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oz

Bu calismanin amaci, herhangi bir islem gérmemis ve dogrudan iireticiden alinan bazi ham bal
numuneleri ile ticari etiketle satilan bazi ballarin invertaz ve glukoz-oksidaz aktiviteleri agisindan
karsilagtiriimasi ve ham bal igin ayirt edici bir analiz ve kalite parametresinin ortaya konulmasidir. Bu
amag dogrultusunda, 2 adet monofloral kestane bali ve 4 adet multifloral gicek balinin olusturdugu
ham bal grubu ile 6 adet gam bali ve 6 adet multifloral gigek balinin olusturdugu ticari bal etiketli grubun
spektrofotometrik olarak invertaz ve glukoz-oksidaz aktiviteleri hesaplanarak karsilastiridi. Uygulanan
deneysel yontemlere gore ham bal numunelerinin invertaz (135,028-238,878 U/kg bal ve 18,416-32,579
IN) ve glukoz-oksidaz aktiviteleri (Tespit Edilmedi-11.207 ug H202/g bal.h) ticari ballara gére daha
yiiksek bulundu. Her iki grubun sahip oldugu degerlerin istatistiki analizi, p<0,05 anlamlilik diizeyinde
test edildi ve edinilen sonuglarin ham ballar igin ticari ballara gore ayirt edici bir kalite parametresi
oldugu goriildii (p<0,05). Boylece piyasadaki ham ballarin tanimlanmasinda 6zellikle invertaz aktivitesi
degerinin 6n plana ¢ikarilmasinin 6nemi vurgulandi.

Anahtar Kelimeler: Ham Bal, Ticari Bal, Invertaz, Glukoz-oksidaz

ABSTRACT

The objective of this study was to compare raw honey in terms of the activity of invertase and glucose-
oxidase, in order to present a distinctive analysis and quality parameters that could be used as an
indicator of raw honey. Currently, this method is not being included in any commercial procedure, and
it could be used on honey directly supplied from the beekeepers, or honey obtained from commercial
sources. We tested the activity of invertase and glucose-oxidase on a raw honey group which
consisted of 2 types of monofloral chestnut honey and 4 types of multifloral blossom honey. The
commercial honey group consisted of 6 different types of pine honey and 6 different types of multifloral
blossom honey. The results were analyzed spectrophotometrically. According to applied experimental
methods, the invertase activity was 135.028 -238.878 U/kg honey and 18.416 - 32.579 IN. The glucose-
oxidase activity was Not Detected - 11.207 H202/g honey.h Honey from raw sources were found to have
significantly higher invertase and glucose-oxidase activity in comparison to commercial sourced
honey. Statistical analysis of all values between the two groups was tested at the alpha = 0.05
significance level. Thus, invertase and glucose-oxidase activity could be potentially used as a test to
identify raw honey from commercially sourced honey.

Key Words: Raw Honey, Commercial Honey, Invertase, Glucose-oxidase
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EXTENDED ABSTRACT

Goal: Enzymes play a significant role in making up
the properties of honey. Invertase and glucose-
oxidase are a few examples of the enzymes found in
honey. Although the literature on the activity of these
enzymes found in commercial honey is available, a
comprehensive study on raw honey samples still
does not exist. We propose that if we can determine
what the level of invertase and glucose oxidase
activity is in raw honey samples when compared with
commercial honey then this could be a distinctive
marker for where the honey is coming from and
potentially its quality. Hence, the current study
investigated the level of the invertase and glucose
oxidase activity in raw and commercial honey. The
goal was to find a marker that could be used to
identify raw honey when it is compared to
commercially sourced honey.

Material and Methods: In this study, 6 raw honey
samples and 12 commercial honey samples were
tested. Raw honey was supplied from local Turkish
beekeepers during the 2018 harvest period. Their
botanic classification was achieved by a beekeepers'
declaration and a classification was performed and
the honey was determined to be a monofloral
chestnut variety along with multifloral blossom
honey. For commercial honey there were 12
different kinds of 6 pine honey and 6 different types
of multifloral blossom honey. These were purchased
from the local market regardless of company brand
names. The company’s names remained
anonymous. Invertase and glucose-oxidase activity
of each honey type was measured
spectrophotometrically. While the value of the
invertase activity was given as the invertase enzyme
unit per kg honey (U/kg honey) and invertase
number (IN), the glucose-oxidase level was
expressed as ug H202/g honey.h

Results: Our results indicate that commercial honey
has a low enzymatic activity because they are
produced under some consistent conditions such as
heating, storing, and pasteurization in comparison to
raw honey. Moreover, not only does the raw honey
have the highest invertase activity 135.028 - 238.878
U/kg honey and 18.416 - 32.579 IN, but it also has
the highest glucose-oxidase activity Not Detected -
11.207 pg H202/g honey.h as well.

Conclusion: According to our obtained data, it was
revealed that the high invertase and glucose-
oxidase activity could be used as a marker to
determine if the honey is raw honey or if it is from a
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commercial source. The statistical analysis between
the two groups was confirmed at the alpha = 0.05
level. The invertase of raw honey samples had
approximately three times higher activity in
comparison to the commercial sourced honey, so
perhaps this could be used as an indicator of its
freshness. Moreover, we believe that the storage
conditions should not exceed approximately 45°C as
it may affect the stability of the enzyme activity of raw
honey.

