariin bal arisi
(Apis mellifera) tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii maddelerle birlestirerek
degisiklige ugrattigi, su igerigini diislirdiigli ve petekte depolayarak olgunlastirdig:

dogal iiriin bal olarak tanimlanmaktadir [3].

Bal antibakteriyel [4,5] (enfeksiyon iyilestirici ve bakterilerin gelisimini durdurucu
ozelligi), antioksidan [6] (kanser ve kalp sagliginin korunmasinda etkili), mevsimsel
alerjileri Onleyici (polenlerden kaynaklanan mevsimsel alerjilerde, bolgenizden elde
edilmis ballar ile insan viicudu polenlere hazirlamaktadir) ve yara iyilestirici [4,5]
(yaralarin iizerine yiizeysel olarak uygulama ile, yaralarin daha hizli iyilesmesini
saglamakta ayni zamanda igerdigi hidrojen peroksit ile dezenfektan etkisi gostererek
mikroplar1 o6ldiiriip daha hizli deri yenilenmesi saglamaktadir) 6zellikleri nedeniyle

saglik acisinda 6nemli, faydali 6zelliklere sahiptir.



Her gida maddesinde, gidanin kendisine has ve o giday1 temsil eden kokuyu ve tadi
veren ucucu aroma bilesenleri bulunmaktadir. Aromay1 olusturan bu bilesenler tat ve
diger fiziksel faktorlerle bir araya gelerek gida maddesinin lezzetini (flavour)

olusturmaktadirlar.

Bal, lezzet bakimindan zengin (flavour-rich product) dogal bir besin maddesidir. Balin
aroma bilegenleri zengin bir aroma profiline sahip olup bir¢ok ugucu bilesik
icermektedir. Bu u¢ucu maddelerden meydana gelen aroma profili ayn1 zamanda balin

parmak izi (fingerprint) gibidir ve balin orijinini tespit etmede kullanilmaktadir.

Bu nedenle aromayi olusturan ugucu maddelerin belirlenmesi ve aroma profillerinin
elde edilmesi ile balin orijini, hangi yorede iiretildigi ve dogallig1 tespit
edilebilmektedir. Bu konu ile ilgili ¢alismalar giintimiizde aroma bilesikleri ile ilgili en

revacta olan arastirma konularindan bir tanesini olusturmaktadir.

Bu calismada, tek florali bazi bal tiirlerinin kendine 6zgii ugucu bilesenlerin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Belirlenen ugucu bilesenler karsilastirilarak farkli bal
tiirleri arasinda her balin kendisini temsil eden biomarker bilesenlerini tespit etmek
suretiyle bu ballarin kalitelerinin, orijinlerinin ve dogalliklarinin belirlenmesinde temel
teskil edecek verilerin saglanmasidir. Ayrica Tiirkiye’de bu konudaki yapilacak yeni

caligmalara onciiliik yapilmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 BALIN HAMMADDESI VE SINIFLANDIRILMASI

Ballar elde edilis kaynaklarina gore ¢igek veya nektar bali ve salgi bali olmak tizere iki
ana gruba ayrilirlar. Bunlardan ¢igek veya nektar bali bitki nektarlarindan elde edilen
bali, salgi bali ise bitkilerin canli kisimlarmin salgilarindan veya bitkilerin canli
kisimlar tizerinde yasayan bitki emici boceklerin -Hemiptera- salgilarindan elde edilen

bal1 ifade eder [3].

Balin temel hammaddesi floem 6zsuyudur. Kalburlu borular, kozalaklilarda kalburlu
hiicreler bitki i¢inde belirli basing altinda suda ¢oziinmiis besin maddelerini gerekli

yerlere iletir. Bu sisteme floem denir [7].

Floem 6zsuyu berrak, genellikle renksiz, pH’s1 7,3-8,6 olan %15-25 kuru madde iceren

tatl bir sividir. Kuru madde %1-3 kiil ve %90 oraninda karbonhidrat igerir.

Floem 6zsuyunda bulunan sekerlere gore bitkiler ti¢ grupta toplanirlar:

1. Baslica sakkaroz icerenler (baklagiller, kozalaklilar)
2. Sakkaroz yaninda ¢ok miktarda oligosakkarit igerenler (Oleaceae, Bignoniaceae)

3. Yukaridaki sekerler yaninda seker alkolleri igerenler (Oleaceae, Rosaceae)

Floem 0zsuyu, karbonhidratlar yaninda az da olsa azotlu maddeler, yaglar, organik
asidler, niikleik asidler, vitaminler ve mineraller igerir. En ¢ok bulunan amino asidler
glutamik asid, glutamin, aspartik asid ve asparagindir. Baz1 bitkilerde seker fosfatlar ve
monosakkaritler bulunabilirler. Bilesim bitki tiiriine ve ayni bitkide giinlik ve

mevsimlere gore degisiklik gosterir [7].

Ballar iiretim ve/veya pazara sunulus sekline gore asagidaki gibi siniflandirilmistir:



- Petekli bal: Kulucka amaclh kullanilmamis olan saf balmumundan hazirlanmis
temel peteklerin veya arilar tarafindan yapilmis peteklerin gozlerinde
depolanmis ve tamami veya biiyiik bolimii sirlanmig olarak satisa sunulan bal.

- Siizme bal: Sirlart alinan yavrusuz peteklerden santrifuj yolu ile elde edilen bal.

- Petekli siizme bal: Siizme bal icerisinde petekli bal pargalar ile hazirlanmis bal.

- Sizma bal: Stizme bal elde edilirken alinan sirlardan ve bali alinmis peteklerden
sizdirilarak toplanan bal.

- Pres bali: Yavrusuz peteklerin dogrudan veya 45°C’yi asmamak iizere 1sitilarak
preslenmesi ile elde edilen bal.

- Filtre edilmis bal: Yabanci organik ve/veya inorganik maddelerin filtrasyon yolu

ile uzaklastirilmasi sirasinda polen igerigi 6nemli dl¢iide azalmis bal [3].

Cicek ballari, toplandiklar1 yorenin hakim ¢icek ortiisiiniin isimleriyle anilan (thlamur,
pamuk, aycicegi, akasya, kestane, narenciye vb. gibi) monofloral ballar olarak pazara
stirilebilecegi gibi, tek cesidin hakim oldugu bir bitki Ortiisiiniin olmadig1 yerlerde
arilarin mubhtelif ¢igeklerden topladigi ve polifloral olarak bilinen sekilde de pazara

sunulmaktadir [8].

2.2 BALIN iISLENMESI

Nektar (balozii), salgt ve diger seker iceren materyal is¢i ar1 tarafindan hortumla
cekilerek sindirim sisteminden proventrikiiler valfla ayrilan bal kesesine nakledilir. Ham
lirin salya ile karisir ve ilk seyrelmeye ugrar. Isci ar1 kovana déner ve yiikiinii evci
arilardan birine veya birkagina nakleder. Nakil islemi ¢abuk olur. Bu isleme ne kadar
cok ar istirak ederse bal enzim ve diger salgilar1 daha ¢ok igerir. Bu durum nektarin

miktarma ve koloninin giicline baglidir [7].

Kovanda bal olgunlasmas: iki sathada olur. Ilk safha arilar tarafindan yapilir. ikinci
satha petekte vuku bulur. Evci arilar bal keselerine indirdikleri muhtevay1 hortumun alt
tarafinda ince bir film haline getirir ve sonra tekrar bal kesesine g¢eker. Siire¢ 15-20
dakika stireyle tekrarlanip durur. Burada sivi ince film halinde kovanin 1lik ve kuru

havasina maruz kaldigindan suyunun bir kismini kaybeder. Boylece arilar %50-70 kuru



madde iceren yar1 olgun bali yapmis olurlar. Yar1 olgun bal damlalar halinde gozlerin
duvarlarina veya ince film halinde gozlerin tabaninda depolanir. Gézler hacimlerininl/4
veya 1/3’li oraninda doldurulur. Bal olgunlastik¢a gozlerdeki bal tekrar hareket ettirilir

ve gbz hacminin 3/4’1 doldurulur [7].

Balin peteklerde olgunlagma siiresi 1-4 giin arasinda degisir. Bal tam olgunlastiginda
(%18’den az su icerdiginde) gozler tam olarak doldurulur ve hava ge¢irmeyen mumla

kapatilir [7]

2.3. BALIN BIiLESiMi

2.3.1. Sekerler

Sekerler baldaki kuru madde miktarinin % 95-99’luk kismini olusturmaktadir. Bunlarin
bliyiik ¢ogunlugu fruktoz ve glukozdur ve toplam sekerlerin  %85-95’ini
olusturmaktadirlar. Genellikle fruktoz glukozdan daha fazla miktarda bulunmaktadir.
Glukoz ve fruktozun biiyiik ¢cogunlugu olusturmasi ve fruktozun yiiksek oranda olmasi

balin birgok fiziksel ve beslenme ile ilgili karakteristiklerini etkilemektedir [9].

Az miktarlarda diger sekerler de bulunmaktadir. Bunlar disakkaritler (sukroz, maltoz ve
izomaltoz) ve ¢ok az miktarda trisakkaritler ve oligosakkaritlerdir. Bu sekerler az
miktarlarda bulunsalar da varliklar1 balda yapilan hileler hakkinda ve balin botanik

kokeni ile ilgili bilgiler vermektedir [9].

Ivanov [10] 11 Bulgar bal &rneginin sekerlerini HPLC ile belirlemistir. Bunlarda
fruktoz %31.1-41.44, glukoz %23.26-30.28 arasinda bulunmustur. Disakkaritlerden
turanoz %2.15-5.00, maltoz %2.11-4.41 ve baz1 Orneklerde isomaltoz bulunmustur.
Sakkaroz %0.00-3.99 ve trehaloz %0.00-1.51 arasinda, trisakkaritlerden erlos ve

melezitoz %0.00-1.17 arasinda bulunmustur.

Ayrica Tablo 2.1°de de balda bulunan sekerlerin ortalama degerleri ve araliklari yer

almaktadir [9].



2.3.2.Su

Su miktar olarak balin ikinci en onemli bilesigidir. Miktar1 kritiktir, ¢iinkii balin
depolanmasini etkilemektedir. Sadece su icerigi %18’in altinda bulunan ballar ¢ok az

veya hi¢ fermentasyon riski olmadan depolanabilir [9].

2.3.3. Organik Asitler

Balda bulunan kiigiik bilesenler arasinda en 6nemlisi organik asitlerdir. Balda en ¢ok
bulunan asit glukonik asittir [9,7] Bu asit glukoz oksidaz enziminin glukoz {izerine
etkisiyle olusur ve laktonu ile dengededir. Glukonik asit yaninda formik, asetik, biitirik,
sitrik, laktik, maleik, malik, okzalik, piroglukonik, suksinik asidin varligi kesin
yontemlerle gosterilmistir. Ayrica glikonik, a-ketoglutarik, piruvik, tartarik, 2 veya 3-
fosfo-gliserik asitlerin de bulundugu bildirilmektedir [7].

2.3.4. Mineral Maddeler

Balda K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, ClI, P, S ve SiO; elementleri bulunmaktadir. En ¢ok
bulunan element potasyumdur. Potasyum miktarindan balin safliginin belirlenmesi

yolunda ¢alismalar yapilmaktadir [7].

Balin mineral kompozisyonu ve iz element igerigi ile ilgili bircok calisma yapilmistir
[8,11,12]. Tirkiye’de ballarin mineral kompozisyonu ve iz element igerigi ile ilgili
ilging sonuglar elde edilmistir. Tiirkiye’de degisik botanik kokene sahip 25 bal
Orneginin iz element igerikleri degerlendirilmistir. En ¢ok miktarda bulunan elementin
demir oldugu, en az miktarda bulunan elementin de kadmiyum oldugu tespit edilmistir.
Sonuglar genellikle iz element konsantrasyonlarinin, ¢evrenin iz element

kontaminasyon seviyesi ile baglantili oldugunu gostermektedir [13].

2.3.5. Enzimler

Balda bulunan baslica enzimler diastaz, invertaz ve glukoz oksidaz’dir. Balin nisasta
sindiren enzimi diastaz, amilaz enzimleri karigimidir. Bal 6ziinden balin olgunlagmasi
sirasinda olusan kimyasal degisikliklerden sorumlu olan enzim invertazdir. Sakkaroz’u

glukoz ve fruktoza hidrolize eder. Ayni zamanda a-D-glukozil gruplarini sakkarozdan



uygun molekiillere transfer eder. Glukoz oksidaz enzimi ise glukoz iizerine olan etkisi
ile glukonik asit ve hidrojen peroksit olusturan enzimdir. inhibin diye bilinen
antibakteriyel etki, seyreltilmis ballarda glukoz oksidaz tarafindan iiretilen hidrojen

peroksitten ileri gelmektedir [7].

2.3.6. (HMF) 5-Hidroksimetil-2-furaldehit

Balda 6nemli bir kalite faktorii olan 5-Hidroksimetil-2-furaldehit (HMF) fruktoz ve
glukozun dehidrsyonu ile olusur. Depolama ve 1sitma esnasinda meydana gelir. Asit ve
sicakligin dehidrasyonu hizlandirdigi ve fruktozun glukozdan daha kolay dehidrate

oldugu bildirilmektedir. HMF’nin varlig1 baldaki bozulmanin en 6nemli gostergesidir
[7.9].

