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Derleme --

OZET
Makale Tarihgesi: [zotopik analiz uygulamalarinin temeli karbon, hidrojen ve oksijen atomlarmnin
Szgalti‘;li’ﬁ}_; Iézssllnr:l %(())22(()) izotop oranlarmin tespitine dayanir. Bitkilerde izotop atom dagiliminin tespitinde
Online Yayl-nlanma: 15 Aralik 2020 yararlanilan en 6nemli faktor bitkinin hangi fotosentez sistemine dahil oldugu ile

ilgilidir. Fotosentez sistemi siniflandirmasina goére bitkiler C3, C4 ve CAM
bitkileri olarak gruplandirilmaktadir. Bitkilerin  karbon metabolizmalarinin

ggf:tﬁmg'l'gﬂe“ belirlenmesinde 8°*C (3C/*2C ) degeri standart deger olarak kabul edilir. :3C
OtantFi)ink degerleri C3, C4 ve CAM bitkileri arasinda farklilik gosterir ve bu farkliliktan yola
Bal ¢ikarak bir gidanin gercekligi/otantikligi veya bir gidaya baska bir gruptan gida ya
IRMS da bilesen katilip katilmadigi tespit edilebilmektedir. Bal da izotopik analiz
géfgl&er uygulamalari ile gergekligi belirlenebilen gidalardan biridir. Arilar bal iiretiminde

cogunlukla C3 fotosentez sistemine dahil olan bitkilerin 6zlerini kullanmaktadir.
Hileli bal yapiminda ise seker kamisi ve musir gibi C4 fotosentez sistemini
kullanan bitkiler kullanilmaktadir. Seker pancari sekeri ilavesi ile yapilan sahte
ballarin belirlenmesinde baldan protein ekstrakte edilir ve 8'*C degeri belirlenerek
bu deger hakiki balin §'°C degeri ile karsilastirilir. Kabul edilen uluslararasi limite
gore, karsilagtirilan ballarin 8'3C degerleri arasindaki fark %o1’den farkli
olmamalidir. Bu derleme makalesinde izotopik analizler hakkinda bilgi verilerek
bu yontemlerin baldaki uygulamalar ile hileli ve gercek balin tespiti iizerine
katkisinin a¢iklanmasi amaglanmuistir.

Isotopic Analysis Applications in Honey Adulteration Detection

Reviews ABSTRACT

Avrticle History: The basis of isotopic analysis applications is based on the determination of the
iiigg’ég‘_ o ’,:‘lg‘\’/gmee; %g%g isotope ratios of carbon, hydrogen and oxygen atoms. The most important factor
Published online: 15 December 2020 used in determining the isotope atom distribution in plants is related to which

photosynthesis system the plant is involved in. Plants are grouped as C3, C4 and
CAM plants according to the photosynthesis system classification. §'3C (**C / 12C)

Eﬁ%;"j@ygis value is accepted as a standard in determining the carbon metabolism of plants.
Authenticity There is a difference between the 51°C values of C3, C4 and CAM plants. Utilizing
Honey this distinction, addition a food or food component from another group participates
'CF;'\gfgar in a food, or the authenticity of food can be determined. Honey is one of the foods
1Be/2C whose authenticity can be determined by isotopic analysis applications. Honey

bees usually use C3 plant extracts in honey production. In the production of
adulterated honey, C4 plants such as sugarcane and corn are used. Detection of
adulterated honey which made with sugar beet sugar added, protein extracted from
the honey to detect 5*3C value and this value is compared with the value of pure
honey 8*3C. According to the accepted international limit, the difference between
the 8'3C values of the compared honeys should not differ from %o 1. In this review
article, it is aimed to explain the application of these methods in honey and their
contribution to the detection of adulturated honey by giving information about
isotopic analysis.
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1. Giris