GiRiS
Bal, tarinten ginimize dedin gerek besin 6gesi
olarak gerekse icerdigi biyokimyasal bilesenlerden
oturt terapotik etkili Grin olarak bilinmektedir.
Terap6tik etken balin antioksidan, antimikrobiyal,
antimutajenik gibi 6zelliklerinden ileri gelmektedir
(Geana v.d. 2020). Ana bilesen olarak su ve gesitli
karbonhidrat (seker) birimlerinden olusan bal,
proteinden mutesekkil enzimleri, aminoasitleri,
vitaminleri, mineralleri, organik ve aromatik
bilesenleri de icermektedir (da Silva v.d. 2016). Bala
renk, aroma ve tat gibi kendine has 6zellik katan bu
bilesimler, bal arisinin tirtne, nektarin toplandig
floraya, iklim, ylkselti gibi cografik kosullara goére
farklilik gosterir (Akyol v.d. 2015, da Silva v.d. 2016,
Dogan v.d. 2014). Ayrica Urinln igerigindeki mevcut
bilesenler, operasyonel islemlerden, paketleme-
muhafaza kosullarindan ve depolama siiresinden de
etkilenir (Escuredo v.d. 2014, Sahinler v.d. 2009).
Asidite artigl, fermantasyon, oksidasyon ve termal
etkiyle sonuglanan bu sireclerde  mevcut
bilesenlerin ya aktivitesini yitirmelerini ya da bagka
bir forma dénlUsmelerini gdzlemlemek mumkindar
(da Silva v.d. 2016, Moreira v.d. 2007).

Balda miktar ve c¢esitlilik agisindan c¢ok fazla
gbzlemlenmeyen bal enzimleri biyo-gesitlilikte yer
alan tim enzimler gibi baz spesifik goérevier
yiriitmektedir. invertaz, glukoz oksidaz, diastaz,
katalaz ve asit fosfataz enzimleri balin major
enzimleri olarak bilinmekte bir kismi dogrudan bitki
kaynakli bir kismi da bal arilarinca bala ilave
edilmektedir (Omdr, 2015; White, 1975).

Ozellikle bu enzimlerden invertaz ve glukoz oksidaz
bal arilarinin hipofarengeal salgi bezleri araciligiyla
salinan, balin olgunlagmasi asamasinda aktivitesi
en Ust diizeyde olan enzimlerdir (Al-Sherif v.d. 2017,
Li v.d. 2008). Balin tazelik olgutl olarak kargimiza
cikan bu enzimlerden invertaz, sukrozu daha basit
karbonhidrat birimlerine hidroliz ederken, glukoz
oksidaz ise olgunlagsmamis balda bulunan glukozun,
glukonik asit ve hidrojen perkokside
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oksidasyonundan sorumludur (Al-Sherif v.d. 2017,
Sajid v.d. 2019, Sahinler v.d. 2009). Ayrica glukoz
oksidazin bir diger 6énem arz eden Ozelligi ise
enzimatik kataliz esnasinda olusturdugu ara
uranlerle balin antimikrobiyal etkinligini artirmasi
olgusudur (Li v.d. 2008, Mandal ve Mandal, 2011).

Balin Ureticiden tlketiciye aktarilmasi surecinde
bircgok basit ve/veya ileri teknik barindiran
yontemlerin kullanildigi igslem basamaklarina ihtiyag
duyulur (Sekil 1). Bu ihtiyag, balin daha berrak bir
gorintiye sahip olmasi, raf dmrinin uzatiimasi ve

etkinliklerden 6tari  elzem bir sure¢ olarak
degerlendirilebilir. Ancak bahsi gecen tim bu
enzimatik etkinlikler, balin islenmesi asamasinda
(6zellikle suzme ve isitma etkinliklerinde) ya
tamamen ya da kismen aktivitesini yitirmektedir.
Balin islenmesi asamasinda kullanilan bu sistematik
basamaklarda isitma yerine ikame bir teknik
olmamasina ragmen, filtrasyon basamaginda
enzimatik etkinliklerin deaktivasyona ugramasini
engellemek adina arastirmacilar mikrofiltrasyon ya
da ultrafiltrasyon tekniklerini tavsiye etmiglerdir

gabuk fermantasyona ugramamasi gibi vb. (Subramanian v.d. 2007).

Ham Bal
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Sekil 1. Bal islenmesinde kullanilan sistematik basamaklar

Figure 1. Systematic steps used in honey processing
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Ham bal, tim bu iglem sireglerinin éncesinde elde
edilen birinci basamak Uriini olmakla birlikte sahip
olduklari bazi biyoetkinlik 6zellikler (antibakteriyel,
antioksidan ve antikanser) agisindan da ticari
ballarla  nazaran  Ustinlik arz  etmektedir
(Aumeeruddy v.d. 2019; Blasa v.d. 2006).
Biyokimyasal etkinlikleri arastirilan ve terminolojik
acidan bilimsel literatirde hentz taninmis olan bu
dranln ticari ballardan ayirt edici fizikokimyasal
parametreleri tam olarak belirtmemis ve literatire
sunulmamigtir. Bu bilimsel boslugun
doldurulabilmesi adina ilgili calismada, bazi ham bal
numuneleri ile bazi ticari bal etiketli humunelerin
invertaz ve (glukoz oksidaz aktivitelerinin
karsilastinimasi ve edinilmesi olasi farkli sonuglarla
ham ballarin ticari ballardan ayirt edici bir analiz
parametresinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

GEREG-YONTEM
Kullanilan Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan tim kimyasallar (p-
nitrofenil-a-D-glucopiranosidin (pPNPG), tris-
hidroksimetil aminometan, glukoz, o-dianisidin,
yaban turbu peroksidazi, hidrojen peroksit) Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasinin Tirkiye satig
temsilcilerinden temin edildi. Ayrica bu kimyasallar
analitik saflik dizeyinde olup ekstra saflastirma
islemine gerek duyulmadan kullanildi.