2.3.7. Proteinler ve Aminoasitler

Baldaki proteinler albumin, globulin, proteoz, pepteoz ve peptonlardan olusur. Bal azot

aminler, proteinler, amidler ve az miktarda aminoasitler igerir [7].

2.3.8. Vitaminler

Balda thiamin (B1), riboflavin (B2), askorbik asit (C), piridoksin (B6), niasin, patotenik
asit ve bazilarinda da biotin ve folik asit belirlenmistir [7].
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Tablo 2.1: Balda bulunan bilesenlerin ortalama degerleri ve arahklar:

BALIN KIMYASAL YAPISI

BIiLESIiMIi Ortalama | St. Sapma Arahk
Su 17.2 15 13.4-22.9
Fruktoz 38.2 21 27.2-44.3
Glikoz 31.3 3.0 22.0-40.7
Sukroz(sakkaroz) 1.3 0.9 0.2-7.6
Maltoz(reducing disccharides) 7.3 2.1 2.7-16.0
Higher sugars(Yiiksek Sekerler) 1.5 1.0 0.1-8.5
Serbest Asitler (as gluconic acid) 0.43 0.16 0.13-0.92
Laktone (as glucolactone) 0.14 0.07 0.0-0.37
Toplam Asit (as gluconic acid) 0.57 0.20 0.17-1.17
Kiil 0.169 0.15 0.020-1.028
Nitrojen 0.041 0.026 0.000-0.133
pH 3.91 - 3.42-6.10

2.4. BALIN FiZiKSEL OZELLIKLERI

2.4.1. Akiskanlik (Viskozite)

Viskozite, akiciliga kars1 koyma 6zelligi olup aricilikta biinye kelimesinin karsiligidir.
Agir biinyeli bir balin akicilifi yavas, yani viskozitesi yliksek olmaktadir.
Koyu renkli, yavas akan, siki yapili ballarin viskozitesi yiiksek; acik renkli, gevsek

yapil1 ballarin ise viskozitesi diigtiktiir.

Yeni ekstrakte edilen bal akiskan bir sividir. Viskozitesi ¢ok cesitli maddelere baglidir
ve bu nedenle bilesimi ve dzellikle su icerigi ile degismektedir. Tablo 2.2°de 250 C’deki

beyaz yonca balinin viskozitesinin su i¢erigine bagli olarak degismesi gosterilmistir [9].

Tablo 2.2: 250°C’deki beyaz yonca balinin viskozitesinin su icerigine bagh olarak

degismesi
Su Igerigi (%) Viskozite (poise)
13.7 420
15.5 138
18.2 48
20.2 20
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Akiskanlik, balin prosesi esnasinda 6nemli bir teknik parametredir. Ciinkii ekstraksiyon,
pompalama, c¢okme, filtrasyon, karigtirma ve siseleme esnasinda bal akisini
yavaslatmaktadir. Balin sicakliginin arttirilmasi viskozitesini azaltmaktadir. Tablo
2.3’de %16,1 su igeren kokulu yonca balinin viskozitesinin sicaklik ile degisimi

gosterilmistir [9].

Tablo 2.3: %16,1 su iceren kokulu yonca balimin viskozitesinin sicakhk ile degisimi

Sicaklik Viskozite
(°0) (poise)
13.7 600.0
20.6 189.6
29.0 68.4
394 214
48.1 10.7
71.1 2.6

2.4.2. Yogunluk

Balin yogunlugu suyun yogunlugundan daha fazladir ve balin su igerigine baghdir.
Tablo 2.4’de balin yogunlugu o6zgil agirlik olarak tanimlanmistir ve degisik su

iceriklerine gore balin 6zgiil agirlig1 gosterilmistir [9].

Tablo 2.4: Degisik su iceriklerine gore balin 6zgiil agirhg

Su Icerigi 20°C’deki Su Icerigi 20°C’deki Su Icerigi 20°C’deki 6zgiil
(%) ozgiil agirlik (%) Ozgiil agirlik (%) agirhik
13.0 1.4457 16.0 1.4295 19.0 1.4101
14.0 1.4404 17.0 1.4237 20.0 1.4027
15.0 1.4350 18.0 1.4171 21.0 1.3950

Balin 6zgiil agirlhigi, igerisindeki su miktar1 ve sicaklifa bagli olup, 20 derecede
ol¢iildiigli zaman 1,41-1,45 gram/santimetrekiip arasinda degismektedir. Balin 6zgiil

agirhigr ortalama olarak 1,4225 gram/santimetrekiip tiir.

2.4.3. Higroskopik Ozelligi

Bal, higroskopik bir madde olup, bulundugu ortamdaki havanin nemini g¢ekme
Ozelligine sahiptir. Balin havadan nem almasi, onun 6zel yapisina, seker oranina ve

icerisindeki su miktarina bagl olarak degismektedir.
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Proses ve depolama esnasinda bu 6zellik nedeniyle yiiksek su igeriginden otiirii saklama
ve depolama ile ilgili problemler olusabilmektedir. Tablo 2.5’de %18,3 veya daha az su
icerigine sahip olan normal bir bal %60’1n iizerinde bagil nemde havadan nem absorbe

edecektir [9]

Tablo 2.5: Havanin bagil nemi (RH) ile yonca balinin su icerigi arasindaki yaklasik denge

Hava (%RH) | Bal (% su igerigi)
50 15.9
55 16.8
60 18.3
65 20.9
70 24.2
75 28.3
80 331

2.4.4. Renk

Bal, genellikle saydamdan baslayip koyu amber veya siyaha kadar degisen renklerdedir.
Renk botanik koken, yas ve depolama kosullart ile degisirken, saydamlik veya berraklik
polen gibi asili madde miktarina dayanmaktadir. Ballar kristallendik¢e renkleri

acilmaktadir ¢linkii glukoz kristalleri beyazdir [9].

Balin rengini veren maddeler tam anlamiyla bilinmemektedir. A¢ik renkli ballarda
yagda ¢oziinen boyalar (karotinoidler) suda ¢oziinenlerden fazladir. Oysa koyu renkli
ballarda durum tersinedir. Uzun siire bekletilen ballarin renkleri koyulagmaktadir.
Renklerin koyulagsmasinda tannatlarin ve 6teki polifenollerin kaplardan veya bal isleme
cihazlarindan gelen demirle birlesmesi, indirgen sekerlerin amino azotu ile reaksiyonu,
fruktozun asid ¢ozeltisindeki dayaniksizligir (karamelizasyon), tirosin ile triptofanin

bulunmasi ve sicakligin etkili oldugu bildirilmektedir [7].

Balin rengi genellikle milimetre olarak Pfund Skalasinda veya A.B.D. Tarim Bakanlig1
siniflandirmasina gore verilmektedir. Pfund Skalasi genellikle uluslar arasi bal
ticaretinde kullanilan bir optik yogunluk okunusudur. Tablo 2.6’da A.B.D. Tarim

Bakanlig1 renk standartlar1 ve Pfund Skalasinda okunusu yer almaktadir.
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Tablo 2.6: A.B.D. Tarim Bakanh@ renk standartlar1 ve Pfund Skalasinda okunusu

USDA renk standartlar1 | Pfund skalasi (mm)
- su beyazi Oto8

- ekstra beyaz >81t017

- beyaz > 1710 34

- ekstra agik amber >34 1050

- acik amber > 501085

- amber >85t0 114

-koyu amber > 114

2.4.5. Kristalizasyon

Iliman iklimlerde ballarin bir¢ogu normal sicakliklarda kristallenmektedir. Bunun
sebebi balin asir1 doymus bir seker c¢ozeltisi olmasidir. Kristalizasyon monohidrit
glukoz kristallerinin olugsmasi ile meydana gelmektedir. Bu kristallerin sayisi, sekli,
ebad1 ve kalitesi balin kompozisyonu ve depolama kosullari ile degismektedir. En hizli
kristalizasyon su miktarinin diisiik, glukoz igeriginin yiiksek oldugu ballarda
goriilmektedir. Sicaklik dnemli bir parametredir. 25 ~ C ‘nin istindeki ve 5 'C ‘nin
altindaki sicakliklarda kristalizasyon gergeklesmemektedir. Hizli bir kritalizasyon i¢in

en uygun sicaklik 14°C “dir [9]

2.5. AROMA BILESIKLERI

2.5.1. Aromanin Tanimi

Aroma kelimesi, anlamlar1 birbirinden farkli iki s6zciikten olusur. Bu kelimeler koku ve
tattir. Koku, ugucu bilesenlerin dogrudan burunla algilanmasi, tat ise ugucu olmayan
bilesenlerin dil ile algilanmasidir. Insan koku kelimesinden ne anlamasi gerektigini
bilmek isterse ‘sabunun giizel kokusunu’, aroma kelimesinden ne anlamas1 gerektigini
bilmek isterse, ‘kahvenin aromasini’ hatirlamali, diistinmeli ve bunun tat-kokunun ortak

etkisi sonucu oldugunu bilmelidir [14].

Aroma, agizin arka (yutak) kismi yani dilin arka duvart ile burnun kivrintili
kemiklerinin ortaklasa duyu sinirleri bolgesindeki islevleri sonucu ortaya ¢ikan
karmasik bir olaydir. Bu olaya, dilin tiim yiizeyinde bulunan ve farkli duyular ayirma

giiciine sahip papillalar dogrudan etki yapar. Dil tizerindeki papilla hiicrelerinin dagilimi
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ve ayirma giicii, iiriin gelistirmede (mevcut bir aroma bilesigini modifiye etmede) biiyiik

onem tagir [14].

= Tat olusturan bilesenler
- dil tarafindan algilanirlar
- oda sicakliginda genellikle ugucu degildirler
- polar ve dolayisiyla suda ¢oziiniirler
= Koku yayan bilesenler
- dogrudan burun tarafindan algilanirlar

- oda sicakliginda ugucudurlar

Bir bagka tanimlamaya gore uzmanlar aromanin iki algilama sekli oldugunu,
birincisinin materyalin olusturdugu biyolojik duyu, ikincisinin ise agiza alinan
materyalin niteliginin tanimlanmasi seklinde oldugunu ifade etmektedirler. Bu sozciikle
burunda aroma reseptorleri (alict sinirler), agizda ise tat reseptorleri tarafindan algilanan
ozellikler yorumlanir. Burada sicak, aci, yakici, biiziicii gibi tat tanimlayicilar agizda,

genel agr1 burunda ve gozlerde; dokunma ve sicaklik reseptorleri deride hissedilir [14]

2.5.2. Esik Deger

Koku esigi, bir bilesenin en diisiik derisimdeki kokusuyla dogrudan taninmasidir. Esik
derigimleri, koku bilesenlerinin yogunluklarinin karsilastirilmasinda kullanilir. Tablo

2.7°de baz1 bilesenlerin esik degerleri verilmistir [14, 15]
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Tablo 2.7: Bazi aroma bilesenlerinin sudaki (20°C) esik degerleri

Bilesen Esik Degeri Bilesen Esik Degeri
(mgL™) (mgL™)

Pirazin 300 Etil butirat 0.001
Etanol 100 (+)-Notkaton 0.001
Maltol 35 (-)-Notkaton 0.001
Hekzanol 0.7 2-Metilbutirik asit etil ester 0.0001
Butirik asit 0.2 4-Hidroksi-2,5-dimetil-3(2H)-furanon | 0.00004
Vanilin 0.02 4-Metoksi-2,5-dimetil-3(2H)-furanon 0.00003
Limonen 0.01 Metilmerkaptan 0.00002
Linalol 0.006 [ -damaskon 0.000009
Hekzanal 0.0045 B - Iyonon 0.000007
2-Feniletanol 0.004 2-Isobutil-3-metilpirazin 0.000002
a-Iyonon 0.004 1-p-enten-8-tiyol 0.00000002
2-Metilpropanal | 0.001

Bir maddenin aroma bilesigi olabilmesi i¢in, ugucu fraksiyonun bir bileseninin gidada
esik degerinden daha yiiksek bir konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Onemli aroma
bilesenleri, gidanin karakteristik aromasini tasiyan bilesenlerdir. Bunlara karakteri

etkileyen bilesikler (Character Impact Compounds) denir [15].

Karakteri etkileyen bilesiklerin kayip olmasi veya aroma konsantrasyonunda bir
degisiklik olmasi veya aromanin ayri ayr1 bilesenlerinin kompozisyonunda bir
degisiklik olas1 durumunda normalde gidada bulunmayan degisik bir aroma meydana

gelebilir. Bu duruma ‘aroma bozulmasi’ denir [15].

