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OZET

Ormangiilii bali, iilkemiz cografyasinda ézellikle Karadeniz Bélgesi kiy1 kesimlerinde yayilim gésteren Rhododendron bitki
tiirlerinin kaynaklik ettigi ballardir. Halk arasinda deli bal olarak da bilinen bu bal, iceriginde grayanotoksinler (GTX)
denilen olduk¢a aktif toksinleri barindirir ve tiiketimi bircok toksikolojik semptoma sebep olabilir. Toksik etki en ¢ok
hipotansiyon ve bradikardi semptomlariyla kendini gdstermektedir. Ancak bu ballarin iceriginde sekonder metabolitlerin
6nemli ajanlart olan fenolik bilesenlerin de bulundugu bilinmektedir. Fenolik bilesenler ézellikle antioksidan ve
antimikrobiyal gibi etkilerden sorumlu biyolojik molekiillerdir. Mevcut bu ¢alisma, Karadeniz Bélgesi'nin bazi illerinden
temin edilen ormangiilii ballarindaki fenolik bilesenleri teshis etmek amaciyla tasarlanmistir. Bu amag dogrultusunda RP-
HPLC-DAD ile 17 fenolik bilesenin kalitatif ve kantitatif analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucuna gore tiim bal
orneklerinde p-OH benzoik asit bilesenine (2,351-18,992 ug/g numune) rastlanmis olup kullanilan standartlar nispetinde
major bilesen olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ormangiilii Bal;; RP-HPLC-DAD; Fenolik Bilesen; p-OH Benzoik Asit

Composition of Phenolic Compounds of Some Rhododendron Honeys

ABSTRACT

Rhododendron honey produced from the Rhododendron flowers, especially is range in the coastal areas of the Black Sea
Region. It is known as a mad honey in public and local people. It contains highly active toxins, which are called
grayanotoxins (GTXs), and they can cause a wide spectrum of toxication symptoms. The toxic effect is most evident by the
symptoms of hypotension and bradycardia. However, it is known that these honeys contain phenolic compounds, which are
important agents of secondary metabolites. Phenolic compounds are especially biologically responsible compounds such as
antioxidants and antimicrobials. In this present study, it was designed to identify phenolic compounds in the rhododendron
honeys provided from the different cities of Black Sea Region. For this purpose, qualitative and quantitative analysis of 17
phenolic compounds was performed by RP-HPLC-DAD. According to the current analysis result, in all honey samples, the p-
OH benzoic acid (2,351-18,992 ug (Phenolic Component)/g sample) was determined and evaluated as the major
component according to the existing standards.
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1. Giris

Ormangiilii bali, yiiksek oranda grayanotoksin
iceren Sapindaceae familyasi ve Ericaceae familyasinin
Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum
tirlerinin nektarinin bal arilar1 tarafindan toplanmasi,
dehidre edilip, olgunlagmasi sonucu olusturulan dogal bir
tiriindiir (Sahin, 2014). Bu bal, amber renginde ve berrak
goriiniimlii olup kendine has tadi kokusu olan ve kolay
kristallenmeyen bir besindir. Bu bal iilkemizde, halk
arasinda deli bal, tutar bal veya aci bal olarak bilinir
1969; 1992).
caligmalarda ormangiilii balinin nem, kiil, seker, mineral