Calismada Kullanilan Bal Ornekleri ve

Ekstraksiyon iglemleri

Calisma kapsaminda kullanilan bal Ornekleri
Oncelikle ham bal ve ticari islem goérmis bal
siniflandirmasiyla iki gruba ayrildi. Bu kapsamda
degerlendirilen birinci grup, 2 adet monofloral
kestane, 4 adet multifloral cicek bali ile toplam 6 adet
herhangi  bir islem gérmemis ham  bal
numunelerinden olusurken; ikinci grup ise 6 adet
cam bali ve 6 adet multifloral gigek balli ile toplamda
12 adet ticari bal numunelerinden olusturuldu.
Calisma kapsaminda kullanilan higbir bal 6érnegine
mikroskobik polen analizi uygulanmadi. Dolayisiyla
grup icerisinde bulunan bal numunelerinin kendi
icerisindeki bal tir simniflandinimasi, ham bal
numuneleri icin dogrudan Ureticilerin beyaniyla; ticari
ballar icin ise etiket bilgilerinin vermis oldugu
tanimlamayla gergeklestirildi.

Calisma kapsaminda gergeklestirilien analizlerde,
numunelerin ekstraktlari her ne kadar sulu olarak
hazirlansa da analiz metoduna goére bazi farkliliklari
da icerdigi bilinmektedir. Bu farkhliklardan 6tirl her
bir analiz i¢in numuneler metodolojiye goére
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hazirlandi. invertaz aktivitesi analizi icin 10 g
numune yaklasik 40 mL saf su ile oda sicakhidinda
manyetik karistirici yardimiyla 12 saat boyunca
ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonunda numune
oncelikle adi stuzge¢ kagidi ardindan da mavi bant
stuzgec¢ kagidi kullanilarak olasi kati partikillerden
arindirildi. Filtrasyon igslemi sonunda son hacim 50
mL’ye saf suyla tamamlanarak nihai
konsantrasyonun 0,2 g/mL olmasi saglandi. Glukoz-
oksidaz analizinin igerdigi yegane farklilik
ekstraksiyon isleminin saf su ile degil pH 6,1 olan
100 mM sodyum fosfat tampon c¢ozeltisiyle
gergeklestiriimis olmasidir. Bu farkliligin otesinde
geriye kalan tim islem sdreci invertaz aktivitesiyle
ayni olup numunenin son konsantrasyonu 0,2 g/mL
ilgili tampon ¢ozeltiyle ayarlandi.

invertaz Aktivitesi Tayini

Gerek ham bal numunelerinde gerekse ticari etiketli
satilan bal numunelerinde invertaz aktivitesi
Bogdanov (2009)un calismasiyla tanimlanan p-
nitrofenil-a-D-glucopiranosidin ~ (pNPG)  substrat
olarak kullanildigi yontem oncaligunde
gerceklestirildi. ilgili metotta esas alinan reaksiyon,
pNPG'nin invertaz ile glukoz ve p-nitrofenole
ayrismasi akabinde bu reaksiyonun pH 9,5'te

durdurulurken olusan nitrofenoliin  nitrofenolat
anyonuna dénusmesi ve nihayetinde
spektrofotometrik olarak Olcilmesine

dayanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda analizin 5
dakika oncesinde 40°C’deki su banyosunda
bekletiimis ve 0,1 M pH 6 fosfat tamponunda
hazirlanmis 0,02 M pNPG substrat ¢ozeltisinin 2,5
mL’si ile 0,2 g/mL olarak ekstrakte edilmis bal
drneginin 0,25 mL’si karistiniimigtir. ilgili hacimlerin
ilavesinden sonra tlp igeridinin inkibasyonu yine
40°C’deki su banyosunda 20 dk. olarak belirlendi.
Mevcut inkibasyonun akabinde enzimatik slreg
reaksiyon 0,25 mL durdurma ¢ozeltisi (3 M, pH 9,5
tris-hidroksimetil aminometan) ilave edilip vorteks
karistiricida tlp icerigi karistinlarak durduruldu.
Spektrofotometrik 6lgiimiin esas alindidi bu tayinde
her bir numune igin hazirlanan kor ¢ozelti yine ayni
reaktantlar kullanilarak hazirlanmis olup sadece tlp
icerigine tatbik sirasi farklilastinidi. Dolayisiyla
analizden 5 dakika 6nce 40°C’de inkiibe edilmig
substrat ¢ozeltisinin 2,5 mL’sine 0,25 mL reaksiyon
durdurma ¢dzeltisi ilave edilerek karistinldi akabinde
0,25 mL ilgili bal c¢ozeltisi ilave edilerek tup
icerigindeki hacim degerleri tamamlandi. Tum bu
hazirlanan tip igerikleri 400 nm’ye ayarl
spektrofotometre yardimiyla (Shanghai Mapada
Instruments Co., China) o6lglldi. Edinilen sonuglar
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iki farkli sonug birimi ile hesaplanarak verildi. ilki
Unite/kg (1 kg bal tarafindan dakikada pargalanan p-
nitrofenil-a-D-glukopiranosidin pmol miktari) (Formdl
1), ikincisi ise Duisberg ve Hadorn (1966) tarafindan
tanimlanan, Hadorn Unitesi olarak da bilinen ve
AAasoo degerinin 21,64 Hadorn sabiti ile ¢arpiimasi
sonucu ortaya ¢ikan invertaz Numarasi (IN) (Formiil
2) seklinde ifade edildi.