2.6. AROMA iZOLASYON YONTEMLERI

Dogru bir ¢esni aragtirmasina ulagsmak i¢in kullanilmasi gereken adim ve teknikler genel

olarak Tablo 2.8”deki gibi 6zetlenebilir [16]
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Tablo2.8: Aroma arastirmalarinda izlenen sistematik yol.

e Baslangi¢c maddelerinin secilmesi e Ayirma
o Karakterizasyon o Kimyasal yontemle fraksiyonlara ayirma
e Ekstraksiyon ve/veya izolasyon o Kolon kromatografisi
o Sulu destilasyon o Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC)
o Baski uygulamasi o Gaz-sivi kromatografisi (GLC)
o Headspace teknigi o Gaz-kat1 kromatografisi (GSC)
o Coziicii ekstraksiyonu o Yiiksek performanslt stvi kromatografisi
o Su buhari destilasyonu (HPLC)
o Adsorpsiyon o Ince tabaka kromatografisi (TLC)
o Yiiksek vakumda gaz giderme e Tammlama
o Vakumda siiblimasyon o Gecikme zamani/RF
o Sivi karbon dioksit ile ekstraksiyon o Kizilotesi spektroskopisi (IR)
o Stiperkritik ekstraksiyon o Kiitle spektroskopisi (MS)
o Tiirevlendirme o Niikleer magnetik rezonans (NMR)
e Derisiklendirme o Mordtesi spektroskopisi (UV)
o Adsorpsiyon/desorpsiyon e Karakterizasyon
o Coziiciiniin geri kazanimi o Enstriimental analiz
o Dondurmakla derisiklendirme
o Molekiiler destilasyon
o Kuruluga kadar buharlagtirma

2.6.1. Destilasyon Yontemleri

Destilasyon, aroma ekstraksiyonunun temel yontemi olup ayn1 zamanda kalite kontrolii
amactyla esansiyel yaglarin ekstraksiyonu igin tercih edilmis resmi standart yontemdir.
Bu standart destilasyon prosediirii bitkisel {iriiniin standartta gosterilen referans
yontemine gore su buhari1 destilasyonuyla yapilip destilasyon iiriiniiniin ksilen iginde
toplanmas1 seklinde olmaktadir. Sulu destilasyon sirasinda esansiyel yag bilesenleri
suyla azeotrop karisim olusturmaktadir. Esansiyel yaglarin ¢ogu suyla sivi fazda iyi
karigsmadiklarindan yogunlagma sonrasi dekantasyon ile ayrilmaktadir. Destilasyon
stiresi 15-30 dakika veya daha uzun olabilmektedir. Ekstraksiyon siiresi yalnizca verimi
degil, ekstrakt bilesimini de etkilemektedir. Sulu destilasyon yontemi asagidaki iki

yontemden biri kullanilarak yapilabilir:

a) Clevenger destilasyonu: Ekstrakte edilecek materyal sonradan kaynatilacak olan

suya daldirilir.
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b) Su Buhari Destilasyonu: Su buhari ekstrakte edilecek materyalin olusturdugu

kiitlenin i¢inden geger.

Her iki yontemde de ugucu bilesenlerin buharlar1 su buhar tarafindan yogunlastiriciya
taginmaktadir. Yogunlasma sonucunda yagca ve suca zengin iki tabaka meydana
gelmekte ve birbirlerinden dekantasyon ile ayrilmaktadir. Sulu destilasyonun iki sekli
sirasinda 6rnek 100°C’ye yakin sicakliklara maruz kalmakta olup sicakliga duyarh
bilesenlerin degismesi ve hatta bozulmasi s6z konusudur. Kaynar sicakliga yakin suyla
uzun siireli temas etmekle esterlerin hidrolizi, aldehitlerin polimerlesmesi veya diger
bilesenlerin bozunmasi ortaya c¢ikabilir. Yiiksek sicakliklarda yapilan sulu destilasyon,
esansiyel yaglarinin ekstraksiyonu giic olan bitkilerde kullanilir. Ancak, kullanilan
yiiksek sicaklik nedeniyle, bozunma tehlikesi son derece fazladir. Diisiik basingta

yapilan sulu destilasyon bu nedenle daha iyidir [17].

2.6.1.1. Molekiiler Destilasyon

Molekiiler destilasyon terimi, buharlastirici ile yogunlastirict arasindaki uzakligin buhar
molekiillerinin ortalama serbest yollarindan diisiik oldugu durumlar i¢in kullanilir.
Boyle oOzellige sahip cihazlarda, buharlastirict ile yogunlastirici tek bir cihazda
toplandig1 gibi, baglanti noktalarindaki basing diismeleri ortadan kalkmaktadir [18]
Molekiiler destilasyonda ¢ogunlukla 1 mmHg’den diisiik olmak iizere, asir1 yiiksek bir
vakum uygulanmaktadir. ‘Molekiiler’ olarak tanimlanan destilasyon tasarimi en az
temas siiresi ve en kisa yan kol uzunlugu ile karakterizedir. Bu islemle elde edilen
esansiyel yaglar oldukca iyi kalitede olup, yine de rektifiye bir yag olarak bazi
bilesenlerin destillenmedigi uzmanlar (aromaterapistler) tarafindan iddia edilmektedir

[19].

Bitkisel materyalde veya aromasi elde edilecek maddede 1s1l isleme karsi dayanikli
olmayan, yiiksek molekiil agirlikli veya yliksek viskoziteye sahip maddeler bulundugu

biliniyorsa, molekiiler destilasyon yonteminin kullanilmasi tavsiye edilmektedir [20].

Molekiiler destilasyon balik yaglarindan metalleri, poliklorobifeniller (pcb) ve diger

toksinleri, insanlar tarafindan tiiketilmeleri igin tespit edilebilen sinirlarin altina
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diisiirmekte kullanilan bir yontemdir. = Molekiiler destilasyon kullanilmadiginda
250°C’de 6 saat vakumda tutulan yaglarin temizlenme islemi, molekiiler destilasyon
yapildig1 zaman 45 saniye siireyle 250°C’de yiiksek vakumda tutularak kisaltilmaktadir.
Stirenin  kisalmasi balik yagi kalitesini biiyiik Ol¢lide etkilemektedir. Molekiiler
destilasyon kullanilsa dahi siirenin daha uzun tutulmasi, istenmeyen trans yag asitlerinin
olusmasina neden olmaktadir. Molekiiler destilasyonun diger bir uygulamasi EPA
(aykosapentaenoik asit) ve DHA (dokosaheksaenoik asit) seviyelerinin artirilmasidir.
Balik yag1 konsantre edilip epa/dha seviyesi artirilmadan once, zararli pcb’lerin de

artmamasi i¢in 6nce molekiiler olarak destillenir [21].

Endiistride sagladigi faydalara ragmen, o-tokoferol ve a-tokoferil asetat gibi
birbirlerine ¢ok yakin fizikokimyasal Ozellige sahip olan bilesiklerin molekiiler

destilasyonla ayrilmalarinin miimkiin olmadigi belirtilmektedir [22].

2.6.2. Ekstraksiyon Teknikleri

2.6.2.1. Organik Coziiciilerle Adi Basingta Ekstraksiyon

Organik c¢oziiciilerle ekstraksiyon ¢ogunlukla parfiimeri ve kozmetik endiistrilerinde
kullanilmaktadir. Bu ydntemde, oleoregine olarak da adlandirilan, yabani otlarda
mevcut bilesenlerden daha az polar olanmi esansiyel yaglarla birlikte ekstrakte olur.
Coziicl ekstraksiyonu kullanan yontemlerin kontrol edilmesi olduk¢a zordur. Bir¢ok
bitkisel materyal bir ¢oziicii ile muamele etmeden Once bir miktar ufalamaya ihtiyag
duyarlar. Bu &giitme isleminin ¢ogu zaman 1sitmayla yapilma gereksinimi ugucu
bilesenlerin kayb1 ve kimyasal degismelere neden olur. Cok yliksek su igerigine sahip
olan yesil bitkilerin sulu hiicrelerden aroma bilesenlerinin ekstrakte edilmesi i¢in uygun
bir ¢dziicliniin bulunmasi giictiir. Cok yiiksek hizli karistirma kullanilsa dahi, ayrisma
(partition) dengesi yavas olabileceginden tatminkdr bir verim elde etmek icin
ekstraksiyonlarin  tekrarlanmasi  gerekebilir. Ekstraksiyon kurutulmus materyal
kullanilarak artirilabilir.  Ancak kurutma yapildiginda bir miktar bozunma olabilir,
dogal kaynaklar fiziksel ve kimyasal ozellikleri agisindan, bilhassa uguculuk ve
¢Oziiniirliik agisindan birbirlerinden genis Ol¢lide ayrildiklarindan, ¢éziiciiniin se¢imi

kademesi ekstraksiyonun basarisini belirleyebilir.
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Ticari amagclarla bir ¢oziiciiniin se¢ilmesinde asagidaki faktorlerin diisliniilmesi

gereklidir:

Coziicti kuvveti (se¢imlilik);

Polarlik;

Kaynama sicakligi-iirlinden ¢oziiciiniin ayrilmasini kolaylastirmak icin diisiik
olmasinda fayda vardir;

Buharlasma 1s1s1 (latent heat of vaporization);

Reaktiflik-kullanilacak ¢oziicii ne ekstrakt ile kimyasal etkilesime girmeli, ne de
¢abucak bozunmalidir;

Viskozite-diisiik olmalidir;

Istya, oksijene ve 1518a kars1 dayanikli olmalidir;

Kullaniminda tehlike yaratmamalidir-miimkiinse = yanict olmamali ve
teknisyenlere veya tiiketicilere karsi zehirli etki gostermemeli ve atilmasi
cevreye karsi tehlike olusturmamalidir;

Yeterli miktarda bulunabilecek bir ¢6ziicii se¢ilmelidir;

Cok pahali olmamalidir;

Tekrar kullanilabilmesi miimkiin olmalidir;

Yerel yasalarla uyumlu olmalidir-bilhassa gida uygulamalarinda, gida iginde

kalabilecek ¢oziicii miktari yasal olarak izin verilen kadar olmalidur.

Cok yaygin sekilde kullanilan organik ¢oziiciiler,

Alifatik hidrokarbonlar: propan, butan, heksan;
Alkoller: metanol, etanol, 2-propanol;
Karbonil gruplu hidrokarbonlar: aseton, metil asetat;

Halojen tiirevli hidrokarbonlar: diklorometan, dikloroetan, freon.

Coziict ekstraksiyonunun ana dezavantajlar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Pek cok ¢oziiciiye karst secimliliginin kotii olmast;

Elde edilen ekstraktlarin ¢ogu zaman renkli ve ¢ok viskoz olmast;
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Coziicli, ¢ozeltiden fraksiyonlu destilasyon ile ayrilir. Kalinti “concrete” olarak
tanimlanmakta ve oleoregineler de dahil olmak iizere esansiyel yaglar ve ugucu
maddeler bulundurmaktadir. Endiistride bu kiitle se¢cimli olarak ugucu bilesenlerin

kurtarilmasi i¢in alkolle muamele edilir [16].

2.6.2.2. Destilasyon-Ekstraksiyon Teknigi

Bu yontemde, suyla bulamag¢ haline getirilen numunenin suyu rotaevaporatorde
ucUrulur, baslangicta ilave edilen su kadar destilat aliminca destilasyon kesilir, elde
edilen destilat uygun bir organik ¢oziicli ile birgok kere ekstrakte edilir. Toplanan
ekstraktlar kurutulur, siiziilir ve azot akimi altinda konsantre edilerek GC analizi i¢in

uygun viallerde, analiz yapilana kadar derin dondurucuda (-10°C’de) saklanir [23].

2.6.2.3. SDE (Simultaneous Distillation-Extraction) Yontemi

Dogal kaynaklardan ugucu organik materyallerin izole edilmesinde kullanilmis
yontemler su buhari destilasyonu, Soxhlet ¢oziicii ekstraksiyonu, termal desorpsiyonu
veya kriyojenik derisiklendirme ile buhar toplanmasi ile kati adsorbanlar {izerine
adsorpsiyon olarak 6zetlenebilir. Bunlarin iginde en yaygin olarak kullanilan yontemler
olan su buhart destilasyonu ve ¢oziicii ekstraksiyonu yagin bulundugu c¢ozeltilerin
buharlastirmakla konsantre edilmesi zorunlulugundan dolayir ciddi miktarda ugucu
materyalin kaybma neden olmaktadir. Asir1 saf ¢oziiciilerde bile eser miktarda
bulunabilecek olan bazi maddeler ppm araliginda c¢alisildiginda analize zarar
vermektedir. Coziicii ekstraksiyonu yapildiginda ugucu olmayan bilesikler de ekstrakte
olmakta ve buharlastirma-destilasyon isleminde bozucu unsur olmaktadir. Termal
desorpsiyonu ve buhar toplama yontemleri de tekrarlanabilir karakterde olmayip
bilhassa ppm mertebesindeki c¢alismalarda bozucu madde dezavantajlar1 mevcuttur.
Ayni anda ekstraksiyon ve destilasyon yapma imkani veren siirekli su buhari
destilasyonu—siirekli ekstraksiyon yonteminin (SDE), yapilan c¢alismalar sonucunda
oldukca timit verici oldugu tespit edilmis ve gelistirilen cihaz ile, uygun bir i¢ standart
bulunduran, 1 mL gibi son derece diisiik bir ¢oziicii varliginda biitiin ugucu materyalin
toplanmis olmasi, yukarida bahsedilen dezavantajlarin ortadan kalkmasini saglamistir

[24]. Bu yontemin dezavantaji, 1s1l islem uygulanmasi nedeniyle 1s1ya karsi hassas olan
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maddelerin pargalanip baska maddelere doniismesi ve elde edilecek aromanin gidayi

birebir temsil etmemesidir.

