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Tiirkiye Cografyasina Ait Cam Ballarinda
Antioksidan ve Antibakteriyel Potansiyelin
Aragtirilmas:

Investigation of Antioxidant Capacity and
Antimicrobial Potential of Pine Honey
from Turkey Geography

OZET Amag: Bu galismada Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden elde edilmis cam ballarinin antibakte-
riyel ve antioksidan potansiyeli aragtirilmigtir. Gereg ve Yontemler: Calismada, 14 adet gam bali
orneginin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium Enterococcus faecolis,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Staphylococcus epidermidis patojenlerine
kars1 anti mikrobiyal potansiyeli disk difiizyon teknigi ile belirlenmistir. Diger taraftan ¢am bali-
nin antioksidan ve fenolik madde miktar1 aragtirilmigtir. Bulgular: Bal ekstraklarinda total fenolik
diizeyi ortalama 163,98 + 20,01 mgGAE/100 g, total flavonoid 4,86+0,59 mgQE/100 g, antioksidan
aktivitesi ise 105,96 + 12,25 DPPH-scso mg/mL olarak belirlenmistir. Sonug: Elde edilen sonuglara
gore ¢am balinin antioksidan diizeyinin yiiksek oldugu saptanmistir ve galigma grubunda olan pa-
tojenlerin gelisimine kars1 inhibisyon etkisi gostermistir. Bu veriler 15181nda ¢am balinin terapétik
etkinlige sahip oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel ajanlar; antioksidanlar; apiterapi antiinflamasyon; bal;
flavonoidler

ABSTRACT Objective: To investigate the antibacterial and antioxidant potential of pine honeys
obtained from different regions of Turkey. Material and method: In this study, 14 pine honey sam-
ples were used obtained from different regions of Turkey. Antibacterial potential was determined
by disk diffusion technique was used. In order to investigate the antibacterial activity of pine honey,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium Enterococcus faecolis, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Staphylococcus epidermidis were used. On the other
hand, was measured total antioxidant activity, total flavonoid amount and phenolic concentration
in pine honey. Results: For the different dilutions of honey samples, it was observed that there was
no bacterial growth. It was measured that the total phenolic level was 163,98+20,01 mgGAE/100 g
honey, total flavonoid content was 4,86+0,59 mgQE/100 g honey and IC50 value measured for an-
tioxidant activity was 105,96+12,25 DPPH-scso mg/ml. Conclusion: It was determined that pine
honey have antioxidant activity and antibacterial potential. In the light of this data it is possible to
say that pine honey has a therapeutic effect.

Keywords: Anti-bacterial agents; antioxidants; apitherapy anti-inflammation; honey; flavonoids

inyanin her yerinde enfeksiyon hastaliklar: ile miicadelede anti-
bakteriyel ajan kullanimi ilk basamag: olugturmaktadir. Ancak, anti-
bakteriyel ilaglarin kullanilmasi ayni zamanda direncli patojenlerin
de ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir ki bu da kullanilan ilaglarin etkinli-
gini azaltmaktadir.!® Uygunsuz ve gereksiz kullanimlari sonucu geligen di-
reng nedeni ile etkilerini énemli oranda kaybetmis olan antibiyotikler,
giintimiizde biitiin insan ve hayvan sagligini tehdit edecek diizeyde ¢ok
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onemli bir sorun héline gelmigtir.>* Diinya Saglik
Orgﬁtﬁ; “Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Nontyphoidal Salmonella, Shigella species, Neisse-
ria gonorrhoeae” bakterilerinden en az birinin an-
tibiyotige olan direncine dair bilgi veren 114
iilkenin verileri temel alinarak yapilan incelemede,
antibiyotiklere karg1 bakterilerin direncinin artma-
sinin biiyiik bir kiiresel tehdit olusturdugu uyari-
sinda bulunmustur.> Ozellikle antibiyotiklere karg:
gelisen bu direncte Tiirkiye'nin ilk siralarda yer al-
masi iilkemizde ciddi bir saglik tehdidi olusturmak-
tadir.> ¢