1U/ka = 1 umolp — NPG
/kg = Dakika x kg Bal

Formiil 1: Kg bal basina disen invertaz tnite
degerinin hesaplanmasi

Formula 1: Calculation of invertase unit value per
kg of honey

IN = 21.64 x A0

Formiil 2: invertaz numarasi (IN) degerinin
hesaplanmasi

Formula 2: Calculation of the invertase number
(IN) value

Glukoz-Oksidaz Aktivitesinin Tayini

Calisilan tim bal numunelerindeki glukoz oksidaz
aktivitesi yaban turpundan izole edilmis peroksidaz
enzimi ve bir dier reaktan olan o-dianisidin substrati
onciluginde belirlendi (Flanjak v.d. 2016). Esasinda
yéntem, bal iceriginde mevcut bulunan glukoz-
oksidazin D-glukozu D-glukonolaktona
oksidasyonun olugsumunu ve ardindin da glukonik
asit ile hidrojen peroksite (H202) donisiminin
katalizini ihtiva eder. H202, ko-substrat olarak bilinen
o-dianisidin ile suya indirgenirken olusan renkli
arinin ortaya ¢ikardigi maksimum absorbans bir
spektrofotometre yardimiyla élglir.

Metot icin gerekli olan reaktif icerigi ilavesi izah
edildigi sekilde yapildi. Bunun igin; pH 6,1 100 mM
sodyum fosfat tamponu igerisinde ¢oziinen 2,14 mM
0,7 mL glukoz ¢ozeltisi, 1 mg/mL olarak etanolik
olarak hazirlanan 0,1 mL o-dianisidin, pH 6,1 100
mM sodyum fosfat tamponu igerisinde 60 U olarak
hazirlanan 0,1 mL yaban turpu peroksidazi ve 0,2
g/mL olan 0,1 mL bal ekstrakti karstiriidi. Bal
ekstrakti ilavesi ardindan reaksiyon karigsimi 30 dk.
37°C’deki su banyosunda inklbasyona birakildi.
Bekletiime suresi akabinde 1 M hidroklorik asit

¢Ozeltisinden 0,1 mL ilave edilerek reaksiyon sureci
sonlandirildi. Tum bal érneklemleri i¢in hazirlanan
kor cozeltisi icerigi ise reaktanlarin ilave sirasinin
son kademesinde farklilastirildi. Bunun igin 0,1 mL
ilave edilen bal ekstrakti, sonlandirma ¢dzeltisinin
ardindan ilave edildi. Gerek kor ¢ozeltilerin gerekse
ana reaktif karisimini igeren numune igeriklerinin
maksimum absorbansi1 400 nm’de 6lglildi (Shanghai
Mapada Instruments Co., China).

Bu Odlgimler neticesinde elde edilen absorbans
degerleri, 10-100 ymol/L olarak hazirlanan standart
H202 ile peroksidaz ve o-dianisidinin verdigi
sonuglarin ortaya ¢ikardigi kalibrasyon egrisi
yardimiyla pg H202/g bal.h’a dénusturdldi.

istatistiksel Analiz

Uygulanan analiz metodundaki sonuglara dair elde
edilen tim veriler, Ug¢ tekrarli olarak verildi.
istatistiksel analizler, SPSS Statistic 11.5 (IBM
SPSS Statistics, Armonk, New York, USA) programi
kullanilarak gerceklestirildi. Analiz edilen verilerin
nicel analizlerini desteklemek adina ortalama =
standart sapma ve minimum-maksimum verileri de
sunuldu. Belirlenen gruplar arasindaki istatistiki iligki,
Anova Post Hoc Tukey ile p <0,05 anlamlilik duzeyi
temel alinarak hesaplandi.

_BULGULAR
Invertaz Aktivitesi

Caligilan tim bal numunelerinin invertaz degerleri
Tablo 1'de detayh olarak verildi. Elde edilen deger
araliklari invertaz Unitesi agisindan 8,965-238,878
U/kg bal, invertaz numarasi agisindan 1,223-32,579
IN olarak bulundu. Mevcut sonuglarin ortaya
koydugu bilimsel dogrulama ham ballarin ticari
ballara nazaran en yuksek enzimatik degere sahip
olmasi olarak goruldu. Bu yuksek deger istatistiki
olarak da test edildi. Ham ballarin invertaz Unitesi ve
invertaz numarasi agisindan ticari ballarla olan
kiyasindaki istatistiki fark, anlamli diizeyde bulundu
(p<0,05). Boylelikle invertaz aktivitesinin ham bal igin
ayirt edici bir parametre oldugu test edilerek
vurgulandi.

Farkl yorelere ait iki adet monofloral kestane ve dort
adet multifloral gigek balinin olusturdugu ham bal
grubunun en dislk degeri (135,028 U/kg; 18,416 IN)
RH4 6rneklem kodu ile tanimlanan cicek balinda
gézlemlendi. llgili grubu olusturan bal tiirlerinin
ortaya cikardii ortalama sonuglarin ise sirasiyla
kestane bali igin 157,004 U/kg-21,413 IN, cicek bali
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icin 178,187 U/kg-24,302 IN oldugu gorildi. Ancak
grup igerisinde analiz edilen monofloral kestane ve
multifloral gicek balinin invertaz aktivitesi agisindan
istatistiki degerlendiriimesinde anlamli  bir fark
gorilmedi (p=0,610).