Iki asamali bir yéntemdir. Ik asamas1 6n (¢oziicii) ekstraksiyonudur. Ikinci asama ise
mikro ekstraksiyon cihazi ile gerceklestirilen siirekli Likens- Nikerson buhar
destilasyonu-solvent ekstraksiyonu (SDE) islemidir. Isil islem kalintilara ve Millard
reaksiyon lriinlerine sebep olabilecegi icin oda sicakliginda vakum uygulamasi ile

Likens- Nikerson metodunun modifiye bir versiyonu kullanilmaktadir [25,26].

On ekstraksiyon asamasinda dnceleri aseton kullanmilmaktaydi. Ancak daha sonra aseton
yerine inert atmosfer altinda diklorometan kullanilmasinin ve onu buhar distilasyonu
ekstraksiyonunun takip etmesinin daha etkili bir yontem oldugu tespit edildi. Ciinkii
enzimatik olmayan kahverengilesme reaksiyonlart sonucu ortaya c¢ikan furan
tiirevlerinin diklorometan ekstraklarinda aseton ekstraktlarina nazaran daha az oldugu

tespit edildi [25,26]

2.6.2.4. Swilastirilmis Gazlarla Ekstraksiyon

Yabani otlardan sivi CO; kullanarak ¢esnileme maddeleri ekstrakte eden pek ¢ok ticari
fabrika bulunmaktadir. Ekstraksiyonun 8°C ve 60 bar’da gergeklestigi, Ingiltere nin
Bletchtley yoresindeki bir fabrika bulunmaktadir. Uriiniin kurtarilmasi icin, kullanilan

s1v1 karbon dioksit 13 °C ve 48 bar’da ugurulmaktadir.

Sikistirilmis ve sivilastirilmis gazlarla yapilan ekstraksiyon islemlerinde kullanilmak
lizere cesitli ¢oziiciiler belirtilmis olmakla birlikte, belirtilmedigi takdirde kullanilan
¢oziicii karbondioksit olup yontem yukarida agiklandigi gibidir. Sivi CO2’nin yaygin,

geleneksel organik ¢oziiciilere nazaran avantajlar asagidaki gibi verilebilir:

¢ Yanici olmamasi;
e Adi kosullar altinda gaz halinde bulunmas1 nedeniyle kolaylikla giderilebilmesi;
e Renksiz, kokusuz ve tatsiz olmasi;

e Ucuz ve kolay elde edilebilir olmast;
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e Bu yontemle elde edilen ekstraktlarin sulu destilasyonla elde edilenlere oranla
daha genis bir madde yelpazesi igermesi nedeniyle yagin neredeyse tiimiiyle
ekstrakte edildigine kanaat getirilebilmesi;

e Ekstraktlarin ekstraksiyon ¢oziiciisiinden ileri gelen kalintilar1 igermemesi.

Kritik altt durumda, sivi CO,, polar olmayan bir ¢oziicii olarak davranmakta olup
gerekli sicaklik -55 ile 31°C ve basing ta 5-74 bar olmalidir. Normal c¢alisma
kosullarinda (sicaklik 0-10°C ve basing 50-80 bar) sec¢imli bir ¢oziicii olup temelde
polar olmayan ve hafifce polar 6zellik gosteren, molekiil agirligi en fazla 400°e kadar
olan bilesenleri ¢ozerek almaktadir. Klorofil, alkaloidler ve karotenoidler sivi CO;
icinde pratikce ¢Ozlinmezler. Bunlarin sudaki ¢oziiniirliikleri de 20°C’de agirlikca
%0,1’dir. Yabani otlarda ve diger bitkisel materyallerde bulunan bazi bilesik siniflarinin
stvi COy’deki goreceli ¢oziiniirliikklerini bulmustur.  Yapilan c¢alismalarda gorildigi
gibi, bu yontemle pratik bakimdan faydali olan biitiin aroma bilesiklerinin ekstrakte

oldugu sdylenebilir [16].

2.6.2.5. Diger Sivilastirilmis Gazlarla Ekstraksiyon

Siv1 karbon dioksidin kullanilmasindaki bir dezavantaj, sivilagtirmak i¢in gereken
nispeten yliksek bir basincin saglanmasidir.  Bu zorluk, ¢ogu zaman 1,1,1,2-
tetrafluoretan (R134a) gibi, normal kaynama noktas1 -26,2°C ve buhar basinc1 25°C’de
6,6 bar olan bir akigkanla saglanmaktadir (dipol momenti 2,66 debyedir). Bu yeni
gelistirilmis ozon tabakasina zararsiz, zehirli olmayan bir sogutma akiskani olup,
kullanilmasi i¢in kendisine 0zgli bir ekstraksiyon teknolojisinin gelistirilmesi
gerekmektedir. Cesni ve aroma bilesiklerinin ekstraksiyonunda, s6zkonusu akiskanin
adr sicakliklara yakin noktalarda sikistirilmis bir akigskan olarak kullanilmasi halinde

sevindirici sonuglarin ortaya ¢iktig1 iddia edilmistir [16].

2.6.2.6. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

Bir akiskanin sicakligi ve basinci, diistiniilen maddenin kritik sicakligin1 ve basincini
gectigi zaman o akiskan siiperkritik olarak tanimlanmaktadir. Kullanilan daha yiiksek
basing ve sicakliklar nedeniyle, siiperkritik CO2’nin tipik ekstraksiyon kosullart sivi

haldeki CO;’ye oranla daha yiiksek olmakla birlikte, genel 6zellikler yine kullanilmaya
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devam etmektedir. Su andaki siiperkritik ekstraksiyon proseslerinde kullanilan
stiperkritik bolge kismi, karsilagtirmali olarak sinirlandirilmis olan 1-1,4 arasi diisiik
sicakliklart ve 1,3-2,1 aras1 diisiik yogunluklar1 kapsayan bir bolgedir. Bu aralik i¢inde
yogunluk her sicaklik degeri i¢in basing ile veya her basing degeri i¢in sicaklik ile ani
degisimler gosterir.  Bu gergek, siliperkritik akiskanlarin ¢oziicii kuvvetlerinin
yogunluga ¢ok kuvvetli sekilde bagimli olmasindan 6tiirii, bir prosesin gelistirilmesinde

oldukga fazla 6nemlidir [16].

500 bar ve 60°C sicaklikta ogiitiilmiis ve topak haline getirilmis biberiye (rosmarinus
officinalis) ve adagay1 (salvia officinalis) yapraklarinin siiperkritik CO, ekstraksiyonu
yapilmis ve ekstraktlarda baslica esansiyel yag, fenolik diterpen, vaks, karotenoid
bulunmustur. Biberiye ve adagayinin CO; ekstraktlarinin antioksidan olarak etkinlikleri

de denenmistir [16].

Diinya iizerinde pek cok fabrikada siiperkritik karbon dioksit ile aroma ve kozmetik
bilesenleri izole edilmektedir. Fransa’da, CAL Pfizer 40°C sicaklik ve 200-250 bar
basing ile biberiye ve diger otlar ile baharatlardan CO, ekstraktlar1 elde etmektedir.
Almanya’da, Flavex isimli bir fabrikada da siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonuyla

aroma ve kozmetik bilesenleri ekstrakte edilmektedir [16].

Stiperkritik CO2 ile Ekstraksiyonda Avantajlar:

Stiperkritik CO2 kullamimindaki avantajlar saghik ve giivenlik agisindan ve cevresel
acidan incelendiginde insan tarafindan tliketilen materyaldeki organik ¢oziici
kalintilarin varliginin biiyiik bir huzursuzluk yaratmasi nedeniyle tercih edilmektedir.
Buna ilaveten, bazi uygulamalardan iyi sekilde ortaya konuldugu iizere, elde edilen
ekstraktlar diger yollarla elde edilenlere oranla tat panellerine daha uygundur. Bu da
karsilik olarak orijinal bitkideki aroma profiline muhtemelen yakin olmasiyla iligkilidir.

Avantajlart s0yle 6zetlenebilir:

e Kolaylikla geri doniisiim uygulanabilir,
e Kimyasal olarak inerttir (siiperkritk CO, ile elde edilen ahududu

ekstraktlarindaki bazi asetat bilesiklerinin reaksiyona girdigi belirtilmistir),
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Yanici degildir,

Polar olmayan ve hafifce polar ¢6ziinen maddeler icin iyi ¢oziicli 6zelliklere
sahiptir,

Dogal bir madde olup maden sularinda ve hayat ¢evriminin bazi kisimlarinda da
mevcuttur,

Uriinden kolaylikla ayrilabilir,

Cozme kuvveti ve secimlilik uygun basing/sicaklik kombinasyonlar1 ile
ayarlanabilir,

Uygun bir kritik sicakligr vardir (31,04°C). Bu sicaklik, yiiksek 1siya duyarli
bilesiklerin zarar gorme riskini azaltarak, nispeten daha diisiikk bir sicaklikta
(¢cogu zaman 40 veya 50°C gibi) islemin yapilabilmesini saglamaktadir,

Sulu destilasyonda kaybolma egilimi gosteren pek ¢ok ugucu bilesen siipekritik
ekstraktlarda tespit edilebilmektedir. Kismen bu sebeple, siiperkritik
ekstraksiyonla elde edilen ekstraktlarin ¢esni ve aromasi oldugundan tat
panellerinden yiiksek notlar almaktadir.

Dogal bir hammaddenin stiperkritik CO;ile ekstraksiyonu, g¢esni ve tadin
miikemmel derecede kabul edilebilir ve tekrarlanabilir karakterde oldugu
ekstraktlarin elde edilmesine imkan tanimaktadir.

Ugucu olmayan bilesenlerin (ortalama sicakliklarda) ugucu olmayan bilesenleri
buharlastirabilme 06zelligine sahip olan siiperkritik akiskan yetenegi enerji
kaybini, destilasyonla karsilastirildigi zaman, azaltmaktadir.

Ekstraksiyon esnasinda cihazda meydana gelen asir1 basing oksijenin girisini
engelledigi i¢in, yiikseltgenme reaksiyonlar1 olusmamaktadir.

Stiperkritik ekstraksiyonda kullanilacak olas1 ¢oziicii sayisi, klasik organik
¢Oziiclilere oranla son derece fazladir.

Stiperkritik akiskanlar, klasik organik coziiciilere oranla daha diisiik kalitedeki
¢oziicii yeteneklerine karsin, ¢ok daha yiiksek bir se¢imlilige sahiptir.
Stiperkritik ekstraksiyon dogrudan dogruya kromatografi cihazi esliginde
yapilabilir, bu da ekstraksiyon bitiminde derhal analiz imkani saglar.

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu ugucu bilesiklerin 0°C’nin  altindaki

sicakliklarda CO; esasli bir kriyojenik sistem ile geciktirilmesi,
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e Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan CO>’nin ¢ok kuvvetli ¢oziiclilere veya

islemlere ihtiya¢ duymadan analitlerin ayrilabilme kolayligi [16, 27-30].

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ve siirekli destilasyon-ekstraksiyon yontemlerinin
GC-MS ile birlestirilmesi sonucunda SFE-GC-MS ile SDE-GC-MS yo6ntemleri
kullanilmigtir [31-35].

2.6.2.7. Headspace Analizi

Gergekte ugucu olmayan bir karisim igindeki ugucu bilesenlerle caligmak icin sivi
ekstraksiyonu yapmaya veya karisimdan ugucu olan bilesenleri yapay olarak ayirmaya
gerek kalmaksizin, dolayli yollarla inceleme yapma imkani vardir. Bu islem igin,
orijinal 6rnegin (s1v1 veya kati) kapali bir kap i¢inde bulundugu ve 6rnek ile tizerindeki
gaz fazin arasinda denge kosullarinin olustugu bir sistem meydana getirilir. Bu yolla,
fizigin temel yasalarina dayanarak, o6rnekle temas i¢inde bulunan gaz fazinda ugucu
bilesikler toplanacak olup iki fazdaki goreceli konsantrasyonlar bu bilesiklere ait kismi
basinglara bagimli olacaktir. Kismi basinglara pek ¢ok yontemle etki etmek miimkiin
olmakla birlikte en pratigi dogru sicaklik se¢ilmesidir. Gaz fazindan alinan bir 6rnek
almakla, ugucu olmayan kisimdan bozucu etki almaksizin ugucu bilesikler analiz
edilebilmektedir. Uygulama bazinda, ger¢ekte ugucu olmayan (veya daha az ugucu
olan) ornek ile temas ve denge halinde bulunan gaz fazi headspace (HS), ve incelenmesi
de headspace analizi (HSA) olarak tanimlanmaktadir. Headspace yontemi, sistemin
kendi kendine dengeye ulasmasinin beklendigi statik ve tasiyict gaz kullanilarak
adsorban iizerinde zenginlestirilme yapilan dinamik headspace olmak iizere iki ana

kisimda incelenebilir [36].

Statik Headspace Teknigi:

Statik (denge) headspace analizi gaz ile ekstraksiyon yapilan bir yontemdir. Daha ileri
bir agiklama olarak, statik headspace, tek bir gaz orneginin analiz edildigi ve bu tek
ornekten elde edilen bilginin orijinal 6rnek igindeki ugucu analitlerin konsantrasyonu ve

tabiatinin bulunmaya calisildig1 tek adimli bir gaz ekstraksiyonu olarak tanimlanabilir.
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Statik tepe boslugu analizi baldaki ugucu maddeleri tayin etmek igin ¢ok fazla
uygulanmamaktadir. Ciinkii balda diisik konsantrasyonlarda ugucu maddeler

bulunmaktadir ve yar1 u¢ucu maddeler diisiik miktarlarda elde edilmektedir [25].