yoniinden diger ballardan farkl

bildirilmektedir (Silici vd., 2010). Ayrica bu balin yiiksek

(Pamir, Kurtoglu Yapilan  bilimsel

madde olmadigi
fenolik madde igerigine sahip oldugu ve bundan dolay1
yiiksek antioksidan, antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
da bildirilmektedir (Can vd., 2015; Silici vd., 2010).
Dolayisiyla bu bal her ne kadar toksik etkiye sahip ajanlar
barindirsa da o6te yandan azimsanmayacak derecede
biyoaktif 6zellige de sahip oldugu vurgulanmaktadir (Silici
vd., 2010). Biyoaktivite dogal iiriinlerin etkinlik derecesini
daha da artirmakta ve Ozellikle tamamlayict tip
aragtirmalarima yon vermektedir. Apiterapi, tamamlayici
tip tedavilerinin bir kolu olmakla birlikte ar1 triinleri ile
yapilan tedavi yontemlerine verilen genel bir isim olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Basta bal olmak iizere ar1 iiriinleri
gecmisten giiniimiize degin halk arasinda bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Geleneksel bu kullanim tarzi
bilim diinyasmin ilgisi ¢ekmis, ar1 liriinleri ve de 6zellikle
bal, bilimsel aragtirmalar i¢in Onemli bir parametre
olmustur. Gergeklestirilen preklinik ve klinik c¢aligmalar
ozellikle caligmaya konu olan bu balin ¢ok c¢esitli etkilerini
ortaya koymustur. Ornegin, ormangiilii balinimn erkek
sicanlarda Dbelirgin bir sekilde testosteron seviyesini
artirdigini, diisiik doz (1 g/kg/bw) ormangiilii ballarinin,
sicanlarin bobrek fonksiyonlar1 iizerine olumsuz akut etki
olusturmadigini, ormangiilii balinin viicutta bazi metabolik
rahatsizliklart meydana getiren bazi enzimlerin (lireaz,
ksantin oksidaz,

hyaluronidaz) inhibisiyonunu

gerceklestirdigini literatiir g¢alismalar1 desteklemektedir
(Tatli vd., 2016; Silici vd., 2016; Sahin, 2016).

2. Yapilan Cahsmalar
2.1. Bal Numuneleri

Mevcut  calismayr  gerceklestirmek  adina
Karadeniz Bolgesi'nden 6 farkli ilden numune
toplanmistir. Toplanan numunelerde mellisopalinolojik
testler yapilmig ve boOylece numuneler monofloral

Rhododendron (ormangiiliti) bali olarak etkilenmistir
(Louveaux vd., 1978). Calisilan tiim ballarin polen sayim
sonucuna gore bala kaynak olusturan ormangiilii bitki
poleninin oranlar1 %45 veya flizerinde oldugu gorildii.
Calisma kodlarinda Ormangiilii tanimlayici1 kelimesinden
(OG) tiiretilmis ve numaralandirma rastgele verilmistir.
Buna gére numuneler; OGy, Bartin; OG,, Trabzon; OG;
0OGy, 0OGs, OGeg,

etiketiyle etiketlenerek ilgili illerden temin edilmistir.

Giresun; Kastamonu; Artvin; Rize

2.2. Cihaz ve Kimyasallar

RP-HPLC-DAD (diot taramali detektor ile

donanimli ters faz-yiiksek performanslhi S1v1

kromatografisi) analizleri Thermo Scientific Dionex
Ultimate™ 3000 sistem (Thermo Scientific, Bremen,

Germany) ile yapildi.

Gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit,
katesin, klorojenik asit, vanilik asit, kaffeik asit, siringik
asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, o-
kumarik asit, myrisetin, fisetin, kuersetin, apigenin, ve i¢
standart ((“Internal Standard”-IS)) -propilparaben Sigma-
Aldrich Chemie (Munich, Germany) firmasindan temin

edilmistir.
2.3. Numune Ekstraksiyonu

Fenolik bilesen analizi i¢in ballarin metanolik
ekstraktlar1 hazirlandi, mevcut olas1 kati partikiillerden,

safsizliklardan kurtulma ve ileri homojenlik saglama adina
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coOzeltiler mavi bant silizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii.