Calisma kapsaminda ikinci grup olarak adlandirilan
ve ticari bal etiketiyle satilan bal 6rneklemlerinin
olugturdugu grubun invertaz degerlikleri gerek grup
icerisindeki farkli bal tirine goére gerekse grubun
timind icine alan toplam sayisal verilere gore
degerlendirildi. Bu agidan irdelendiginde tim grubun
sahip oldugu invertaz deger araligi; 8,965-71,243
U/kg-1,223-9,716 IN olarak verildi. Ilgili 6rneklemler
icerisinde en yuksek enzimatik degere sahip olan
numune CH9 koduyla tanimlanan ¢am bali
numunesinin oldugu goéraldi. Mevcut grup igin
bahsedilen ikinci degerlendirme ise grup i¢indeki bal
tarlerinin sahip oldugu degerliklerini kiyaslama
olarak ortaya konuldu. Bu degerlendirmeye goére
farkli ticari markanin Griini olan alti adet gam bali ve
altt adet multifloral gicek bali konu edinildi. Cam
ballarinin sahip oldugu ortalama invertaz aktivitesi
degeri 47,680 U/kg-6,413 IN iken cigek ballarinin
degerleri 21,658 U/kg-2,954 IN olarak hesaplandi.
Ticari ballarin igerisindeki mevcut gruplarin
olusturdugu ve ¢am ballarinin daha yuksek verilere
sahip oldugu bu degerlendirme istatistiki olarak da
anlaml bulundu (p<0,05).

Glukoz-Oksidaz Aktivitesi

invertaz aktivitesindeki veri diizenlemesi glukoz-
oksidaz aktivitesinde de gegerli olup Tablo 1'de
calisilan tiUm bal tdrlerinin sonuglari detayli olarak
verildi. Elde edilen sonuglarin ifadesinin genel enzim
sonuglari icin kullanilan {nite ifadesinden farkl
oldugu bilinmekte olup konsantrasyon aralidi belli
standart kimyasalin (H202) referansinda gizilen
kalibrasyon egrisinden faydalanildigi igin ug H202/ g
bal.h olarak ifade edildi.
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Calisilan tim bal 6rneklerinin bazilarinda bu aktivite
tespit edilemezken tespit edilen degerler agisindan
en ylksek degerin 11,207+0,354 H202/ g bal.h ham
bal 6érneklem grubuna dahil olan cicek balinda
gbzlemlendi. Bu grup igerisinde invertaz aktivite
degerligi en dusuk olan RH4 kodlu bal numunesinin
glukoz-oksidaz aktivitesi adina tayin edilemedigi
gorildi. gl grupta cahsilan diger 5 bal
numunesindeki mevcut enzimatik degder araligi
0,159-11,207 H202/ g bal.h olarak hesaplandi. Ticari
bal o6rneklem grubunda ise tespit edilemeyen
aktiveye sahip numune sayisinin oldukga fazla
oldugu géruldu. Hatta gicek bali etiketiyle calismaya
dahil edilen alti adet bal érnedinden sadece birinde
(CH17:  0,197+0,021 H202/g bal.h) aktivite
gbzlemlendi. Yine calgilan alti adet ¢am bali
icerisinde dort adet numunenin glukoz-oksidaz
aktivitesine cevap verdigi, bu degerligin de
2,894+0,064 H202/g bal. h ile CH12 kodlu bala ait
oldugu gézlemlendi.

Tdm bu verilerin ortaya koydugu sonuglar,
istatistiksel ~ olarak da test edildi. Bu
degerlendirmelerde U¢ temel grup analizi istatistiki
veri setini olusturdu. Birinci analiz, genel analiz olup
glukoz-oksidaz agisindan ham ballarin ticari ballara
gore istatistiki kiyasini vermektedir. Birinci analizde
edinilen sonug, anlamlilk dizeyinde bulundu
(p<0,05) ve boylece ham ballarin ticari ballarla olan
tasnif ayriminda glukoz-oksidaz aktivitesinin de bir
belirteg olabilecegi test edildi. ikinci ve (igliincii analiz
ise grup i¢i analiz olup ham ballarin igerisindeki
monofloral kestane ballariyla multifloral gigek
ballarinin  kiyasini  (p=0,854) ve ticari ballarin
icerisinde bulunan multifloral gicek ballarinin ¢gam
ballariyla kiyasini (p=0,067) konu edindi. Grup
icerisindeki her iki istatistiki degerlendirmede fark
anlamhhk dizeyinde gorilmedi (p>0,05).

U. An D. — U. Bee J. 2020, 20 (1): 13-23



ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

Tablo 1. Analiz edilen ham ve ticari ballarin invertaz ve glukoz oksidaz sonuglari
Table 1. Results of invertase and glucose oxidase of the analyzed raw and commercial honeys