Dinamik (Purge-and-Trap) Headspace Teknigi:

Statik headspace tekniginden baska, gaz ekstraksiyonunun yapilmasinin ilave bir yolu
daha vardir. Dinamik olarak tanimlanabilecek bu yontemde, denge anma ulasma ani
beklenmez ve gaz fazindan tek bir 6rnek alinmaz, ekstraksiyon siirekli olarak yapilir.
Gaz fazmin siirekli olarak giderilmesiyle, ugucu analitlerin denge anina ulagmasi (bu
asla olmayacaktir) beklenir. Sonunda, Ornekten biitlin ugucu analitler giderilmis
oldugundan, bu islem siirekli gaz ekstraksiyonu olarak tanimlanir. Stirekli gaz
ekstraksiyonunun en sik kullanilan bigiminde, temizleme gazi olarak kullanilan inert bir
gaz sivi haldeki ornek ic¢inden gegirilip ornek ¢ozeltisi gaz kabarciklari ile ekstrakte
edilir. Gazla yikanip alinan kisim (effluent) genellikle, temizleme gazi tarafindan
taginan ugucu analitleri geciktirecek bir adsorban bulunan bir tuzak (kapan, sorbent veya
tutucu) icinden gecirilir. Ekstraksiyon tamamlandiginda, toplanan analitler tuzaktan
hizlica saliverilerek (genellikle bu islem 1sitma ve geri yikama “backflushing” ile
yapilir) ve bu ‘ayrilmig’ kisim gaz kromatografi cihazina verilir. Bu yiizden, dinamik
headspace teknigine daha yaygin sekilde purge-and-trap (temizleme ve tutma) yontemi
de denilmektedir. [17,36].

Dinamik tepe boslugu purge-and-trap teknikleri statik tepe boslugu analizlerine gore
daha hassastir ve ugucu ve yar1 ugucu maddeleri genis bir aralikta tespit etme ve dlgme
avantajina sahiptir. Bu nedenle dinamik tepe boslugu teknikleri degisik floral ve cografi

kokene sahip ballarin karakterizasyonunda kullanilmaktadir [25]

Bal aromasinin ekstraksiyonu ig¢in ¢esitli HS purge-and-trap teknikleri ve
modifikasyonlar1 kullanilmaktadir ancak bu teknikler GC, GC-MS, GC-nose, nose, GC-
MS- nose ve enose gibi yeni ekipmanlarin aroma anzliz sistemine eklenmesini

gerektirmektedir [25]
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Bouseta [37] 1992°de yaptig1 ¢alismada bir bal matrisindeki ugucu maddeleri azot gazi
ile aywrarak ve onlar1 sogutulmus bir yakalayici iginde yogunlastirarak degisik
tilkelerden elde ettigi 84 bal gesidinin i¢indeki aroma maddelerini ekstrakte etmeyi ve
analiz etmeyi basarmistir. Aldehitler, ketonlar, siklik bilesikler, alkoller, esterler,
hidrokarbonlar ve klorlu bilesikler olmak iizere yedi ana gruba ait ¢esitli bilesikler tespit

etmistir [25].

2.6.2.8. Kati Faz Ekstraksiyon Yontemi (SPE)

SPE aroma ekstraktlarinin izolasyonunda ve temizlenmesinde kullanilmakta olan bir
yontemdir. Normal bir uygulamada, ¢oziicli ekstraksiyonu veya destilasyon ile elde
edilmis aroma bilesenleri uygun bir kartustan gecirilmektedir. Ilk kez denendiginde,
kartus duvarlarinda ugucu bilesiklerin tutulmasi nedeniyle diisiik kazanim oranlar ile
karsilagilmig, farkli ireticilerden saglanan esdeger adsorbanler ile ekstraksiyonlar
arasindaki biiyiik 0Ozellik farklar1 diisiik tekrarlanabilirlige yol agmistir.  Bu
sinirlamalarin cogunun iistesinden gelinmis olup bozucu materyaller veya benzerlerinin
yikanip alinmasina izin verirken aroma bilesenlerini saklayabilecek bircok uygun

adsorban tasarlanmistir [38].

SPE yonteminde kullanilmakta olan kati destek malzemeleri farkli secimlilige ve
hidrofobluga sahip bagl silikonlar ile polimer re¢inelerdir. Uygun SPE adsorbaninin
secilmesi eser miktarda bulunan ugucu maddelerin uygun sekilde zenginlestirilmesine
miisaade ederek ve sonrasinda kismen kii¢lik miktarda ¢6ziicii ile ilgilenilen analitlerin

on derisiklendirilmesi yapilmasina olanak tanir [39].

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ekstraktinin ayni1 anda derisiklendirilmesine miisaade
ettigi icin ¢ok daha yaygin olarak kullanilmaktadir. SPE’nin sagladigi en biiyiik avantaj
yar1 ugucu aroma bilesenlerinin geri kazanilmasinda yatmaktadir [38].

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) yontemi de yukaridaki gibi kromatografik tekniklerle
birlesik kullanilabilmektedir. Aroma tayininde SPE-GC-MS kullanildig1 bildirilmistir
[39].
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2.6.2.9. Kati Faz Mikroekstraksiyon Yontemi (SPME)

SPME yontemi ¢oziiciisiiz hizli ve diisiik maliyetli 6rnekleme ile kullanim kolaylig: ile
hassasiyet saglayan ve c¢ok tercih edilen bir yontem haline gelmistir. Bu teknikte kisa
(1-2 cm’lik) adsorbanla kaplanmuis eritilmis silikon kullanmaktadir. Kaplanmis SPME
lifi (fiber) dogrudan dogruya sulu ¢ozeltiye veya sivi yahut kati 6rnegin tizerindeki
headspace’ye daldirilmaktadir. Analitin kaplama tizerine diffiizyonunu geciktirecek
veya rekabet edecek olan bir sivi fazin olmamasi nedeniyle, dengeye headspace
yonteminde daldirma yontemine oranla daha hizli ulagilmaktadir. Headspace SPME
gida aromalarinin parmak izi tespitini yapmaya da uygun olup, en azindan karisimdaki
diger maddelerden girisim etkisi almaksizin ugucu bilesenlerin izole edilip
derisiklendirilmesi i¢in kullanilabilir. Headspace SPME yontemi ugucu ve yar1 ugucu
aroma bilesikleri i¢in geleneksel statik headspace Orneklemesine oranla ¢ok daha
yiiksek bir hassasiyete sahiptir, bunun yaninda geleneksel headspace’nin asir1 yiiksek
ucuculuga sahip olan bilesenlere kars1 daha hassas oldugu bulunmustur. Analite ve life
etki eden pek c¢ok parametre SPME lifi {izerine absorpsiyonun derecesini
belirlemektedir. Analitin uguculugu birinci derecede hatirda tutulacak parametre olup
analit konsantrasyonu ve Ornegin i1yonik siddeti de Onemlidir. Genelde, analit
konsantrasyonlar1 yiiksek oldugunda abrospsiyon hizi da yiikselir. Uygun polarlikta
lifin ve daha az 6nemli olmak iizere lif ilizerindeki kaplamanin kalinliginin sec¢imi
onemli olup analitin tabiatina bagimhidir. Karigik fazli kaplamalar ugucu bilesiklerin
analizi i¢in en uygun olanlar1 ise de uygun liflerin kullanilmasiyla se¢imlilik de
artirilabilir. ~ Yarigmali absorpsiyonun etkili olarak kontrol edilmesinin gerektigi
kantitatif analizde, bu durum 6nemlidir. SPME dagilim katsayisini etkileyen her tiirlii
degisiklik ve kosula kars1 son derece hassastir. Bdylece abrospsiyon hizi absorplanan
analitin miktarin1 etkilemekte, buna karsilik, tekrarlanabilirlik kantitatif absorpsiyonu
cok karmasik bir hale getirmektedir. Dolayisiyla tekrarlanabilir sonuglar alabilmek i¢in
tutma (sorpsiyon) islemi sirasinda birkag deneysel degiskenin kontrol edilmesi
gereklidir. Bunlar arasinda 6rnekleme yontemi (headspace veya daldirma), sivi veya
headspace’nin hacimleri, 6rnegin pH degeri ve tuz igerigidir. Tuz ilavesi ¢ogunlukla
SPME adsorpsiyonunu artirmaktadir.  Ornekleme siiresi ve sicakligi ile daldirma
yontemiyle 6rnekleme durumunda, lifin daldirilma derinligi kritik 6nem tasir. SPME
lifinin sallanmasi, karigtirma islemleri ve 1sitma daha az ugucu bilesikler i¢cin dengeye

ulasma siiresini azaltict etki yapmaktadir.  Ornek headspace’sinin lif {izerine
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absorpsiyonunu artirmak amaciyla miimkiin oldugu kadar kiigiik tutulmasi gereklidir.
Yabanct madde olusumunun, 1sil desorpsiyon isleminden Once suyla galkalanmasi ile

gozle goriiniir derecede azaldigr gosterilmistir [38].

SDE ve SPME yontemlerinden elde edilen ekstraktlar dogrudan GC, GLC veya GC-MS
cihazlarindan herhangi birine verildigi zaman, yontem SDE-GC-MS ve SPME-GC-MS
bi¢iminde biitiinlestirilebilmektedir [40-50].

Kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME) yonteminin gida analizinde kullanilmasi oldukga
fazla ilgi toplayan bir yontemdir. SPME yoOnteminin ¢esitli kromatografik ve
spektroskopik tekniklerle biitiinlestirilmesi ile SPME-GC, SPME-GC-MS, SPME-
HPLC, SPME-LC-MS ve SPME-LC yontemleri denenmistir. Bunun yani sira statik ve
dinamik headspace tekniklerinin de katilimiyla HS—-SPME-GC (-GC-MS, HPLC, LC-
MS) ile DI-SPME-GC (-GC-MS, HPLC, LC-MS) degisik yontemler de kullanilmistir.
Kiitle spektroskopi tekniklerinin degistirilmesiyle de HS—SPME-GC-ion trap MS, HS—
SPME-GC-FID, HS-SPME-GC-TOF-MS yontemlerinin etkinligi incelenmistir [51-
72].

Headspace tekniklerinin olfaktometri (duyusal analiz) ile birlestirildigi HS—-GC-MS—
“sniffing” teknigi de Cheddar peynirinin aroma analizinde kullanilmig bir yontemdir
[73]. Kat1 faz mikroekstraksiyonundan baska, duyusal analizin, SPME-GC-MS ve
SPME-GC-O yontemleriyle yapildigi caligmalar da bulunmaktadir [74]. Sogukta
yakalama (cryo-trapping) yontemiyle konsantre edilen 6rnekten yapilan SPME islemi
de peynir aromasinin analizinde calisilmis bir yontemdir [75]. SPME yonteminde
dogrudan ekstraksiyon cihazi (DED) ile biitiinlestirilerek yapilan SPME-DED-GC-MS
yontemi de basarili bulunmustur [76,77]. SPME tekniginin headspace ve alev
fotometrik dedeksiyonlu GC ve GC-MS ile birlestirildigi (HS-SPME-GC-FPD)
yontemler de aroma analizinde kullanilmistir [78]. Bozuk kokularin tayininde kullanilan
kombine bir yontem olan mikrodalga destilasyonu-kati faz mikroekstraksiyonu-GC ve
iyon yakalayici dedektor sistemiyle (MD-SPME-GC-ITD) analiz yapilmis ve insanin
duyabileceginin ¢ok altindaki diizeylerde tespitinin yapildigi belirtilmistir [79].
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2.6.3. Aroma Analiz Teknikleri

Aroma analizi i¢in kullanilan teknikleri klasik (enstriimantal analiz) ve modern (ilgili

maddelerin duyusal analizleri de yapilir) olmak iizere iki ana baslik altinda incelenebilir.

2.6.3.1. Geleneksel Analiz Teknikleri

Aroma bilesenlerinin analizi i¢in enstriimantal analiz teknigi olarak GC, GC-MS, LC-
MS, ve bunlara bagh diger kromatografik analiz teknikleri kullanilmaktadir. Tek
baslarina kullanilan bu tekniklerde yasanan yetersizlik, arastiricilar1 yeni teknikler
gelistirmeye ve uygulamaya yoneltmistir. Modern olarak tabir edilebilecek bu
tekniklerde, kromatografik yontemler kuvvetlendirici ve referans olarak kullanilmaya

devam etmektedir.

2.6.3.2. Modern Analiz Teknikleri

1990’larin basindan beri, aroma bilesiklerinin gidadaki ve agizdaki salinmasina dayali
analiz aragtirmalar1 devam etmektedir. Bu ¢aligmalar gida karisimlari ile aroma etkisi
gosteren bilesikler arasindaki etkilesim ile koku verici maddelerin geciktirilmesinin
insan iizerindeki etkileri ile ilgilenmektedir. Birincisine Ornek olarak dinamik
headspace teknikleri, ikincisine de elektronik burun ve elektronik nefes algilayici

tasarimlari gosterilebilir [80].

