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Beslenmemizde 6nemli bir rolii bulunan bal diinyada farkli cografyalarda pek c¢ok
cesitte iiretilmektedir. Ulkemize baktigimizda bal iireticiligi diinyada 6nemli bir yer
edinmistir. Aricilik kirsal kalkinmanin saglanmasi ve iilke ekonomisinin iyilestirilmesi
acisindan da biiylik 6nem tasimaktadir. Bu sebeple ari iriinlerinin kimyast ve
biyoetkinliklerinin arastirilmasi, bolgesel farkliliklarimin ortaya konmasi ve besin
degerlerinin, ticari kullanimlarinin bilimsel olarak kanitlanmasi 6nemlidir.

Bu aragtirmanin ¢aligma materyali iilkemiz Karadeniz bolgesi yaylalarinda deli bal
tireticilerinden temin edilen ve dort bolgeye ait olan (Ordu, Giresun, Trabzon ve Sinop)
deli bal ar1 polenidir.

Bu calisma baslica dort asamadan olusmaktadir. i1k asamada temin edilen ar1 polenleri
mikroskop altinda ayiklanmis ve uygun islemlerle kurutulmustur. Ardindan su ve
etanolde maserasyon teknigiyle Oziitleri elde edilen 6rneklerin, ii¢lincii asamada
antioksidan aktivite ¢alismalar1 bes farkli yontemle, antioksidan aktivitesi yiiksek
uygun standart kimyasallar ile karsilastirilarak gergeklestirilmistir. Son asamada ise
orneklerin fitokimyasal analizi, toplam fenolik bilesen ve toplam flavonoid bilesen
tayini calismalar1 gerceklestirilmistir.

Sonug olarak tiim ekstrelerin farkli yontemlerle elde edilen sonuglara gore yiiksek
antioksidan ozellik gosterdigi anlasilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid igerik
sirastyla gallik asit esdegeri ve Kuersetin esdegeri olarak tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar icin, birbiriyle iligkili antioksidan aktivite ve fitokimyasal bilesen tayin
metotlar1 arasi korelasyonlar arastirilmis ve uygun korelasyon grafikleri yiiksek R?
degerleri ile elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan Aktivite, Ar1 Poleni, Deli Bal, Deli Bal Ar1 Poleni,
Fitokimyasal Bilesen.



ABSTRACT

ANTIOXIDANT PROPERTIES OF PURPLE RHODODENDRON (R.
PONTICUM) BEE POLLEN FROM THE BLACK SEA REGION’S
PLATEAUS (ORDU, GIRESUN, TRABZON), TURKEY

HiLAL ATMACA

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

CHEMISTRY
MASTER’S THESIS, 85 NUMBER OF PAGE
Doc. Dr. EMINE BAGDATLI

Honey, which has an important role in our nutrition, is produced with many varieties
in different geographies around the world. When we look at our country, honey
production has gained an important place in the world. Beekeeping is also of great
importance in terms of ensuring rural development and improving the national
economy. For this reason, it is important to investigate the chemistry and bioactivity
of bee products, to reveal regional differences and to scientifically prove their
nutritional values and commercial uses.

The working material of this research is the mad honey bee pollen obtained from mad
honey producers in the highlands of the Black Sea region of Turkey and belonging to
four regions (Ordu, Giresun, Trabzon and Sinop).

This study consists of four main stages. The bee pollen provided was examined under
a microscope in the first stage and dried by suitable procedures. Subsequently,
antioxidant activity studies of the samples obtained by maceration technique in water
and ethanol were carried out using five different methods using suitable standard
chemicals with high antioxidant activity. In the last stage, phytochemical analyses of
samples, total phenolic component and total flavonoid component determination were
performed.

As aresult, it was understood that all extracts showed high antioxidant properties using
different antioxidant activity determination methods. Total phenolic and flavonoid
contents were determined as gallic acid equivalent and quercetin equivalent,
respectively. For the results obtained, correlations between related antioxidant activity
and phytochemical component determination methods were investigated and
appropriate correlation graphs were obtained with high R? values.