Bal; bitki nektarlarmin, bitkilerin  canli
kisimlarinin  salgilarinin  veya bitkilerin canli
kisimlar1 iizerinde yasayan bitki emici bdceklerin
salgilarinin bal aris1 tarafindan toplandiktan sonra
kendine 6zgii maddelerle birlestirerek degisiklige
ugrattigl, su icerigini disiirdiigi ve petekte
depolayarak olgunlastirdigi dogal iirlin olarak
tanimlanmaktadir [1]. Diinyanin hemen her
iilkesinde yirmi milyon yildir iiretilen balin Gida
Tarim Orgiitii  (FAO) tarafindan diizenlenen
iilkelere gore iiretim istatistiginde, Cin’den sonra
2. sirada 103,525 ton bal iretimi ile Tirkiye yer
almaktadir [2]. Bal, tek bir nektar kaynagindan
elde ediliyorsa monofloral, farkli nektarlarin
karigimindan olusuyorsa polifloral olmak tizere iki
ayri smfa ayrilmaktadir [3]. Balin kimyasal
bilesimi ve 6zellikleri hem botanik hem de cografi
orijinine bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Botanik orijin balin elde edildigi kaynagi
gostermekte iken cografi orijin ise balin tiretildigi
mengeini yani cografi alan1 belirtmektedir.

Arilarin bal yaparken yararlandigi bitkiler bolge
ve iklim kosullarina goére degisim gosterdiginden
balin kimyasal bilesimi de degisim
gostermektedir. Balin kimyasal igerigi yaklagik
%80 seker, %17 su, %3 ise enzimler ve mineral,
vitamin, organik asitler, aminoasitler ve aroma
maddeleri vb. gibi bilesiklerden olugsmaktadir [4].

Bal besin degeri agisindan en degerli ve ylizyillar
boyunca {iretilen en eski gidalardan biridir. Balin
gida, ilag ve dini torenlerde kullanimi ¢ok eski
medeniyetlere kadar dayanmaktadir. Balda kalite
arttikca fiyat oldukca artmakta bu da kaliteli
ballara daha disiik kalitede ballarin karistiriimasi
ve kaliteli olanin adi ile pazarlanmasi seklinde
hileli bal iiretiminin yaygin olarak yapilmasini
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu sekilde hem tiiketiciler
aldatilmakta hem de haksiz kazanca neden
olunmaktadir.

2. Balda Yapilan Yaygin Hileler

Balda direkt, indirekt ve karisim olmak iizere
baslica 3 tipte hile yapilmaktadir. Direkt ve
indirekt tipte hilelerin yapilmasinda kullanilan
tagsis maddeleri ikiye ayrilmaktadir. Birinci grup;
nisasta surubu (yiliksek fruktozlu misir surubu,
misir surubu, seker kamist surubu, piring surubu,

manyok nisastasindan elde edilen surup), invert
surup (seker kamisi surubu ve seker pancari
surubu) ve digerleri (yliksek fruktozlu iniilin
surubu) olarak ayrilirken ikinci grupta ise yiiksek
fruktozlu musir surubu, sakaroz surubu ve ar
beslemede kullanilan surup yer almaktadir. Pahali
ballarin ucuz ballarla karigtirilmas1 (6rnegin
akasya bali ile kolza balinin, Melipona fovasa
balaris1 ile Apis mellifera balarist ballarinin
karsilastirilmasi) ise karisgim seklinde yapilan
tagsis smifin1 olusturmaktadir. Bunlar igerisinde
en yaygin kullanilanlar ise yiiksek fruktozlu misir
surubu, musir surubu, invert seker surubu ve seker
kamig1 surubudur [5].

3. Balda Yapilan Hilelerin Tespitinde
Kullanilan Yontemler

Balda yapilan tagsisin tespit edilmesinde
melissopalinolojik, duyusal analiz, seker profili,
amino asit profili, enzim aktiviteleri, hidroksi
metil furfural ve prolin degerleri 6lgiimlerinden
yararlanilmakla birlikte bu testler tagsisinin
belirlenmesinde zaman alici ve sadece basit
hilelerin tespiti i¢in yeterli olabilmektedir [6].