Son yillarda diinyanin pek ¢ok tilkesinde has-
talikla miicadele konusunda alternatif yeni strate-
Bu
arastirmalarin ana hedefi, dogal kaynakl antibak-

jiler tzerinde c¢aligmalar yapilmaktadir.

teriyel iiriinlerle tedavi yontemlerinin olusturul-
masidir.”® Ozellikle bitkisel {iriinlerin kullaniminin
onemli bir alternatif yontem olabilecegi diisiincesi
yaygindir.’ Konu ile ilgili bilim insanlar1, kendi
iilke 6z kaynaklarindan yararlanarak bitkilerin
biyoaktif molekiiler kokenli formiilasyonlari tize-
rinde pek ¢ok yenilik¢i ¢alismalar yiiriitmektedir-
ler. Degisik bitkilerden elde edilen bilesenlerle
bakterilere kars1 yapilan in vitro ¢alismalar umut
vadeden sonuglar tiretmis ve bitkilerin bu bilesen-
lerinin patojenlerin kontroliinde etkin olarak kul-
lanilabilecegini gostermistir.”'® Tirkiye; farkl
cografi yapisi, iklimi, yaygin tibbi bitki cesitliligi,
endemik bitki zenginligi nedeni ile nontoksik bir
dogal iirtiniin elde edilmesi i¢in 6nemli potansiyele
sahiptir.!! Bu flora ile dogrudan iligkili 6nemli bir
kaynak ise ar1 tiriinleridir.”? Arlarin ¢icek nektarla-
rindan veya bitkiler iizerinde yasayan bazi canlila-
rin rettikleri salgilardan topladiklar1 ve enzimatik
olarak degisiklige ugratarak meydana getirdikleri bal,
besleyiciliginin yani sira insan ve hayvan saghginda
yuzyillardan beri kullanilan sifal bir driiniidir.* "
Bal; enfeksiyonlarin ¢abuk temizlenmesi, yaralardan
olii dokularin ve yabanci maddelerin ¢abuk uzaklag-
tirilmasi, inflamasyonun hizli baskilanmasi, yara ve
yara izinin hizli azalmasi, yeni damar olusumu,
doku graniilasyonu ve epitelyum gelismesinin uya-
rilmasini saglamaktadir.’'>1¢ Balin antibiyotige di-
rencli bakterilere kars1 gii¢lii in vitro aktivitesine
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sahip oldugu ve antibiyotik tedavisine yanit ver-
meyen kronik yara enfeksiyonlarinda antibakteri-
yel ajan olarak kullanildig: bildirilmistir.'® Balin bu
saglik etkisi botanik kaynagina bagh olarak degis-
mektedir.”” Dolayisiyla her balin antioksidan, an-
titiimor, antibakteriyel, antiviral aktivitesi bitki
kaynagina baghh olarak farklihk gostermekte-

dil’ 13,17,18

Cam bali, arilarin ¢igek nektar: yerine ¢cam
pamuklu (Marchalina hellenica) bécegin salgisini
kullanarak tirettigi bir baldir. Bu bécek sadece Ki-
zilcam, Karacam ve Halep ¢caminda yasamakta ve
¢amin 0z suyunu emerek beslenmektedir. Agac
iizerinde biraktigl salgi damlaciklar: arilar tara-
findan ¢am balina dontstiiriilmektedir.!>? Diin-
yada ¢am balinin %92’si Tirkiye’de, %8’i ise
Yunanistan’da iiretilmektedir.2>?! Ulkemize ve
yOremize ait bu {iriiniin 6zelliklerinin arastiril-
mast hem beslenme hem de saglik agisindan
6nem tagimaktadir.

Bu calismada, diinyada en biiyiik kaynagina
iilkemizin sahip oldugu ¢am balinin, antioksidan
kapasitesi ve bakteriyel patojenlere kars: antibak-
teriyel etkilerinin aragtirilmas: amaglanmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

Caligmada kullanilacak olan ¢am bali numuneleri
Akdeniz-Ege (Mugla-Marmaris-Aydin-Kusadas1)
Bolgeleri’nden toplam 14 6rnek olacak sekilde
toplanmigtir. Ballar 2014 yili hasat doneminde
aricilardan temin edilmigtir. Numuneler cam ka-
vanozlarda analiz edilene kadar 4°C’de muhafaza
edilmigtir.