2.6.3.3. Elektronik Burun Tasarimlart

Elektronik burun ve nefes algilayici tasarimlar, ¢cok gelismis bir koku alma duyusuna
sahip olan insan burnunun yerine daha ekonomik bir alternatif olarak diistiniilmiistiir.
Her durumda, spesifik olmayan bir veya birden ¢ok gaz sensor devresi bulunduran bu
cihazlar sik sik tarif edildigi gibi toplam koku siddetini degil, toplam ugucu bilesiklerin
heniiz tanimlanamayan bir parametresini 6l¢mektedir. Su ana kadar gelistirilen
cihazlarda, metal oksit termal sensor, metal oksit kondiiktometrik sensor ve iki tabakali
lipid membran kapli kiitle sensorii kullanilmistir. Bu cihazlar tek tek koku verici
maddeleri karakterize etmek veya farkli kokular arasindaki kiiciik farklar1 analiz etmek
icin kullanilamazlar. Bdyle uygulamalar i¢in 6zel sensorler igeren ¢cok daha karmasik
sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bazi fonksiyonel gruplara karsi duyarl yari spesifik

sensorler 06zel metal oksitlerinden iiretilmektedir. En iyi durumda bile, aromanin
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karakterine etki eden koku verici maddelerin bu yolla tespit edilebilmesi ¢ok giictiir.
Daha uygun bir yol olarak potansiyel koku verici maddelerle bir sekilde iliskisi olan
temel bilesiklerin tespit edilmesi 6nerilmis, ancak elektronik burunlarin gelecegi “sinir
aglar’”nin gelistirilmesinde veya biyolojik kaynakli reseptorlerin kullanilmasinda

goriilmektedir [80-82]

2.6.3.4. Gaz Kromatografisi-Olfaktometri (GC-O)

Bu yontem, bir gaz kromatografi cihazindan ¢ikan kokulu ugucu bilesiklerin tespiti igin
(dedektor olarak) insan burnunun kullanilmasina dayanir. “GC-sniffing” olarak da
bilinen bu yontem, gida aroma ekstraktlarinda potansiyel kokulu maddelerin
goriintlilenmesi i¢in kullanilan yaygin bir tekniktir. Molekiiler tanimlama yontemleriyle
birlikte kullanildiginda, gidanin temel ve bozuk aromalarindan sorumlu olan bilesiklerin

tayinine olanak tanimaktadir [83].

GC-O verilerinin toplanip islenmesi ve teker teker, aroma agisindan aktif maddelerin
katkilarmin algilanmasi igin cesitli teknikler gelistirilmistir. Bunlar asagidaki gibi dort
kategoride incelenebilir [84-86].

2.6.3.5. CHARM
“Combined hedonic response measurement” kelimelerinden tiiretilen bu terim, sinir
degere kadar adim adim seyreltme islemine dayali kuvvet degerlerinin {iretilmesi i¢in

kullanilan bir seyreltme analizi teknigidir [87].

2.6.3.6. AEDA

“Aroma extract dilution analysis” kelimelerinden tiiretilmistir. ~ AEDA teknigi
CHARM’la benzerlik gosterir. AEDA’da, seyreltme faktorii (FD faktorii) olarak
belirtilen deger kullanilir. Bu deger, basitge koku agisindan aktif bir bilesigin tespit
edilebildigi son seyreltmedir. Sonuglar genellikle seyreltme faktoriiniin logaritmasina
kars1 gecikme zamani (retention index) veya FD degerlerinin siralanmasi seklinde
verilir [83,86]. Aroma ckstrakt seyreltme analizi (AEDA) esliginde molekiiler
destilasyon, GC-O ve GC-MS ile siit iriinlerindeki genel aroma profili iizerinde

calisilmigtir [87].
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2.6.3.7. Tespit Frekansi Yontemleri
Bir kokuyu tespit eden panelistin (degerlendirmeyi yapan kisi) sayisi tespit frekansi

olarak kabul edilerek kokunun siddetinin tahmin edilmesinde kullanilir [87].

2.6.3.8. Arka Siddet (Posterior Intensity) Yontemleri
Bir pikin ¢ikmasindan sonra tespit edilmis, algilanan siddetlerin tahmini i¢in kullanilan

bir yontemdir [87].

2.6.3.9. Zaman-Siddet Yontemleri
Kromatografi pikinin ¢ikmasiyla ayni1 anda kaydedilen, algilanmis siddetin tahmini i¢in

kullanilir [87].

2.6.3.10. Kiitle Spektrometri Yontemleri

Aroma analizinde kullanilan detayli kiitle spektroskopisi tekniklerine 6rnek olarak
atmosfer basincinda normal (API) ve kimyasal iyonlastirmali (APCI) ugus zamani kiitle
spektrometrisi (APCI-TOF-MS) ile proton transfer reaksiyonu-kiitle spektrometrisi
(PTR-MS) [88], ion-trap kiitle spektrometrisi (ITMS) [89], Lityum ion-attachment kiitle
spektrometrisi (IAMS) [90] verilebilir.

2.6.4. Aroma Analiz Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Ses dalgalariyla parcalama, geleneksel ve modern Soxhlet yontemleri, siiperkritik
akiskan ekstraksiyonu (SFE), sivilagtirilmis akiskan ekstraksiyonu, kapali kapta ve agik
kapta mikrodalgali ekstraksiyon yontemlerinin karsilastirilmasi verilmistir (Tablo 2.9).
[91].
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Tablo2.9. Kat1 6rnek hazirlanmasi icin kullamlan bazi ekstraksiyon yontemlerinin

karsilastirilmas.

Ekstraksiyon yontemi Ormek | Coziicii Toplam iglem | Otomasyon Ornek say1s1® Maliyet”
boyutu | hacmi zamani (saat) | derecesi
(9) (mL)
Ses dalgalariyla par¢alama | 20-50 100-300 | 0,5-1,0 yok 1 (seri) diisiik
cok(parti)
Geleneksel Soxhlet 10-20 | 200-500 | 12-24 yok 1 (seri) ¢ok diistiik
Modern Soxhlet 10-20 | 50-100 1-4 Cogunlukla 6 (parti) orta
SFE 5-10 10-20° 0,5-1,0 Tamamen 44 (seri) yiiksek
Sivilastirilmis akiskan 1-30 10-45 0,2-0,3 tamamen 24 (seri) yiiksek
6 (parti)
Kapali kapta mikrodalgali | 2-5 30 0,1-0,2 cogunlukla 12 (parti) orta
Acik kapta mikrodalgali 2-10 20-30 0,1-0,2 ¢ogunlukla 6 (parti) orta

®Ornek sayisi, ticari cihazlarin isleyebilecegi maksimum ornek sayisidir. Seri ile tek
Ornegin, parti ile de ayn1 anda bir¢ok 6rnegin islendigi belirtilmektedir.

"Maliyet, ¢cok diisiik: <1000$, diisiik:<10.000$, orta: 10.000-20.000$ arast ve yiiksek:
20.000$’dan yiiksek olarak belirtilmistir.

“Polariteyi etkilemek igin organik bir degistirici kullaniliyorsa, ¢oziicii hacmini belirtir.

2.6.5. Aroma Analizinde Potansiyel Hata Kaynaklar

Gidalardan aroma bilesenlerinin elde edilmesinde izolasyon yontemlerinin kendileri
secimlilik gdsterirken, giday: temsil etmeyen bir aroma profili meydana gelebildigi i¢in
aroma profili daha ileri parametrelerle kontrol edilmelidir. Bazi diisiinceler asagida

belirtilmistir.

2.6.5.1. Ornek Hazirlama
Islem gérmemis hayvan ve bitki dokular1 gibi gida iiriinlerinin bir ¢ogunda aktif enzim
bulunmaktadir. Gida aroma

sistemleri izolasyonunu kolaylastirmak amaciyla

dograndigi, ogutiildiigii veya 1slatildigt zaman enzim aktivitesi ¢ok artar. Enzim
sistemleri, analize baslamadan 6nce inaktive edilmez ise (6rnegin, 1sitma, alkol veya
sodyum fluoriir ilavesi) aroma profili biiyiik ol¢iide degisiklik gosterebilir. Gida bu

haliyle tiiketiliyorsa bu degisimin olmasina izin veririz, aksi takdirde enzimatik
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degisimler engellenmis olur.  Her sartla, enzimatik faaliyet aroma profilinde

degismelere sebep olur ve uygun 6nlemlerin alinmasi gerekir.

2.6.5.2. Analizci ve Calisma Sartlarina Bagl Kirlenmeler

Analizciler oOzellikle ppb mertebesinde veya diisiik konsantrasyon araliklarinda
calisirlar. Boyle diisiik seviyelerde calisilan aroma izolatlar1 ugucu bilesenler tarafindan
cok cesitli sekillerde kirletilebilir. Ornek suyla veya buharla karismissa, kullanilan
suyun kalitesine (temizligine) ¢ok dikkat edilmelidir. Islemler sirasinda polimer bazli
kaplar veya tiipler kullanildiginda kirlenme riski artar. Kopiik onleyici katkilar, aroma
izolatina gidanin kendisi kadar kirlilik verebilirler. Biiret veya ayirma hunisinde
kullanilan musluklar (stopcock) ve vakum ile silif yaglar1 da en ¢ok karsilasilan kirlilik
nedenleridir. Sise kapaklar1 aroma bilesiklerinin absorplanmasinda ve buna destek
olacak yabanci maddelerin girisini engelemek amaciyla kauguk mantardan ziyade
Teflon kapli olmalidir. Sistemden kaynaklanan kirlenmeleri yok etmek amaciyla
Olcimler mutlaka bos Ornege karst alinmalidir. Biitiin kaynaklardan gelebilecek

Kirlilikleri en aza indirebilmek igin her tiir ¢gaba harcanmalidir.

2.6.5.3. Istmin Yol A¢tig Kirlilikler

Gidalarimiz ¢ok iyi reaksiyon veren sistemlerdir. Gidalarin isitilmasindan agiga ¢ikan
en az 3000 ucucu bilesik giiniimiize kadar tanimlanmistir. Aroma izolasyonunda
kullanilan yontemlerin bir¢ogu, gida numunesinin isitilmasina dayanir. Bu islem,
gidanin yapisindan ugucu bilesiklerin daha etkili bir sekilde giderilmesi icin
yapilmaktadir. Toplanan aroma izolatinin ger¢ekten gidayr temsil ettiginden ve 1sinin
yol agtigr kirliliklerle kirlenmediginden emin olabilmek i¢in gida numunesinin
1sitilmasinda ¢ok biiyiik dikkat sarf etmek lazimdir. Aroma izolasyonunda ¢ig (1s1l
islem gérmemis) gidalarda 60 °C’nin {izerine ¢ikilmamasi genel bir kuraldir. Isil islem
gormiis gidalarda 60 °C’nin iizerine ¢ikilabilmekle birlikte, en diislik 1s1y1 uygulamak
gerekir. Ozetle, ¢alismanin amaci ve hedefleri tanimlanmadan aroma izolasyonunda

kullanilacak yontem se¢ilemez. Bu islemler su sekilde gerceklestirilir:

1) Bir gida icindeki her bir aroma bileseninin tam manasiyla tanimlanmasi ve

miktarlarin1 vermek amaciyla “tam” bir aroma izolati elde edilir.
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2) Yalnizca, karakteristik duyu Ozelliklerini tasiyan bilesenler olan, aroma
profilindeki anahtar bilesenler tanimlanr.

3) Kirlenmeden ileri gelen, gidanin kendi kokusu disindaki kokular tanimlanir (off-
note).

4) Duyusal 6zellikleri tahmin etmek i¢in analitik veriler kullanilir [17].

2.7. AROMA BILESIKLERININ SINIFLANDIRILMASI

Gida aromalarinin olusumunda dort ayri yol vardir. Bunlar:
* Enzimatik
= Enzimatik olmayan
» Fermentatif
= Otoksidatif

2.7.1. Enzimatik Reaksiyonlar ile Meydana Gelen Aroma Bilesikleri

Dogal olarak bitkilerin (meyve ve sebzelerin) ve hayvansal {irlinlerin dogasinda var olan

aromalardir (genellikle enzimlerle).

Karbonil Bilesikleri, Alkoller
Esterler

Terpenler

Ucucu Siilfiir Bilesikleri

Pirazinler

2.7.2. Enzimatik Olmayan Reaksiyonlar ile Meydana Gelen Aroma Bilesikleri

Gidalara 1s1l islem uygulandiginda molekiillerin birbiri ile etkilesimi veya molekiillerin

parcalanmasi sonucu meydana gelen aromalardir (kizartma,1zgara, kavurma gibi).

Karbonil Bilesikleri
Pironlar
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Furanlar

Laktonlar

Tiyoller, tiyoeterler, di-ve tri-siilfiirler
Tiyofenler

Tiyazoller

Oksazoller

Piroller

Pirazinler

Fenoller

2.7.3. Fermentatif Reaksiyonlar ile Meydana Gelen Aroma Bilesikleri

Peynirin olgunlagmasi, sarap fermentasyonu ve modern biyoteknoloji gibi konular

fermantatif reaksiyonlar i¢inde yer alir [14].