Giiniimiizde bala seker surubu ilavesi seklinde
yapilan hilelerin tespiti i¢in birgok metot
gelistirilmigti.  Bu  metotlardan en fazla
uygulananlar  Yiiksek  Performansli  Sivi
Spektrofotometresi (HPLC) [7], Yakin Kizilotesi
Spektroskopisi (NIR) [8], Gaz Kromatografi-
Kiitle Spektrometresi (GC-MS) [9], Orta Dalga
Boylu Kizilétesi Spektrokopisi (MIR) [10],
Diferansiyel Taramali Kalorimetresi (DSC) [11],
vurgulu  amperometrik  detektorlii  yiiksek
performans anyon degisim kromatografisi [12],
Raman spektroskopisi [13], Yiiksek Coziiniirlikli
Manyetik Rezonans Spektroskopisi (HR-NMR)
[14] ve Izotop Oram Kiitle Spektrometresi
(IRMS) [15,16]°dir. Bu metotlar arasinda C4
seker tespitinde kullanilan en yaygin metot ise
Stabil Karbon izotop Oran Analizi (SCIRA) dir
[17].

4. izotopik Analiz Uygulamalari

Atom, diinya tizerindeki tiim maddeleri olusturan
en temel yapitasidir. Atomlar c¢ekirdeklerinde
bulunan nétron ve protonlar ile ¢ekirdeklerinin
etrafindaki yortingede bulunan elektronlardan
meydana gelmektedir. Izotop atom; ayni sayida
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proton ve elektrona yani ayni atom numarasina
sahip olmalarina karsin farkli sayida nétrona sahip
olan atomlar olarak tanimlanmaktadir. Bazi
elementler dogada tek bir izotop halinde bulunur
fakat dogadaki elementlerin bir¢ogunun birden
fazla izotopu bulunmaktadir. Biyolojik yapilar
esas olarak C, O, H ve N atomlarindan
olugmaktadir. Bilindigi gibi hidrojenin H ve D,
karbonun ?C ve *C olmak iizere iki ve oksijenin
ise 0, 70 ve 80 olmak iizere ii¢ izotop atomu
bulunmaktadir. Bunlardan dogada yaygin olarak
bulunanlar H, *2C ve 1%0O’dir [18].

Biyoelementlerin ~ dogadaki dagilimi ve
fraksiyonlagsmas1 su dongiisiine baglidir. Suyun
buharlasmas1 ~ sirasinda  hafif  izotoplarin
buharlagsmasi agir izotoplara gore onceliklidir. Su
dongiistine  bagli fraksiyonlasma sonucunda
yagisin izotop dagilimi o bolgeye 6zgii belirli bir
cografi dagilim/profil gostermektedir. Topraktan
bitkinin yaprak saplarina kadar ulasan su takip
ettigi yolda, o bolgedeki yagisin izotop dagilimini
sahiptir [18]. Karbon izotoplarinin dogal
varyasyonlar,  bitkilerin  farklt  fotosentez
sistemlerini kullanmalar1 ve bolgeye 06zgli su
dongiisti  etkenlerinden etkilenmesi  nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir.

Bitkiler atmosferden 1 mol CO; alabilmek igin
gozeneklerinden yaklasik olarak 1000 mol su
vermektedirler.  Yani o6nemli miktarda su
kaybetmektedirler. Bitkilerde ve bitkisel kaynakli
gidalarda izotop dagilimini belirleyen en 6nemli
faktor bitkinin hangi fotosentez sistemi grubuna
dahil oldugu ile ilgilidir. Buna goére bitkiler, C3
(Calvin-Benson dongiisii), C4 (Crassulacean asit
metabolizmasi) ve CAM (Hatch-Slack dongiisii)
bitkileri olarak gruplandirilmaktadir. Bitkilerde en
cok 3 karbonlu fotosentez sistemi goriiliir. Bu
oranlar Tablo 1’de verilmistir. Bu sistemde ilk
olusan bilesik 3 karbonlu oldugu igin bu
fotosentez sistemine 3 karbonlu sistem ve bu
bitkilere de C3 bitkileri adi verilmektedir. Yani
bitkilerin biiytik ¢ogunlugu aldigi CO2’i 3
karbonlu bir yapiya baglamaktadir. Bu bitkilere
ormek olarak sekerpancari, bugday, arpa, pamuk,
yonca, korunga vb. bitkiler verilebilir [19, 20, 21].