invertaz Unitesi Invertaz Numarasi  Glukoz-oksidaz

Nur_l_u!_ne i~ Invertase Unit  Invertase Number Glucose-oxidase
Numune Kodu Tard Bal Turu "
Sample Code Type of Type of Honey Mg H20/ g bal.h
Samples Hg H204/ g
U/kg* IN* honey.h*
Monofloral Kestane Ball/
RH 1 Monofloral Chestnut Honey 159,622+0,673 21,770+0,092 5,046+0,064
Monofloral Kestane Ball/
RH 2 Monofloral Chestnut Honey 154,386+1,571 21,056+0,214 3,978+0,096
Multifloral Cigek Ball/
RH 3 Ham Bal  Multifloral Blossom Honey = 201,987+2,020  27,548+0,275 11,207+0,354
Raw Honey Multifloral Cigek Bali/
RH 4 Multifloral Blossom Honey  135,028+2,693 18,416+0,367 T.E./N.D.
Multifloral Cigek Ball/
RH5 Multifloral Blossom Honey = 238,878+1,010 32,579+0,138 10,320+0,064
Multifloral Cigek Ball/
RH 6 Multifloral Blossom Honey ~ 136,853+2,356 18,665+0,321 0,159+0,032
Min.-Mak.
Min.-Max. 135,028-238,878 18,416-32,579 T.E./N.D.-11,207
Ortalama/Mean 171,113 23,339 5,118**
CH7 Cam Bali/Pine Honey 56,645+0,898 7,725+0,122 0,616+0,040
CHS8 Cam Bali/Pine Honey 34,590+1,346 4,178+0,184 T.E./N.D.
CH9 Cam Bali/Pine Honey 71,243+0,898 9,716+0,122 1,948+0,075
CH10 Cam Bali/Pine Honey 35,066+1,122 4,782+0,153 0,621+0,064
CH 11 Cam Bali/Pine Honey 29,830+0,898 4,068+0,122 T.E./N.D.
CH 12 Cam Bali/Pine Honey 58,708+0,673 8,007+0,092 2,894+0,064
Ticari Bal Multifloral Cigek Bali/
CH 13 Commercial Multifloral Blossom Honey  19,516+0,673 2,662+0,092 T.E./N.D.
Honey Multifloral Cigek Bali/
CH 14 Multifloral Blossom Honey  33,638+1,795 4,588+0,245 T.E./N.D.
Multifloral Cigek Ball/
CH 15 Multifloral Blossom Honey  15,946+0,337 2,175+0,046 T.E./N.D.
Multifloral Cigek Ball/
CH 16 Multifloral Blossom Honey  8,965+0,112 1,223+0,015 T.E./N.D.
Multifloral Cigek Ball/
CH 17 Multifloral Blossom Honey  17,612+1,571 2,402+0,214 0,197+0,021
Multifloral Cigek Ball/
CH 18 Multifloral Blossom Honey  34,273+0,449 4,674+0,061 T.E./N.D.
Min.-Mak.
Min-Max. 8,965-71,243 1,223-9,716 T.E./N.D.-2,894
Ortalama/Mean 34,669 4,683 0,523**

*Tum analizler g tekrarli yapildi, All results were performed in triplicate; T.E./N.D. Tespit edilemedi, Not Detected

**Glukoz-oksidaz igin ortalama degeri hesaplanirken tespit edilemeyen tum degerler sifir (0) kabul edilmistir. All not
detected values were accepted as zero (0) for the mean calculation of glucose-oxidase.
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TARTISMA

Dogal arunler, icerdikleri biyo-yararli bilesenler
sayesinde gecmisten giinUmuze daima tercih sebebi
olmustur. Ancak dogal Urin diye etiketlenen ve
tuketicilerle bulusturulan bu Grtnlerin ne denli bu
tanimlamay! hak ettikleri de Ozellikle son yillarda
tartisma konusu olarak goriimektedir.  Bilim
dinyasinda dogal drunlerin tanimini, tercih edilme
nedenini, daha az iglenmis UrUnlerin neden énemli
oldugunu vb. izah eden arastirma calismalarina
rastamak mimkindir. Ornegin  Roman  v.d.
(2017)in derleme c¢alismasinda bilimsel veri
tabanlarinda taranan dogal gida urind, tuketiciler,
tuketici algisi, tlketici kaygisi, tuketici tercihleri,
asgari dizeyde islenmis gidalar, organik gidalar gibi
terimleri igceren bilimsel calismalari belirli diglama
Olcitleri nispetinde arastirmis, binin Gzerinde guincel
calismanin varligini ispatlamigtir. 1950°li yillarda
Ozellikle geligsmis Ulkelerde uzun raf &mdarli Grinlerin
piyasaya surlUlmesinin ardindan bir diger tartisma
konusu da bilimsel literattrlerde yerini almistir. Bu
tartisma, asiri dizeyde islenmis gidalar ve sentetik
uranlerle karistirilan gidalarin getirdigi problemler
olarak gorilmektedir. Roininen v.d. (1999)nin
yurattdga dogal Urdn algisinda islenmemis veya
katki maddesi icermeyen gidalarin tiketiimesinin
o6nemini dikkate alan bir tutum 6élgedi calismasinda,
bu Urlnlerle genel saglik algisi arasinda gugla bir
istatistiki iliski bulmustur.

Mevcut calismamizda, tim numuneler adina her
birinin  dogal Grin olduguna inanilan ancak
bazilarinin daha az iglenmis Grin olmasi hasebiyle
insanlar tarafindan tercih ediime nedeni olabilecek
olan Turk ballari kullaniimigtir. Calisma kapsaminda
elde edilen invertaz degerlerinin Uluslararasi Bal
Komisyonun (IHC) balin isil islem gérmemesinin
kaniti ve tazeligi agisindan tavsiye ettigi IN210 ve
IU=73,45 (Bogdanov, 2009) oranlar nispetinde
kiyaslandidinda; ticari ballar digsinda ham bal etiketli
numunelerin bu élgim skalasina son derece uyumlu
bir korelasyon goésterdigi gortlmustir (Tablo 1).