ANTIBAKTERIYEL ANALIZ METODU

Calismanin ilk agamasinda, 96 kuyucuklu plaklar
100’er uL. Mueller-Hinton siv1 besi yeri ile doldu-
ruldu. Her bir bal 6rnegi i¢in ayr1 ayri, toplamda
14 adet plak hazirlandi. Bal 6rnekleri B kuyucugun-
dan baslayarak H’ye kadar seri diliisyon yontemiyle
dagitildi. A kuyucuklar {ireme kontrolii i¢in, H ku-
yucuklar ise sterilizasyon kontrolii i¢in ayrildi. E.
coli, S. aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus
faecolis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii ve Staphylococcus epidermidis bakteri-
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leri bir gece 6nceden pasajlandi. Pasajlanan bakte-
rilerden 0,5 McFarland bulanikliginda ¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢o6zeltiler 1/100 ora-
ninda seyreltildi. Seyreltilmis bakteri ¢6zeltisin-
den 100 pL H kuyucuklar hari¢ tiim kuyucuklara
dagitildi. Hazirlanan plaklar 37°C’de 24 saat in-
kiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda,

plaklar tiremenin varli1 veya yokluguna gére yo-
rumlandi (Sekil 1).!4

Antibakteriyel etkinligi 6l¢mek i¢cin metisiline
duyarli S. aureus [methicillin-sensitive S. aureus
(MSSA)], metisiline direngli S. aureus (MRSA), En-
terokok, E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa
bakterileri kullanildi. Bakteri stispansiyonlar1 0,5
McFarland yogunlugunda hazirlandi. Mueller-Hin-
ton agar iceren plaklar iizerine ekiivyonla yayild1.
Daha sonra 6 mm ¢apli bos antibiyotik diskleri ara-
larinda yaklagik 30 mm mesafe olacak sekilde besi
yerinin {izerine yerlestirildi ve %50 konsantras-
yondaki her bir bal 6rnegi ayr ayr1 kagit disklere
200 pL olarak pipetleyerek emdirildi. Yirmi dort
saat 37°C’de inkiibe edilen plaklar zon olusumu
acisindan incelenerek, zon caplar 6l¢iildii (Tablo
1).">22 Calismada kullanilan bakteri kiiltiir kaynak-

lar1 ise Ondokuzmayis Universitesi, Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali'ndan temin edilmis-
tir.

ANTIOKSIDAN ANALIZ METODU

Total antioksidan aktivitesinin hesaplanmasi, ha-
zirlanmig olan ekstrelerin indirekt metot kullani-
larak baldaki 1,1-diphenyl-2-picrylhy- drazyl
(DPPH) iizerindeki serbest radikal siipiiriicii etki-
lerine gore yapilmistir. DPPH radikal siiptirme ak-
tivitesi sonucunda ICs degerleri, mg/mL seklinde
degerlendirilecektir. Olgiim spektrofotometrede
520 nm’de modifiye edilmis, Meda ve ark. ile
Dimins ve ark.nin yontemine gore gerceklestiril-
mistir.2>® Antioksidant aktivitesi DPPH’ nin inhi-
basyon yiizdesi olarak ifade edilmis olup, asagida
belirtilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.

AA[%]=(Abs cont-Abs sample)/Abs contX100).

Total fenolik konsantrasyon diizeyi, Beretta ve
ark. tarafindan, modifiye edilen Folin-Ciocalteu
yontemine gore spektrofotometrede 750 nm’de
okunarak, toplam fenol miktar1 100 g ekstrede mg
gallik aside es deger olacak sekilde hesaplanmais-

tir 24,26,27

% antibakteriyel etkinlik vs bakteri cesidi
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SEKIL 1: 1/4 ve 1/8 dilisyonlarindaki ¢cam ballarinda antibakteriyel etkinlik yiizdesinin bakteri gesitlerine gore grafigi.

TABLO 1: Gam ballarinin % diliisyonda antibakteriyel zon ¢aplari.