Baz bitkiler ise fotosentez sisteminde ilk olarak 4
karbonlu bilesik olusturdugu yani CO2’i kendi
karbon zincirlerindeki 4 atomlu bilesiklere
bagladiklar igin 4 karbonlu fotosentez sistemine
dahil olup C4 bitkileri olarak adlandirilmaktadir.
Bu gruptaki bitkiler genellikle diinyanin sicak
bolgelerinde yetismektedir [22]. Buna gore Sitrus,
lzim, elma vb, gibi meyveler ile misr,

sekerkamisi, sorgum, sudan otu, dar1 vb. gibi
bitkiler C4 bitkileri grubuna girmektedir [23].

Fotosentez sistemi olarak Crassulacea (et yaprak)
bitkisinde goriilen Krasulasyon Asit
Metabolizmas1 (CAM) olarak adlandirilan iigiincii
CO; 6ztimleme sistemine sahip bitkiler ise CAM
bitkileri olarak adlandirilmaktadir. Bu grupta ise
daha ¢ok etli yaprak ve govdeye sahip ananas,
kaktiis, agavel ve dikenli armut gibi bitkiler yer
almaktadir [23]. Bu gruptaki bitkiler disiik
transprasyonun yasamsal diizeyde gerekli oldugu
kurak kosullara adaptasyon gdstermislerdir.
Diisiik nem kosullar1 altinda bu bitkiler CO;
absorbe etmek icin gece stomalarini acar, giindiiz
kapatirlar. Bu yolla bitkinin transprasyon yiikii
azalmis olur [22].

Bitkilerin C metabolizmalarinm tespitinde §C
degeri yani *C/*?C oram standart deger olarak
kabul edilir ve %o olarak gosterilmektedir [24].

Tablo 1. C3, C4 ve CAM bitki tiirlerinin §*°C degerleri

[25]
Bitki c3 ca CAM
Tura
513C 8%0-22 ile  8%o-10 8%o-11
Degeri  8%0-33  ile8%-20 ile %0135

Tablo 1°de goriildiigii tizere C3, C4 ve CAM bitki
tiirlerinin 8C degerleri arasinda farkliliklar soz
konusudur [25]. Bu farkliliktan yararlanarak bir
gidaya baska gruptan bir gidanin veya bilesenin
katilip katilmadigi ya da gidanin gergekligi yani
tretiminde  hile/tagsis  yapilip  yapilmadigi
belirlenebilmektedir. Aymi  zamanda, izotop
oranindan yola c¢ikilarak gidanin bitki c¢esidi,
tretim yili ve cografi orijini gibi tammlayici
bilgileri de belirlenebilmektedir. Kisaca bir
gidadaki elementlerin izotop oranlar1 yardimi ile o
gidanin cografi orijini, {iretiminde su, seker vb.
katkilarla hile yapilip yapilmadigi gibi birgok
tanimlayici 6zelligi belirlenebilmektedir.

Gilinimiizde hileli {iretim yapilan gidalarin
baginda gelenlerden biri de baldir. Bunun nedeni
ise bal fiyatlarinin balin kalitesi ve mengsei ile
dogrudan iligkili olmasidir.