Keywords: Antioxidant Activity, Bee Pollen, Mad Honey, Mad Honey Bee
Pollen,Phytochemical Component.
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1. GIRIS

Bu tez calismasi insan beslenmesinde biiyiik bir 6neme sahip bal arisi {iriinlerinden
polen iizerine yapilan bir arastirmayi igcermektedir. Bal ve bal aris1 {iriinleri (polen,
propolis, ar1 zehiri, bal mumu, art siitii, ar1 ignesi) bugiin hem beslenme hem de gesitli
hastaliklar1 Onleyici, tedavi edici ya da rahatlatici etkileriyle kullanilmaktadir.
Apiterapi, ar1 tirtinlerinin hastaliklar1 6nleyici ya da iyilestirici olarak kullanilmasidir.
Ulkemizde de bir apiterapi dernegi vardir ve bu dernek kanita dayali calismalar ile bu

tedavi yontemini modernlestirecek hizmetler vermek amaciyla kurulmustur.

Tirkiye, 2015 yilinda bal iretiminde Cumbhuriyet tarihi rekorunu kirmustir.
Calismamizda, iilkemiz ve Karadeniz Bolgesi i¢in énemli bir ihracat kaynagi olan
balin yan iirlinlerinden polen c¢alisilmistir. Polen, bal iiretimi esnasinda, arinin
bacaklarinda biriktirip kendi bal 6zii ve bazi 6zel enzimlerle karistirarak hazirladig
tirliniidiir ve arilarin ihtiyacindan fazla olan miktarin polen tuzaklariyla biriktirilmesi
sonucu toplanabilir. Yapilan kapsamli literatlir arastirmalarimiza gére, deli bal ar1
poleninin antioksidatif 6zelligi ve pek ¢ok biyoaktivite parametresi ne iilkemizde ne

de diinyada calisilmamustir.

Bu calismanin amaci, iilkemiz Karadeniz Bolgesi yaylalarinda belirledigimiz ii¢
bolgeden (Ordu, Giresun, Trabzon) toplanan deli bal ar1 poleninin antioksidan
Ozelliklerinin arastirilmasi, toplam fenolik bilesen ve flavonoid bilesen tayinlerinin
gerceklestirilmesidir. Sinop bolgesinden de 6rnek temin edilmis ve ornek bu tez

calismasina dahil edilmistir.


http://www.hurriyet.com.tr/index/bal

2. GENEL BILGILER

2.1 Bal

wwe anlarigin bir

habitat sadjlar... ﬁ)
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dodgay
korur...

winsanlar ﬂ

bu bah gigeye
koyar...

Sekil 2.1 Bal ve Uretim Siireci (Annim, 2018a; Anonim, 2019)

Bal, bitkilerin gi¢eklerinde bulunan nektarlarin veya bitkilerin canl kisimlariyla bazi
es kanatli boceklerin salgiladiklar: tath maddelerin bal arilar1 tarafindan toplanmas,
viicutlarinda bilesimlerinin degistirilip petek goézlerine depo edilmesi ve buralarda
olgunlasmasi sonucunda meydana gelen koyu kivamda tath bir tiriindiir (Anonim,
1990) (Sekil 2.2).

2.1.1 Balin Kompozisyonu

Balin bilesimi {iretildigi floraya ve iklim ozelliklerine gore degisim gostermekle
birlikte bal, %17-18 nem, %72 monosakkaritler (glukoz ve fruktoz), %2.5 sukroz,
%0.1 diger karbohidratlar ve son olarak %7.9’luk kismi da asitler, laktonlar,
mineraller, proteinler, aminoasitler, vitaminler, aromatik bilesikler ve
hidroksimetilfurfural gibi diger bilesiklerden olusur. Balin mineral igerigi ise balin
cesidine bagli olarak %0.1-0.2 arasinda degisebilir. Balin toplam mineral iceriginin
%45-85’1ni olusturan baglica mineral potasyumdur. Baldaki diger inorganik tiirler: Na,
Ca ve Mg’dur. Balda daha az miktarda Cu, Fe, Zn, Mn ve ¢ok diisiik seviyelerde de iz
elementler bulunmaktadir (Di Bella ve ark., 2015).

2.1.2 Balin Tarihi

Insanoglundan ¢ok daha eski bir tarihi olan arilar bal, polen, propolis ve ar1 siitii
tiretmeleri, tozlasmay1 saglayarak bitkilerin tiremesini saglamalar1 sebebiyle insanlik
icin ¢cok onemlidir. Arilarin 6nemini Albert Einstein tek bir climleyle 6zetlemektedir:

“Arilar yeryiiziinden silinip giderse, insanoglu yalnizca dort yil yasayabilir. Arilar



olmazsa dollenme olmaz, hi¢chir bitki, hi¢bir hayvan, hi¢bir insan olmaz” (Albert

Einstein, 1949).