Cam bal
Zon gaplar

Klebsiella
15,7+0,6

E.coli
14,0£1,2

Pseudomonas
15,0£0,7

MRSA
17,0£1,6

MSSA
18,5+0,5

Enterokok
16,7£1,7

MRSA: Metisiline direncli staphylococcus aureus, MSSA: Metisiline duyarli staphylococcus aureus.
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Total flavonoid analizinde ise Arvouet-Grand
ve ark. tarafindan adapte edilen Dowd metodu uy-
gulanmistir. Bu metodda 100 g balda mg bazinda
kuersetin [quercetin (QE/100 g)] konsantrasyon
temel alinarak hazirlanmis olan bal soliisyonlari,

spektrofotometrede 415 nm’de okunmustur.?

Calisma sonunda elde edilen veriler SPSS 2004
istatistiki paket programinda kullanilarak sonuglar
degerlendirildi.?”

I BULGULAR

1. Cam balin antibakteriyel etkinlik diizeyleri,

2. Cam balin antioksidan ve fenolik bilesikleri
analiz bulgular.

I TARTISMA

Diinya genelinde yanlis ve agir1 antibiyotik kulla-
nimi bakterilerin antibiyotik tedavilerine kars: di-
rencli hale gelmesine neden olmustur. Tirkiye, kisi
bagina giinlitk antibiyotik tiiketiminde 40 Avrupa
tilkesi arasinda birinci sirada yer almaktadir.*® Bu
durum ise olusan antibiyotik direncinin ciddi bir ka-
musal saglik tehdidi haline geldiginin gostergesidir.
Son yillarda hastalikla miicadelede dogal iiriinlerin
bir alternatif olabilecegi 6nemle iizerinde durulmaya
baslanmig bir konudur.?? Bu ¢ercevede yapmuis ol-
dugumuz ¢aligmada, cam balinin antibakteriyel po-
tansiyeli; E. coli, S. aureus, E. faecium, E. faecolis, P.
aeruginosa, A. baumannii, S. epidermidis bakterile-
rine kars1 inhibisyon etkisi gostermistir (Sekil 1). Bu
sonuglar, Mercan ve ark.nin ¢cam bali iizerinde yap-
tiklar ¢alisma ile paralellik gostermektedir (Tablo
1). Alnaimat ve ark.nin, Yunanistan ¢cam balinda
yaptiklar ¢aligmada, inhibisyon zon ¢apini E. coli,
Serratia marcescens, Lysinibacillus sphaericus, S.
epidermidis, Bacillus subtilis igin sirasiyla 17,0+1,0,
18,3+1,2, 16,3+1,5, 17,3+2,1, 20,3+1,2 (mm)+SS ola-
rak saptamiglardir.®® Amghalia ve ark. ise Malezya
ballarinin %20, %25 ve %30 bal konsantrasyonlu

Mueller-Hinton agarda MRSA ve MSSA’y1 inhibe
ettigini ortaya koymuslardir.3? Nassar ve ark.nin ¢a-
lismasinda, %12,5, %25 ve %50 konsantrasyondaki
dogal balin dis plagindan izole edilen Streptococcus
mutansn in vitro gelisimini 6nledigi bildirilmistir.®

Balin terapotik aktivitesini 6nemli dl¢tide et-
kileyen fenolik asitler ve flavonoidler, antibakteri-
yel ve antioksidan etki gostermeleri acisindan