Mevcut ¢calisma ile son derece uyumlu olan bir baska
calismada ayni amag¢ dahilinde problem tanimi
yapilmistir (Vorlov ve Piidal, 2002). Otuz yedi adet
dogrudan aricidan ve 17 adet ise marketten temin
edilen numunelerde invertaz, HMF ve diastaz
aktivitesi arastinimig, bulunan invertaz degerlerinin
diastaz ve HMF degerlerine gore balin tazeligi ortaya
koymasi agisindan daha duyarli bir dlgut oldugunu
vurgulamistir. llgili galismada dogrudan aricilardan
alinan ballar ham bal olarak nitelenmese de, taze
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ballar olarak nitelendiriimis ve market ballarindan
ayrit edilmistir. Otuz yedi taze balin; 13 tanesi gigek,
15 tanesi monofloral ve 9 tanesi de salgi bali
numunesidir.  Edinilen invertaz  degerliklerinin
ortalamalari sirasiyla ¢icek balinda; 12,12 IN,
monofloral balda; 17,46 IN ve salgi balinda; 18,22 IN
olarak bulmus olup bizim ¢alismamizla elde ettigimiz
degerin bu degerle uyum igerisinde oldugu
gérilmiistiir (Vorlov ve Piidal, 2002). ilgili galismanin
gb6stermis oldugu ikinci uyum ise market ballarinin
sonuglaridir. On yedi adet market balin invertaz
deger araligini 0,6-7,4 IN ve ortalama degerligini 3,1
IN olarak ifade edilmistir (Vorlov ve Piidal, 2002).
So6z konusu tazelik olgitliinin bir belirteci olmasi
hasebiyle atif yapilan bu calisma her ne kadar
sonuglarimizla uyum gdésterse de gerek ham bal
numunelerimiz  ve gerekse market Dballar
numunelerimiz bu ¢alismanin ortalama sonuglarina
gore Ustlnlik gostermistir (Tablo 1: RH 1-6 23,339
IN; CH 7-18 4,683 IN).

Elli adet taze ve 15 adet markali balin invertaz
aktivitesinin  arastinldigi  bagka bir  bilimsel
calismada; taze ballar i¢in invertaz degerleri 58,55-
81,9 IN iken markali ballarin deger araliginin 3,10-
9,66 IN olarak bulunmustur (Sajid v.d. 2019).
Arastirmacilar, markal ballara goére arastirdiklari
taze ballarin bu deger Ustunlagund ballarin tazelik
Olciti  olarak vurgulamig, 1sil ve depolama
etkinligine de vurgu yapilmigtir.

iigili enzimle termal etkinligin iligkili oldugunu ispat
eden bir diger calisma da italyan ballarinin konu
edindigi galismadir (Spano v.d. 2008). Calisma
kapsaminda kullanilan materyaller bal, polen ve bal
peteginin karisimindan elde edilen ve 100°C’lik
islem slrecine tabi tutulan yoéresel Urlnlerden
olusmaktadir. Dokuz tanesi marketten temin edilen
13 adet balli numune 6rnegdinde invertaz aktivitesi
Olgllmis ve deger aralklarn 0-1,2 U/kg olarak
bulunmustur. Arastirmacilar bu disik sonucun
100°C’lik 1sitmadan kaynakh oldugunu bildirmislerdir
(Spano v.d. 2008).

Literatir acisindan 6zellikle ham ballarin konu
edindigi ve glukoz oksidaz aktivitesinin arastirildigi
calismalar son  derece kisithdir. Mevcut
calismamizdaki glukoz oksidaz aktivitesi icin
kullanilan birimle ayni olan 45 balin arastirildig
calismada enzim aktivitesi 40,3-347,6 ug H202/g
bal.h olarak bulunmustur (Flanjak v.d. 2016). Flanjak
v.d. (2016)'nin sonuglarina uyum gosteren bir baska
caisma da Strelec v.d. (2018) tarafindan
gerceklestirimis olup 20 balin glukoz oksidaz
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sonuglarini  25,6-402,5 pg H202/g bal.h olarak
bulmustur. Refere edilen her iki calismadaki ylksek
degerler, ilgili calismamiz sonucu ile uyum
gbstermemis olmasinin nedeni, bir bagka bilimsel
calisma ile aciklanmaya calismistir. Bu ¢alismadaki
ifade; balda bulunan enzimlerin aktivitesi bal arisi
irklarina, yaslarina, koloninin durumuna, nektar
akisina ve c¢evresel kosullara goére farkhlik
gosterecedi seklindedir (Anklam 1998, Belay v.d.
2017).

Ancak calismamizda gorilen glukoz oksidaz
aktivitesindeki mevcut durum, ham ballarin
gOstermis oldugu goreceli GstinlUktdr (Tablo 1: RH
1-6 T.E.-11,207 yg H202/ g bal.h; CH 7-18 T.E.-
2,894 ug H202/ g bal.h). Glukoz oksidaz aktivitesinde
ham ballarin ticari ballara gére gbézlemlenen en
yuksek degerlerinin kiyasi agisindan (RH3/CH12;
11,207 pg H202/ g bal.h /2,894 pug H202/ g bal.h
=2,87) yaklasik 3 katlik UstinlUk, ballarin tazeligiyle
iliskilendirilmistir. Ancak yine de ayni grup icerisinde
tespit edilemeyen (RH4) ve disik (RH6) degerlerin
de olmasi raf Omudrleri icerisindeki olasi sicaklik
degisimlerinin bu aktivitenin kaybina neden olmus
olabilecedi seklinde yorumlanmigtir. Bu yorum,
depolama suresindeki sicaklik degisimlerinin glukoz
oksidaz aktivitesini tedrici olarak dusurdagunu
vurgulayan Dimin$ v.d. (2006)'nin degerleriyle
desteklenmektedir. Goéreceli bu olumsuz duruma
ragmen tim bu veriler 1s1ginda bazi ham ballarin
g6stermis oldugu yuksek glikoz oksidaz aktivitesinin
daha 6nce yapilan bilimsel ¢calismalarin da belirttigi
Uzere antimikrobiyal aktiviteyi de artirmasi
beklenmektedir (Li v.d. 2008, Mandal ve Mandal
2011). Bu itibarla refere edilen bu kanit, ham ballarin
ticari ballara gore terapotik etkenlere daha duyarligi
oldugunu ortaya koymaktadir.