2.7.4. Otoksidatif Reaksiyonlar ile Meydana Gelen Aroma Bilesikleri

Otoksidatif olusumlar, genellikle koti, istenmeyen kokular meydana getirmeleri
nedeniyle istenmezler. Bu olgu genellikle gidanin kokustuguna ve tiikketime uygun
niteligini kaybettigine isaret eder. Kimyasal olarak ise, oksijenin rol oynadig radikalik
reaksiyonlar olup, bu reaksiyonlar sonunda gidanin bozuldugunu belirleyen kisa zincirli

karboksilik asitler, aldehitler ve ketonlar meydana gelir [14].

2.8. BALLARDA BULUNAN AROMA MADDELERI

Ballarin floral ve cografi kokenini belirlemede kullanilan en eski ve geleneksel yontem
balda bulunan polenlerin analizi yontemidir (mellisopalynology). Bu yontem polenlerin
mikroskopla inceleme sonucu belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Cok tecriibeli bir
analizci gerektirmektedir. Cok fazla zaman almaktadir ve dogru sonucu elde etmek

uzman Kisinin yetenegine ve yorumlama kabiliyetine baghidir [92,25].
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Balin karakterizasyonu icin daha yaygin kullanilabilecek diger metotlar yillardir
arastirilmaktadir. Bu metodlarin basinda gelen ve en yaygin olarak kullanilanlari aroma

bilesenleri ve serbest amino asitlerdir [92,25].

Aroma profili bir gida maddesinin hem organoleptik kalite hem de gerceklik tayini
acisindan en belirgin 6zelliklerinden biridir. Ugucu bilesenler balin aromasini meydana
getirmektedir. Bu ugucu bilesenler icerisinde bulunan ve her bir balin kendisine has
aromasini olusturan ve biomarker olarak da adlandirilan parmak izi komponentleri

ballarin orijinini tespit etmede kullanilacaktir [92,25].

Ballarin karekterizasyonunda basvurulan ayirt edici analiz metotlarin basinda polen [93-
95], amino asitler [96], ucucu aroma bilesenleri[25,92,95,97,98] analizleri gibi
parametrelerden yararlanilarak ballarin botanik orijinlerinin tespit edilmeye ¢aligildigi

calismalar en giincel konulari olusturmaktadir.

Ballardaki ugucu maddeler, dogal ugucu maddelerin {i¢ ana gruplarina ait
norisoprenoidler, terpenler ve benzen tiirevleri gibi maddelerdir. Alifatik bilesikler,
hidrokarbonlar ve enzimatik olmayan kahverengilesme reaksiyonlar1 (Millard
Reaksiyonlari) ile elde edilen bilesiklerdir [25]. Degisik ballar iizerinde yapilan

analizler sonucunda en ¢ok tespit edilen ucucu bilesikler sunlardir:

Hidrokarbonlar:

a- pinen
oktan
nonan

limonen

Alkoller /fenoller:
3-metil-3-biiten-1-ol

3-metil-2-biiten-1-ol
furfuril alkol

benzil alkol
1-feniletil alkol
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4-etilfenol

Aldehitler / ketonlar:

heptanal

5-metilfurfural
oktanal

benzaldehit

aseton

pentanal

nonanal

furfural

asetofenon
3-hidroksi-2-butanon

4-oxoizoforon
Esterler:
etil asetat

feniletil asetat

Kiikiirt bilesikleri:

dimetil distilfiir
Furanlar:
2-metilfuran

2-asetilfuran

Azot bilesikleri:

metil antranilat

Ballarin ugucu aroma bilesenleriyle ilgili giiniimiizde yapilan 6nemli ¢calismalarda balin
botanik  kokenini  belirlemek i¢in  ucucu Dbilesenlerden  yararlanilmaktadir.
[25,92,95,97,98]. Bu calismada arastirmacilar tek ¢igek ballarinin aroma bilesenlerinin

karakterizasyonu i¢in en yararli yontemin inert azot atmosferi altinda diklorometan
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ekstraksiyonu oldugunu ve bu islemi takiben SDE (simultaneous steam distillation)-
diklorometan ekstraksiyonu oldugunu tespit etmislerdir. Diger taraftan, SPME-GC/MS
metodunun yliksek iiretkenligi ve hassasiyeti nedeniyle giivenilir bir teknik oldugu da

vurgulanmistir [25].

Ugucu aroma bilesikleri, dinamik headspace GC-MS analizi kullanilarak bal gesitleri
arasindaki faklilik ortaya konmaya calisilmistir. Bu diger ¢alismada degisik botanik ve
cografi kokene sahip 43 gerg¢ek bal 6rnegi arastirilmistir. Balin orijinini belirlemede
ugucu aroma bilesiklerin 6nemli bir rol oynadig ileri siiriilmektedir. Buna ek olarak,
sonuglar degerlendirilen ¢icek kokenleri i¢in bazi iz belirleyici bilesiklerin (marker

compound) varligina isaret etmektedir [92].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME

Aragtirmamizda yurdumuzun c¢esitli yorelerinden temin edilen 8 ¢esit bal Ornegi
kullanilmistir. Bu bal 6rneklerinin 7 tanesi tek ¢icek bali (monofloral), 1 tanesi karisik

cigek balidir (polifloral).

Orneklerin adlari, hangi yéreye ait olduklari, iiretim yillari, deneyde kullamldiklar:

miktarlar ve sira numari Tablo 3.1°de yer almaktadir.

Tablo 3.1: Deneyde kullanilan bal 6rnekleri

Bal Sira No. | Balin Adi Mensei Uretim Y1l
1 Narenciye Bali Hatay 2007
2 Kestane Bali Zonguldak 2007
3 Kekik Bali Gokgeada 2007
4 Cam Bali Datca ve Marmaris | 2008
5 Geven Bali Malatya 2007
6 Akasya Bali Isparta ve Konya 2007
7 Karisik Cigek Bal (Yayla Bali) Agrt 2007
8 Pamuk Bali Adana 2005
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Analizde Kullanilan Ekipmanlar

o Hassas Terazi

o Karstirici

o Mikro Ekstraksiyon Cihazi
o Sogutucu

o GC/MS Cihaz1

3.2.2. Aroma Ekstraksiyonu

Aroma ekstraksiyonu iki asamali bir islemdir. Ik asamasi on (¢dziicii)
ekstraksiyonudur. Bu ilk ekstraksiyon aroma bilesiklerini seker matrisinden ayirmak
icin yapilmaktadir. Ikinci asama ise mikro ekstraksiyon cihazi ile gerceklestirilen
stirekli destilasyon-ekstraksiyon (SDE) islemidir. Bu islem aroma bilesiklerini ilk
adimda ekstrakte edilen agir matrisden ayirmak i¢in yapilmaktadir. Her iki asamada da

¢oziicii olarak diklorometan kullanilmaktadir. Kullanilan diklorometan GC safligindadir

(>99.9 % saflikta) [26].

3.2.2.1. On Ekstraksiyon (Céziicii Ekstraksiyonu)

Daras1 alinmis balona 100 gr bal 6rnegi konuldu. Balin tizerine 200 ml diklorometan
ilave edildi. Karistiric1 ile 140 rpm’de 60 dakika karistirildi. Karigtirma esnasinda
2ml/min azot gazi verildi. 60 dakika sonunda iistteki ¢oziicii igeren faz ve alttaki bal
iceren faz birbirinden ayrildi. Coziicii igeren faz kiigiik bir balona alindi. Bu igslem her

bir bal 6rnegine ayr1 ayri1 uygulandi [26].

Tiim ballar bu islemden gectikten sonra 8 ayr kii¢lik balondaki maddelere ayn1 anda
tekrar 2ml/min azot gazi verildi. Bu islem ile ¢oziiciiniin bir kismi1 uzaklastirildi.

Balonlarda geriye kalan aroma maddeleri ugmasin diye balonlarin agzi iyice kapatildi.
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3.2.2.2. Siirekli Destilasyon- Ekstraksiyon (SDE) Islemi

On ekstraksiyon asamasim sonucunda elde edilen 6n eksraktlarin igerdigi aroma
bilesiklerinin belirlenmesi i¢in uygulanan ikinci ekstraksiyon islemi stirekli destilasyon-
ekstraksiyon (SDE). Bu islemde mikro ekstraksiyon cihazi kullanilmaktadir. Sekil
3.1°de goriildiigii gibi bu sistemde iki balon vardir. Biiyiik balona bal 6rnegi+su, kii¢iik
balona ise ¢oziicii konulmaktadir. Ornek 1sitildik¢a, igerigindeki ugucu maddeler su
buhar1 ile siiriiklenir ve sogutucuda yogunlasir. Yogunlagsmis suda bulunan ugucu
maddeler yine sogutucuda yogunlasan saf ¢oziicii tarafindan ¢ekilerek ¢dziicli balonuna

taginir [99].

Biiyiik balona (A) bal 6rnegi (6n ekstraksiyon sonucu elde edilen maddeler) + 40 ml su,
kiiciik balona (B) ise 1,5 ml diklorometan (¢6ziicii) ve 0,5 ml 1040 ppm’lik 1,2-
Diklorobenzene (dis standart - % 99.9 GC safliginda) konuldu. Ayrica mikro
ekstraksiyon cihazina da 1,5 ml diklorometan konuldu. Biiyiik balon 140°C’deki silikon
yag1 banyosuna, kiiciik balon ise 90°C’ye 1sitilmis su banyosuna yerlestirildi. Silikon
yag1 kullaniminin nedeni koku yapmamas1 ve 100°C’nin tizerindeki sicakliklara rahatca
erisebilmesidir. Ugucu maddelerde kaybi minimuma indirmek i¢in sogutucu - 10°C’ye
ayarlandi. Ekstraksiyon islemi 45 dakika siirdii. Bu siirenin sonunda elde edilen aroma
bilesikleri kiiciik cam numune sisesine almip analiz icin 1.U. Ileri Analizler

Laboratuaria gonderildi. Bu islem her bir bal 6rnegine ayr1 ayr1 uygulandi [26].
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Sekil 3.1: Siirekli destilasyon —ekstraksiyon sistemi

3.2.3. Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi (GC/MS) Analizleri

Elde edilen ekstraktlarin i¢indeki aroma bilesiklerinin tayini amaciyla ekstraktlar
GC/MS (Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi) cihazinda kalitatif olarak analiz
edilmistir. Bu amagla 1.U. Ileri Analizler Laboratuarinda bulunan GC/MS cihaz1
kullanilmistir. Caligma kosullart asagida gosterildigi gibidir. Bu kosullarda analiz edilen

orneklerdeki bilesenler kiitiiphane eglestirmesiyle tanimlanmaya caligilmistir.

Cihaz: Hewlett-Packard Model 5890 GC, HP 5988 Quadrupole MS
Kolon: Wall coated, open tubular (WCOT) CP-SIL5 CB kapiler kolon (50m x 0.32mm
x 1.2 um)
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Tas1yic1 gaz: Helyum

Akis hizi: 1.5 mL/min

Sicaklik programi: 30°C- 85°C (55°C/dk), 145°C (1°C/dk), 250°C (3°C/dk)
Enjeksiyon modu: Hewlett-Packard Model 7673 automatic sampler, cold on-column
injector

Kiitle aralig1: 5-800

Iyonizasyon sekli: 70 eV

Toplam tarama zamani:120 dakika

Giris sicakli§1:200 °C

Ornek miktari: 10uL, solvent delay islemi yapildi.

Yazilim: MassLab v1.2 ve Nist/Wiley Kiitliphaneleri
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4. BULGULAR
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Sekil 4.1 Pamuk Balimin Kromotogrami

Yurdumuzun g¢esitli yorelerinden temin edilen 8 cesit bal 6rneginin ekstraktlarinin

GC/MS (Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi) cihazinda kalitatif olarak
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analizleri sonucunda tespit edilen en olas1 bilesenler ve bunlarin tutunma zamani

araliklar1 (RT) asagidaki tablolarda gdsterilmistir.