onem tagimaktadirlar.3®

Bu bilesiklerin konsant-
rasyonu balin kaynagini teskil eden bitki florasina
bagl olarak farklilik gostermektedir.’® Bu calis-
mada, ¢am ballarinin total fenolik igerigi ortalama
163,98+20,01 mg GAE/kg olarak saptanmistir. En
diisiik deger 96,90, en yiiksek deger ise 285,60 ola-
rak bulunmustur (Tablo 2). Bu degerler, iiretilen
diger monofloral ballar ile kiyaslandiginda fenolik
icerigi acisindan kestane > cam > akasya > naren-
ciye> seklinde bir degerlendirme yapmak miim-
kiindiir (Tablo 3).2326273739 Caligma sonuglarimiz
diger iilkelerde cesitli ballarda yapilan aragtirma so-
nuglar ile karsilagtirildiginda, cam balina ait feno-
lik igeriginin yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo
3).2?7% Caligmada, flavonoid igerigi 1,24 ile 8,79
(QE/kg bal) arasinda degiskenlik gostermektedir ve
ortalama degeri 4,86+0,59 bulunmustur. Bu sonug-
lar cam bali ile yapilan diger arastirma verileri ile
kiyaslandiginda; Ozkok ve ark. ile benzerlik, Kiv-
rak ve ark. ile farkhilik gosterdigi saptanmigtir.*+2
Bu farkliligin bolgesel ve hasat donemine bagh
farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniil-
mektedir. Caligma sonuglarimiz, diger monofloral
ballar ile kiyaslandiginda flavonoid igeriginin cam>
kestane> akasya> aycicegi> narenciye seklinde bir
degere sahip oldugu gortinmektedir.?”?® Diger ul-
kelerde yapilan aragtirma sonuglari ile karsilagtiril-
diginda ise tiirler aras1 ve bolgesel farkliliga bagh
degiskenlik gostermektedir (Tablo 3).24

Calismada total antioksidan aktivitesinin hesap-
lanmasi, balin DPPH {izerinde serbest radikal siipii-

TABLO 2: Gam ballarinda antioksidan, toplam fenolik asit ve flavonoid diizeyleri.

Ornekler Total flavonoid (mgQE/kg) (min-max)
Gam bali 4,86+0,59 1,24-8,79

Total fenolik mgGAE/kg)
163,98+20,01

(min-max)
285,60-96,90

Antioksidan, DPPH-scg, (mg/ml) (min-max)
105,96+12,25 199,03-39,14
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TABLO 3: Degisik ilkelere ait bal érneklerinde fenolik, flavonoid icerii ve antioksidan diizeyleri.
Total fenol igerigi Flavonoid Antioksidan

Balin kaynag (mg/GAE/100 g) (mg/QE/100 g) DPPH-IC5, mg/mL Referans
Polanya (akasya) 32,5-40,6 25,6-35,9 Wilezynska, (2010)
Slovenya (akasya) 44,8+14,8 (mg/GAE/kg) 53,8+8,5 Bertoncelj ve ark., (2007)
italya (kestane) 211,245,5 (mg/GAE/kg) 7,9+0,04 Beretta ve ark., {2005)
Slovenya (kestane) 199,9+34,1 (mg/GAE/kg) 10,0¢1,8 Bertoncelj ve ark., (2007)
Turkiye {narenciye) 113,8+4,3 1,601 152,7+5,0 Deniz, {2016)
Brezilya (narenciye) 40,36+7,6 0,17£0,15 15,2+10,8 Lianda ve ark., (2012)
Giliney Afrika (multifloral) 74,38+20,54 2,57+2,09 Meda ve ark., (2005)
Tiirkiye (aysicedi) 127,3+13,5 1,80,1 167,3:9,7 Deniz, (2016)

riicli etkilerine gore yapilmigtir. Buna gére, antioksi-
dan aktivitesi cam ballarinda ortalama 105,96+12,25
DPPH (mg/mL) olarak saptanmistir (Tablo 2). Ca-
lisma bulgulari, cam ballarinin pek ¢ok flora kayna-
gina kiyasla daha yiiksek radikal siipiiriicii etkiye
sahip oldugunu gostermektedir (Tablo 3).26:27:37.3844

0 SONUC

Calismada elde edilen sonuglar cam balinin E. coli,
S. aureus, E. faecium, E. faecolis, P. aeruginosa, A.
baumannii, S. epidermidis bakterilerine karg: inhi-
bisyon etkisi gosterdigini, yiiksek fenolik ve flavo-
noid igerigi ve radikal siipiiriicii etkinligi ile
potansiyel terapétik etkiye sahip oldugunu goster-
mektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢aligma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-

dan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, t1bbi alet,

gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya tireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde,
calisma ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebilecek maddi

ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamugtir.

Cikar Catismasi

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢ikar catigmasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.
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