Ekstrakt c¢oziiclisii  600C’deki doner buharlagtiricida

uzaklastirildi ve kalmti 10 mL saf suda ¢oziildii.
Tamamiyla suda ¢oziinen bu kalintilar, SPE kartustan
vakum altinda gecirilerek fenolikge zenginlestirilme
islemine gidildi. Bu baglamda kartuslar oncelikle ikiser
tekrarli olmak tizere 3 mL’lik metanolle sartlandirildi
ardindan yine ikiser tekrarli 3 mL saf suyla yikandi.
Fenolik bilesence zengin olan SPE kartuslan {i¢ tekrarli
olmak tizere 3 mL metanolle eliie edildi. Eliisyon islemi
sonunda elde edilen ekstraktlar evoparatdr balonlar1 alindi
ve ¢oOziicileri 60 oC’deki doner buharlastiricida
uzaklastirildi. Son asamada 2 mL metanolle ¢o6ziilen
ekstraklarda RP-HPLC-DAD ile fenolik bilesen analizleri

yapildi.
2.4.  RP-HPLC-DAD ile Fenolik Bilesen Analizi

Kromatografik Thermo  Scientific™
Hypersil™ ODS C18 HPLC (250 mm % 4.6 mm x 5 um)

analitik kolon (Thermo Scientific, USA), 30°C sicaklik

ayrim,

sartryla, hacimce suda %2 asetik asit igeren (A) ve yine
hacimce suda %70 asetonitril igeren (B) mobil fazinin
degisken yiizdelerinin 1,2 mL/dk akis hiziyla
gergeklestirildi. Tiim analiz boyunca mobil fazin degisken
yiizdeleri baslangi¢ durumundaki %95°lik A ile baslayip
30 dakikada aymi rezervuarin %20’lik orana inisi ile

tamamland1 (Sahin, 2014).

Benzoik  asit  tiirevlerinden;  gallik  asit,
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringik
asit, flavanollardan; katesin, epikatesin ve hidroksinamik
asit liyesi olan o-kumarik asit 280 nm’de, sinamik asit
tiirevlerinden; klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit ve flavonollardan; rutin, myrisetin, fisetin,
kuersetin, apigenin 315 nm’de analiz edildi. Ayrica 280
nm’de normal kalibrasyon metodu onciiliigiinde propil

paraben i¢ standart (IS) olarak kullanildi. Caligilan her bir

standardin konsantrasyonuna karsi, olusan pik alanlar i¢
standardin pik alanina bdliiniip hesaplanan oran iizerinden

kalibrasyon egrileri elde edildi.

3. Sonug¢

Bal, bal aris1 (Apis mellifera L.) tarafindan

uretilen, geg¢mis ¢aglardan glinimiize degin siklikla
kullanilan son derece etkin bir besin kaynagidir. Bu besin
kaynagi, tamamlayict tip tedavilerine de esin kaynagi
olmustur. Gastrit, iilser, yaralar, yanik, yatak yaralari,
diyabet ve istahsizlik gibi bircok hastaligin tedavisinde 6n
plana cikmaktadir (Jeddar vd., 1985; Kandil vd., 1987;
Allen vd., 1991; Al-Waili, 2004; Larson-Meyer vd., 2010).
Bu yararli besin maddesinin kimyasal icerigi bitki florasi,
iklim, yiikselti, ¢cevresel faktdr gibi birgok faktérden
etkilenmektedir  (Sahin, 2016). Degisim gdsteren
icerigindeki biyoaktif maddeler, mevcut dogal iirline ¢esitli
alanlarda iistiinliik saglamigtir. Antioksidan,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikarsinojenik, antiviral
bu metobolik {istiinliklerin sadece birka¢i olarak
literatiirde yerini almigtir (Ruiz-Ruiz vd., 2017; Rani vd.,

2017; Ahmed ve Othman, 2013; Pasupuleti vd., 2017)