Balda yapilan sahteciligin en basiti diisiik nem
igerikli ballara su ilave edilmesi seklinde
uygulanmaktadir. Diger yaygin yapilan hileler ise
yiiksek fruktozlu misir suruplart ile sekerkamisi
ve sekerpancarindan elde edilen sakarozun asitle
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inversiyonu ile iretilen seker suruplarinin bala
ilave edilmesi seklindedir. Balarilar1  bal
iretiminde  genellikle C3  bitki  0zlerini
kullanmaktadir. Sahte bal iiretiminde ise seker
kamist ve musir Vvb. gibi C4 bitkileri
kullanilmaktadir. Sekerpancar1 sekeri katkisi ile
yapilan hileli ballarin tespiti baldan protein
ckstrakte edilerek 3'°C degeri tespit edilmesi ve
bu degerin saf balin  3BC degeri ile
karsilastirilmasi seklinde yapilmaktadir (Tablo 2).
Balda gelencksel laboratuvar yontemleriyle
tagsisin tespit edilmesi ¢ok zor oldugundan bal ile
protein fraksiyonu arasindaki stabil karbon izotop
oranindaki (*C/*2C = %o) farklilik balin saf olup
olmamasinin belirlenmesinde kalitatif ve kantitatif
bir gosterge olarak kabul edilmektedir [26].
Belirlenen  uluslararasi limite gore, dogal
ballardan ekstrakte edilen protein ile saf balin
degerleri arasindaki farkin  %ol’den farkli
olmamasi gereklidir [3, 27, 28].

Tablo 2. Saf baldaki %C4 seker katkisinin bal ve
protein 8%o degerlerine yansimasi ve hesaplanan %C4
seker degeri [25]

;flf; Bal (5%)  Protein (5%) Fféipézﬂ‘;‘?
0 27550,12  -26,940,16 0
05 2688020  -269:0,16 0,6
10 267017 -26940,16 0,9
20 2668019  -269:0,16 2,0
50 2614028  -269:0,16 5.2
10 2524034 -269%0,16 10,9
15 2458027  -269:0,16 15,8
20 23,7036  -26,9:0,16 20,6
50 -192:044  -26.90,16 50,5
70 -1612040  -26.90,16 70,4

Yontemin yarayighliginin belirlenmesi amaciyla
Tirkiye’ de 13 farkli marka bal numunesinde
calisilmis ve c¢alisma sonucunda d1C
degerlerinin %o -12,87 £ 0,01 ile %0-25,56 &+ 0,08
ve protein %o degerlerinin %0-23,77 + 0,09 ile %o

-25,98 £ 0,06 arasinda degistigi belirlenmistir
[29].

Yapilan baska bir ¢alismada 12 adet saf balin §*°C
degeri ortalama  %0-25,73+0,29 ve protein 8%o
degeri ise ortalama %0-25,52+0,27 olarak

belirlenmistir. Yapilan c¢alismada saf ballara
sakkaroz surubu, yiiksek fruktozlu misir surubu ve
glukoz surubu katkisi arttikga ters orantili olarak
orneklerin  3*C  degerleri ile protein  8%o
degerlerinin azaldig1 belirlenmistir. [30].

Arilarin bal yaparken kullandig1 nektarlar ile seker
pancart C3 bitki grubunda iken misir ve seker
kamis1 bitkileri C4 bitki grubundadir.  Bu
farkliliktan yararlanilarak balda seker kamist
sekeri ve misir surubu gibi seker suruplar katkisi
izotopik  bilesim analizleri ile kolaylikla
belirlenebilmektedir [31]. Arastirmacilar balda
yiksek  fruktozlu seker surubu  (HFCS)
konsantrasyonu arttikca C4 seker icerigi degerinin
artti@in1 bildirmistir [15].

5. Sonuc¢

Son yillarda balda yapilan hilelerin en biiylik
kismini seker surubu ile besleme, bala invert seker
surubu, yiiksek fruktozlu misir surubu, glikoz
surubu gibi seker surubu katkisi olusturmaktadir.
Hakiki bala geker kamigi, misir gibi C4
bitkilerinin  surubu  katkis1  8*C  degerinin
belirlenmesi ile tespit edilebilmektir. Son yillarda
gida otantikliginin belirlenmesi amaciyla gidalarin
bilesiminde bulunan farkli bilesenlerin kararli
izotop oranlarindan yararlanilmasi yaygin olarak
yararlanilan bir yontemdir. Baldaki hilelerin
belirlenmesi  ile tiiketicinin  hem  sagligi
korunmakta hem haksiz kazancin  Oniine
gecilebilmekte hem de sahteciligin 6niine gegmek
miimkiin olmaktadir.
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