ONERILER VE SONUG

Calisma kapsaminda edinilen sonuglara gére son
zamanlarda piyasada yerini almaya baslamis,
terminolojik olarak da ham bal olarak tanimlanan, isil
isleme ve ileri seri Uretim sUrecglerine maruz
kalmayan ballarin invertaz ve glukoz-oksidaz
degerleri muadilleri olan ticari ballara gore yuksektir.
Her iki enzimatik degerlendirmede elde edilen bu
yuksek sonuglar, istatistiki olarak da test edilmis
gerek invertaz gerekse guikoz-oksidaz aktivitesi
ham ballar igin ticari ballara goére aynt edici bir
parametre olarak gorilmustir (p<0,05). Ozellikle isil
isleme ve uzun sireli saklama kosullarina karsi son
derece duyarli olan bu enzimler, hizli bir sekilde
inaktif forma geger ve aktivitelerini tedrici olarak

kaybederler. invertazin oda sicakligindan 50°C’ye
kadar yavas; 50°C’nin lzerinde hizli aktivite kaybi
gbstermesi bu sdylemin bir dayanagidir (Dimins v.d.
2014; Vorlov ve Piidal 2002). Hatta Bogdanov
(2008)'gore 30°C’nin Uzerindeki sicakhk
degerlerinde invertaz  aktivitesinin  yarilanma
dmirleri hizl bir diisiis sergilemektedir. ilgili kaynak
invertazin yarilanma Omrinl; 30°C’de 83 gin,
40°C’de 9,6 giin, 50°C’de 1,3 giin, 60°C’de 4,7 saat
ve 70°Cde ise 47 dakika olarak belirtmigtir
(Bogdanov 2008). Dolayisiyla ballar 1sil isleme
maruz kalmasi bu enzimlerim yikimi igin gerekgeli bir
nedendir. Ozellikle Aimanya, Belgika ve ispanya’nin
aralarinda bulundugu bazi Avrupa Ulkelerini 6zellikle
invertaz degerlerini 1sil isleme ve uzun sdreli
saklama etkinligine karsin balin tazeliginin dlgutu
olarak kullanmakta iken (Bogdanov v.d. 2004) diger
Ulkelerin de bu dlgutd tartismasi olasidir.
Calismamizin istatistiki degerlendirmeli mevcut
sonuglarina goére ortaya konulabilecek dneri, gerek
invertaz ve gerekse glukoz oksidaz degerlerinin ham
bal numunelerinde gdstermis oldugu dereceli
Ustinlik ham ballar adina diger ballardan ayirt
edilebilecek bir analiz ve dolayl olarak bir kalite
parametresi  olarak  gorllebilecegidir.  Ayrica
yararlanilan kaynaklar g6z onlnde
bulunduruldugunda ilgili enzim aktivitelerinin raf
omri boyunca goreceli olarak sabit kalmasi adina
Isitmaya dair kullanilan islem tekniklerine dikkat
edilmelidir. Hatta ham bal o6zellikli ballarda ~12
saatten fazla silreyle ~45°C’nin  (zerindeki
sicakliklara cikilmamasi gerekmektedir. Aksi halde
enzimatik aktivitenin kaybi ile sonuglanacak olan bu
durumda, ham bal tanimi pastorize bal ile yer
degistirmelidir. Tiam bu bilgiler 1s1ginda, kalite
parametresi olarak gdérdigumuz bu degerler
nispetinde tiketicinin hangi Grind aldigini bilmesi
adina, piyasa sunulan ballarin tanimlarinin tam
olarak yapilmasi ve bala dair teblijlerde ham bal ve
pastorize bal tanimlarinin acikga belirtimesi
gerekmektedir. Ayrica mevcut c¢alismamiz, ilgili
enzimlerin kalite parametresinin sayisal degerlerini
tam olarak belirlenmesi adina ham ballarin konu
edinecedi daha genig 6rneklem grubuyla yapilacak
olan galismalara isik tutmasi agisindan 6nemlidir.

Beyanname

Calisma kapsaminda satin alimlarinda herhangi bir
kisittama olmayan market ballari ticari etiketli
numuneler olarak kullaniimis ve ilgili firma bilgileri
sakli tutulmustur. Elde edilen sonuglarda tanimlayici
ve reklama giren herhangi bir ifade kullaniimamistir.
Bu baglamda, ¢alismada ismi olan yazarlar, konuya

Uludag Aricilik Dergisi — Uludag Bee Journal 2020, 20 (1): 13-23 21



ARASTIRMA MAKALESIi / RESEARCH ARTICLE

ve calismanin timune dair herhangi bir ¢ikar
catismasi olmadidini beyan etmektedir.
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