Bahsi gecen metabolik istiinliiklerin  sorumlu
ajanlar1 olarak bilinen en genis sif fenolik bilesenler
smifidir. Fenolik bilesenleri basit manada iki alt grupta
derlemek  miimkiindiir. fenolik
flavonidlerdir (Can vd., 2015). Metabolik faaliyette ¢ok
bilesikler,

metabolizmalar1 tarafindan iretilen reaktif oksijen ve

Bunlar; asitler ve

onemli yer tutan bu normal  hiicre
nitrojen tiirleri (ROS ve RNS) kaynakli serbest radikallere
kars1 savagmaktadir (Miniati, 2007). Cogunlukla dogal
iiriin ve mikroorganizma kaynakli bu yararli bilesenlerin
ekstraksiyonu ve izolasyonu miimkiindiir (Sahin, 2014).
Cok cesitli analitik tekniklerle bu bilesenleri toplam ya da
teker teker analiz etmek gelisen teknoloji ile son derece
Bu analiz c¢esidinden en bilineni

kolaydir. yiiksek



performansli likit kromatografi (HPLC) yontemidir. Cok
diisiik hacimli ve yiiksek basingl hareketli faz ile analite

uygun alikonma siirelerini  farklhilagtiran sabit faz

(genellikle C8,18 gibi silika dolgu maddelerinin ¢esitli

fonksiyonel gruplara sahip  kolonlar)  numunenin

seperasyonu yonteminin temel esasint olusturmaktadir.
Seperasyon sonucundaki elde edilen spesifik bilesenler
detektorlere gelerek cesitli dalga boylarinda absorbans
siddeti gostermektedir.

Cizelge 1. RP-HPLC-DAD ile bal 6rneklemleri fenolik bilesen sonuglari

Standartlar

Numune Kodlar

ng (Fenolik Bilesen)/ g numune

0G; 0G, 0G; 0G, 0OGs 0OGg
1 Gallik Asit 0,032 0,123 0,007 0,071 0,102 0,233
2 Protokatekuik Asit TE® 1,500 4,201 TE® 1,841 0,242
3 p-OH Benzoik Asit 9,062 11,731 18,992 10,751 12,690 2,351
4 Katesin TE? TE? TE? TE? TE? TE?
5 Klorojenik Asit TE? TE? TE? TE? TE? TE?
6 Vanilik Asit 0,304 TE® 1,230 1,411 2,641 TE®
7 Kaffeik Asit 4,341 5,971 3,904 4,190 1,874 0,304
8 Siringik Asit TE® TE® TE? TE® TE® TE®
9 Epikategin TE® TE® TE? TE® TE® TE®
10  p-kumarik Asit 3,991 5,482 3,903 4,843 6,422 3,081
11 Ferulik Asit 0,895 2,614 0,272 0,454 2,413 0,880
12 Rutin TE? TE? TE? TE? TE? TE?
13 o-kumarik Asit TE? TE? TE? TE? TE®? TE?
14 Myrisetin TE® TE? TE? TE® TE® TE®
15  Fisetin TE® TE? TE? TE® TE® TE®
16  Kuersetin TE® 3,482 TE? 3,253 4,294 3,510
17 Apigenin TE® 0,613 TE? TE® 0,443 TE®
a: Tespit edilemedi
figili  calismada 17  fenolik  bilesenle Manuja vd. (2013)’nin derlemesinde p-OH benzoik

gergeklestirilen bal 6rneklemlerinin analizlerinde genel
manasiyla farkli oranlarda 9 adet fenolik bilesene
rastlanildi. Geriye kalan 8 fenolik bilesen ise ya tayin
smiriin altinda olmasi ya da herhangi bir dedeksiyon
sinyali alinamamasindan 6tiirii gézlemlenemedi (Cizelge
1). Orneklem grubunda ortak gozlemlenen ve major
bilegen olarak tanimlanan p-OH benzoik asit 2,351-

18,992 pg/g numune deger aralign ile tayin edildi.

asidin metabolik bir¢ok iistlinliigii 6n plana ¢ikartilmustir.
Oksana vd. (2012)’nin
bu fenolik

maddenin Gram(+) ve Gram(-) bakterilerine karsi yani

Bu derleme c¢alismasi,

calismasiyla desteklenmis nihayetinde

antibakteriyel 6zellige sahip oldugu sonucuna varilmustir.