Tablo 4.1 Narenciye Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonuglari
RT Bilesenin ad1
4.84 Benzene, 1,2-dichloro-

10.45 3-(tetrachlorocyclopentadienylidene)tricyclo[3.1.0,0(2,6)]hexane
11.49 7,8-Bis(trimethylsilyl)benzo(5,6-9)-1H,3H-quinazoline-2,4-dione

16.20 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-

17.96 8'-Apoa-caroten-8'-al

20.72 2-Chloro-4,6-bis(3'-thienyl)-pyrimidine
23.19 1,1,1,3,5,7,9,9,9-Nonamethylpentasiloxane

27.23 Cyclotrisiloxane, hexamethyl-
30.78 1,1,1,3,5,7,9,9,9-Nonamethylpentasiloxane
40.31 1-(2-trimethylsiloxy-1,1-dideuteriovinyl)-4-trimethylsiloxy-benzene

46.44 3,4-Furandicarboxylic acid, diethyl ester

47.30 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-

62.85 Cyclononasiloxane, octadecamethyl-

72.38 2-Pyridinepropanoic acid, a-methyl-a-oxo-, ethyl ester
75.37 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

78.29 Tetracosamethylcyclododecasiloxane

82.66 3-Bromo-1,5-bis(trimethylsilyl)-1,4-pentadiyne

88.05 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

88.79 Stigmasterol, 22,23-dihydro-

91.75 1,2-Benzenedicarboxylic acid, dicyclohexyl ester

94.29 Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane
96.31 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine
98.89 Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,54)-

101.20 | Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane

105.43 | Heptasiloxane, hexadecamethyl-

106.21 | Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane

108.49 | Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane

111.11 | Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane

113.28 | Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane
114.44 | Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (34,54)-
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Tablo 4.2 Kestane Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonuclari

RT Bilesenin adi

3.11 2-formyl-5-azabicyclo[3.3.0]octan-6-one

4.83 Benzene, 1,2-dichloro-

6.77 Benzeneethanol

8.83 2-Benzyl-3,4,5-trichlorothiophene

9.54 Benzenemethanol, a,a,4-trimethyl-

11.26 1,2-Benzisothiazole

12.08 Phenol, 2,3,5,6-tetramethyl-

12.72 Cyclopentan-1-al, 4-isopropylidene-2-methyl-

13.28 2-Propen-1-ol, 3-phenyl-

14.03 Nonanoic acid

15.63 Ethanone, 1-(3-aminophenyl)-

17.95 Docosane

20.01 Farnesene epoxide, E-

21.84 Spiro[adamantane-2,5'-[1.2]dioxolan]-3'-one, 4'-methylene-

22.81 2-Pyridinepropanoic acid, a-methyl-a-oxo-, ethyl ester

33.43 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-

53.43 Octadecane

79.03 Heneicosane

82.47 Hexatriacontane

84.64 1-Dotriacontanol

85.57 Octacosane

88.04 Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester

90.39 2-Hexadecanol

91.22 Pentacosane

93.80 Pentatriacontane

96.30 Pentatriacontane

97.59 Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-, (34,5a,144,204,224,25R)-

98.83 4-Methyldocosane

111.06 | Heptasiloxane, hexadecamethyl-
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Tablo 4.3 Kekik Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonuclari

RT Bilesen Ismi

3.12 Cyclopentane, 1,2,3,4,5-pentamethyl-

3.42 Diisoamylene

4.84 Benzene, 1,3-dichloro-

5.63 .alpha.-Methyl-.alpha.-[4- methyl-3-pentenyl]oriranemethanol
6.45 Hotrienol

6.75 Benzeneethanol

6.75 Phenylethanol

15.23 | Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-

17.92 | 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

18.67 | 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

33.44 | Phenol, bis(1,1-dimethylethyl)-

4450 | 2-Naphthalenemethanol,1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-.alpha.,.alpha.,4a,8-tetramethyl-, (2R-cis)-
79.04 | Tetradecane, 2,6,10-trimethyl-

79.04 | Docosane

79.38 | 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

81.21 | Ethyl 9-octadecenoate, (E)-

82.63 | 3-Bromo-1,5-bis(trimethylsilyl)-1,4-pentadiyne

84.65 | 2-Hexadecanol

85.54 | Tricosane

88.01 | 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

90.40 | 2-Hexadecanol

91.19 | Tricosane

91.71 | 3,8,8-Trimethoxy-3-piperidyl-2,2'-binaphthalene-1,1',4,4'-tetrone

96.31

Docosane
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Tablo 4.4 Cam Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonug¢lari

RT Bilesenin adi

4.84 Benzene, 1,2-dichloro-

6.82 Phenol, 2-amino-4-nitro-

6.82 2,4-Difluorobenzen, 1-benzyloxy-

16.31 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-

17.96 Heptane, 2,2,3,3,5,6,6-heptamethyl-

33.43 Phenol, bis(1,1-dimethylethyl)-

73.50 Hexadecanoic acid

74.85 Hexadecanoic acid, ethyl ester

75.67 1,5,9,9-Tetramethyl-2-oxatricyclo[6.4.0.0(4,8)]dodecane
79.04 Triacontane

80.31 9-Octadecenoic acid, (E)-

81.20 Ethyl 9-octadecenoate, (E)-

82.48 Octadecane

84.64 1-Heneicosyl formate

85.58 Hexatriacontane

88.05 Di(2-ethylhexyl)adipate

90.40 Z-12-Pentacosene

91.19 Pentacosane

92.05 2-Hexadecanol

95.62 9,10 Dideutero octadecanal

96.31 Octacosane

97.05 Pentacosane

97.05 Nonacosane

97.05 Triacontane

98.85 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether

101.05 Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,5a)-
101.84 Hexatriacontane

102.88 Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,5a)-
105.43 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether

109.13 9,10 Dideutero octadecanal

110.70 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether

113.50 Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-, (34,5a,144,204,224,25R)-
115.48 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Tablo 4.5 Geven Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonuglari

RT Bilesenin adi

3.11 1,2,3,4,5-pentamethyl-cyclopentane

4.83 Benzene, 1,2-dichloro-

6.47 Nonanal

7.26 N-Methyladrenaline, tri-TMS

8.83 2H-Pyran, 2-(3-butynyloxy)tetrahydro-

10.25 2-Benzyl-3,4,5-trichlorothiophene

11.74 2-1sononenal

12.79 E-11,13-Dimethyl-12-tetradecen-1-ol acetate

13.50 2-Chloro-2'-hydroxy-3',4'-dimethoxy-5'-chloromethylacetophenone

14.81 Cyclohexane, 1,1'-[1-(2,2-dimethylbutyl)-1,3-propanediyl]bis-

16.38 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-

17.09 4-Octen-3-one

17.95 Heptadecane, 2,6,10,15-tetramethyl-

29.35 Octadecane

33.46 7-Methoxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzothiopyran

46.47 1,2,3,4-tetrahydro-1,4-epoxycyclohepta(de)naphthalen-1-ol

47.29 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-

53.42 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

62.84 Cyclononasiloxane, octadecamethyl-

66.50 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-

70.35 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-tetradecamethylheptasiloxane

79.03 Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)-

82.65 bis(Chlorophenyl)sulfone

91.21 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

91.77 N-ethyl-1,3-dithioisoindoline

95.59 2-Hexadecanol

96.45 Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,54)-
105.30 | Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,54)-
108.97 | Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (34,54)-
111.17 | Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,54)-
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Tablo 4.6 Akasya Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonuclar

RT Bilesenin adi

3.11 1,2,3,4,5-pentamethyl-cyclopentane
4.83 Benzene, 1,2-dichloro-

6.48 Nonanal

8.01 Quinindoline

8.57 2-Benzyl-3,4,5-trichlorothiophene
10.18 3-(tetrachlorocyclopentadienylidene)tricyclo[3.1.0,0(2,6)]hexane
11.71 2-Chloro-4,6-bis(3'-thienyl)-pyrimidine
12.79 Quinindoline

13.88 Quinindoline

14.81 2-Chloro-2'-hydroxy-3',4'-dimethoxy-5'-chloromethylacetophenone
16.27 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-
16.76 Irone d a

17.95 Docosane

29.32 Heptadecane, 2,6,10,14-tetramethyl-
47.30 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-
66.47 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-
70.36 Octadecane

75.48 1-Hexadecanol, acetate

79.03 Heneicosane

81.20 Ethyl 9-octadecenoate, (E)-

82.70 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine
84.64 2-Hexadecanol

85.57 Hexatriacontane

88.04 Hexanedioic acid, dioctyl ester

90.40 Z-12-Pentacosene

91.22 Hexatriacontane

96.30 Heptacosane

105.09 Heptasiloxane, hexadecamethyl-
106.13 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine
111.03 Heptasiloxane, hexadecamethyl-
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Tablo 4.7 Kanisik Cicek Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonuc¢lari

RT Bilesenin adi

3.11 1,2,3,4,5-pentamethyl-cyclopentane

4.87 Benzene, 1,2-dichloro-

5.61 a-Methyl-a-[4-methyl-3-pentenyl]oxiranemethanol
6.47 5-Octen-2-onge, 6-methyl-

8.01 2-Benzyl-3,4,5-trichlorothiophene

8.90 1H-2-Phenyl-3-chloropyrrolo[3,2-c]quinoline
10.17 4-Octen-3-one

11.03 2-[(diethoxyphosphoryl)methyl]-5-methylpyrrole
11.71 2-Chloro-2'-hydroxy-3',4'-dimethoxy-5'-chloromethylacetophenone
12.79 Cyclohexane, 1,1'-(2-propyl-1,3-propanediyl)bis-
14.81 2-Chloro-4,6-bis(3'-thienyl)-pyrimidine

16.23 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-

17.95 Heptane, 2,2,3,3,5,6,6-heptamethyl-

29.31 Octadecane

33.20 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine

66.51 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-

70.36 Octadecane

79.03 Triacontane

82.47 2-Pyridinepropanoic acid, a-methyl-a-oxo-, ethyl ester
84.64 2-Hexadecanol

85.57 Triacontane

91.21 Docosane

91.21 Hexatriacontane

96.30 Eicosane

98.88 Androstane-11,17-dione,3-[(trimethylsilyl)oxy]-,17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,5a)-
105.34 | Heptasiloxane, hexadecamethyl-

108.71 | Cyclononasiloxane, octadecamethyl-

111.10 | Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane

113.27 | Heptasiloxane, hexadecamethyl-

114.69 | Heptasiloxane, hexadecamethyl-

115.33 | Heptasiloxane, hexadecamethyl-
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Tablo 4.8 Pamuk Balina ait kalitatif GC/MS analizi sonuglari

RT Bilesen

4.84 Benzene, 1,3-dichloro-

5.62 .alpha.-Methyl-.alpha.-[4- methyl-3-pentenyl]oriranemethanol
6.74 Benzeneethanol (CAS)

17.92 Heptane, 2,2,3,3,5,6,6-heptamethyl-
18.18 2-Chloro-4,6-bis(3'-thienyl)-pyrimidine
53.43 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine
70.36 1,2-Dihydro-1,4-diphenylphthalazine
73.43 Palmitic acid

73.43 Hexadecanoic acid

76.01 2-methoxy[1]benzothieno[2,3-c]quinolin-6(5H)-one
79.04 Heneicosane

80.27 heptadecene-(8)-carbonic acid-(1)
82.44 Octadecane

84.64 Stearyl alcohol

84.64 2-Methyl-E-7-hexadecene

85.58 Tricosane

88.46 Eicosane

90.40 Z-12-Pentacosene

91.22 Tricosane

93.80 Octadecane

96.31 Hexatriacontane

101.84

Pentacosane
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5. TARTISMA VE SONUC

Balin aroma bilesenleri zengin bir aroma profiline sahip olup bir¢ok ucucu bilesik
icermektedir. Cesitli lilkelerde farkli ballar lizerinde aroma bilesiklerinin tespiti ile ilgili
calismalar yapilmaktadir. Ancak Ballarimizin ugucu bilesen profiliyle ilgili literatiire
geemis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu calisma ile Tiirkiye ballarinda
bulunan aroma bilesiklerinin tespit edilmesiyle bu konudaki yapilacak yeni calismalara

onciiliik yapilmasi hedeflenmistir.

Bu arastirmada; Tiirkiye’nin c¢esitli yorelerinden temin edilen 8 cesit bal O6rnegi
kullanilmistir. Bu bal 6rneklerinin 7 tanesi tek ¢igek bali (monofloral), 1 tanesi karisik
cicek balidir (polifloral). Bu ballar sirasiyla; narenciye, kestane, kekik, cam, geven,

akasya, yayla bal1 ve pamuk balidir.

Aroma bilesiklerinin analizleri, 1.U. Ileri Analizler Laboratuarinda gerceklestirilmistir.
Analizler kalitatif olarak gerceklestirilmistir. Yapilan analiz sonucunda elde edilen
bilesiklerin ¢ogunlukla hidrokarbon, alkol, fenol, aldehit ve keton gruplarina ait
olduklar tespit edilmistir.

Tablo 4.1’de tespit edilen bilesikler alkan, pirimidin, furan, benzen ve ftalazin

gruplarina aittir.

Tablo 4.2°de tespit edilen bilesikler alkan, alkol, tiyofen, tiyazol, parafin hidrokarbon,

piridin ve fenol gruplarina aittir.

Tablo 4.3’de tespit edilen bilesikler alkan, alkol, terpen, fenol, parafin hidrokarbon ve

ftalazin gruplarina aittir.

Fenol, benzen, alkan, aldehit, parafin hidrokarbon ve alkol gruplarina ait bilesikler
Tablo 4.4°te tespit edilmistir.
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Tablo 4.5’de tespit edilen bilesikler alkan, aldehit, piran, tiyofen, keton, tiyopiran,

ftalazin, sulfon, ester ve alkol gruplarina aittir.

Tablo 4.6’da tespit edilen bilesikler alkan, aldehit, tiyofen, pirimidin, keton, parafin
hidrokarbon, ftalazin , alkol ve ester gruplarina aittir.

Tablo 4.7°de tespit edilen bilesikler alkol, alkan, tiyofen, pirol, keton, pirimidin ve

parafin hidrokarbon gruplarina aittir.

Alkol, alkan, pirimidin, ftalazin, palmitik asit, paraffin hidrokarbon ve terpen gruplarina
ait bilesikler Tablo 4.8 de tespit edilmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismay1 arastirmacilarin yaptiklar diger ¢alismalar [25,26,92]
ile karsilagtirdigimizda ballarda tespit edilen ana bilesen gruplarinda paralellik
gostermektedir. Ancak bizim elde ettigimiz sonuglar bu ana gruplarin igindeki

maddelerin tiirevlerinin tam olarak karsilamamaktadir.
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