zamanda bu bilesenin antifungal, antialgal,

Ayni
antimutagenik, antisikling ve Ostrojenik aktiviteye sahip

oldugu da bildirilmistir (Oksana vd., 2012; Manuja vd.,
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2013). Bu kiymetli bilesigin, serebral iskemi ve
reperfiizyon sirasinda hidroksil radikal olusumunu

incelemek i¢in sikistirici ajan olarak ve ayrica ilaglar,

ISSN: 2146-2720

kozmetik iriinler, ilaglar, yiyecek ve igeceklerde
koruyucu olarak kullanildig1 bilgisi de literatiire
kazandirilmigtir (Oksana vd., 2012; Manuja vd., 2013).
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Sekil 1. OGs nolu bali 6rnekleminin RP-HPLC-DAD analizi. 1, Gallik Asit; 2, Protokokatekuik asit; 3, p-OH
Benziok Asit; 6, Vanilik Asit; 7, Kaffeik Asit; 10, p-Kumarik Asit; 11, Ferulik Asit; 16, Kuersetin; 17, Apigenin; IS, I¢

Standart

Mevcut calismamizda, p-OH benzoik asidin
yaninda gallik asit 0,032-0,233 pg/g numune; kaffeik asit
0,304-5,971 ug/g numune; p-kumarik asit 3,081-6,422
png/g numune ve ferulik asit 0,272-2,614 pg/g numune
araliginda tayin edildi. Bilesen zenginligi agisindan
numuneler irdelendiginde; OG5 etiket koduyla
isimlendirilen bal numunesi igeriginde barmdirdigi 9
fenolik bilesen One ¢iktigr goriildii (Sekil 1). Aym
zamanda OGS nolu bal, tespit edilen fenolik bilesenlerin
toplam madde miktar1 (32,720 pg/g numune) agisindan

oncii oldugu sonucuna varildi (Cizelge 1).

Silici vd. (2014) Rhododendron ballarinda

fenolik bilesen analiz yapmis ve kumarik asitleri major

bilesenler olarak tespit etmistir. Yine ayni g¢alismada
gallik asidin ve ferulik asidin tiim numunelerde ortak
gozlemlenen fenolik bilesen olarak belirtmistir. Mevcut
calismada major bilesen olan p-OH benzoik ve p-
kumarik asitlerin yan1 sira gallik asit, kaffeik asit ve

ferulik asit ortak fenolik bilesen olarak tespit edildi.

Sonug olarak, ¢aligilan ve analiz edilen bu ballar
her ne kadar andromedotoksinlerin iiyeleri olan
grayanotoksinlerden izoformlarindan dolay: toksik etkiyi
barindirsa da iceriginde bulunan yararl
biyokomponentler sayesinde de olduk¢a kiymetli
iiriinlerdir. Elbette letal dozun iizerindeki tiiketimler

zehirlenme semptomlar: gosterse de mevcut bu balin



farkli 6zellikler barindig1 gercegini gizleyemez. ilerleyen
caligmalarda  ballarin  igeriginde bulunan  farkli
izorformlu grayanotoksinlerin izolasyonla farmakolojik
etkilerini 6n plana c¢ikarilmali bodylece bu ballan
tamamlayict  tibbin  merkezine alinmasi  yoluna
gidilmelidir. Zira Rasgele ve Kekecoglu (2014) ve Sahin
vd. (2015) bu bali tibb1 menseili bal olarak tanimlamuistir.

4, Tesekkiir

Mevcut c¢alisma, basyazarn yirittigi (H.
Sahin) ve 2014 senesinde Karadeniz Teknik Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisiine sundugu Orman Giilii Bali ve
Bitkisindeki Grayanotoksin-l1l (GTX-III) izoformunun
LC-MS/MS ile Analizi bashkli teziyle desteklenmistir.
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