Paleolitik ve Mezolitik donemdeki magara resimleri bal avciligini ispat etse de bal
tilketiminin daha eski donemlere dayandigi diisiiniilmektedir. Eski insanlar bal
tilkketebilmek icin yabani arilart evcillestirme yontemlerini aramis, topraktan kovanlari
kullanmislardir. Modern aricilifin temelleri bu sayede atilmigtir. Prehistorik
dénemlerden itibaren insanoglu i¢in 6nemli bir yeri olan bal tip, eczacilik gibi dallarda
¢ok uzun siiredir kullanilmaktadir. Antik Misir tanrisi Ra’nin gozyas1 olarak
nitelendirilen balin dini ritiiellerin bir pargasi oldugu, Mezopotamya’da tapinaklarin
temeline bereket olmasi acisindan ve kutsallik amaciyla bal doktiiriildiigii, Perslerin
tanrilara yapilan kurban torenlerinde bali kullandigi, Roma mutfaginda etlerin
bozulmamasi i¢in balla kaplandigi gézlemlenmistir. Hippokrates, Dioskorides gibi
hekim ve yazarlar balin tedavi edici dzelliklerini bildirmislerdir. Hippokrates (MO
460-370) yara ve iilser tedavisinde balin kullanildigini ayrica balin oksiiriige de iyi
geldigini belirtmistir. Misir’da dlillerin mumyalanmasi yaygin olsa bile, 6liilerin i¢i
bal dolu kiiplere konuldugu bilinmektedir. Heredotos, Babillilerin kefenlenmeyi bal
ile yaptiklarini bildirmistir (Bulut ve Lenger, 2015). Yazitlar, resimler ve diger tarihi
kayitlar ar yetistiriciliginin eski Misir’da basladigini, Mezopotamya, Anadolu ve

Avrupa’nin da gelisiminde 6nemli bir yer tuttugunu géstermektedir.

2.1.3 Ulkemizde ve Tiirk Tarihinde Bal

An ve bal sozciikleri 11. yy’da Tirklere ait ‘Divanu Lugati’t-Tiirk” adli eserde
gorilmistiir. Evliya Celebi Seyahatname’de bal ¢esitlerinden ve ozelliklerinden
bahseder. Tiirk sozlii kiiltiiriinde birgok ataso6zii ve deyimde bal kelimesi kullanilmakta
ve Tiirk mutfaginda da bir¢ok balli tarif bulunmaktadir. Cok eski tarihlerden bugiine
kadar hem yazili kaynaklarda hem de masal, atasozii gibi kiiltiirel 6gelerde rastlandigi
tizere bal her zaman Tiirklerin hayatinda olmustur. Son yillarda ar1 ve ar1 iiriinlerine
verilen nemin artmasiyla birlikte en ¢ok bilinen ve kullanilan ar1 iiriinii olan balin ve

polenin tiretimi de artig gostermistir (Fedakar, 2015).

TUIK 2017 verilerine gére Tiirkiye’de aricilik yapan isletme sayis1 83210, Tiirkiye’de
yillik bal dretimi 114471 ton, Tirkiye’de ari kovani Sayist 7991072 olarak
belirlenmistir (Anonim, 2018Db).



2.1.4 Balin Faydalari

Balin hastalarin ¢abuk iyilesmesine yardimci oldugu (Sahinler, 2000), bagirsak, mide
ve sindirim sistemi tizerinde iyilestirici etkileri oldugu (Al Somai ve ark., 1994), yara
ve yaniklarin tedavisinde kullanildigr (Maghsoudi ve ark., 2011), eritrositlerde hiicre
fonksiyonlarmi tesvik ettigi (Alvarez-Suarez, 2012), kan basincint diistirdiigi
(Erejuwa ve ark., 2012) ve karaciger hastaliklar1 tedavisine yardimci olabilecegi (El
Denshary ve ark., 2011) bildirilmistir. Bal, antibakteriyel 6zelligi sebebi ile agiz ve
bogaz enfeksiyonlarina karsi da kullanilmaktadir (Krell, 1996).

Balin antifungal aktivitesinin de bulundugu bildirilmektedir. Bu aktivitesi sebebiyle
hamilelik siiresince bal ve yogurt karisimi ile mantar enfeksiyonlarina karsi

kullanilabilecegi belirtilmistir (Abdelmonem, 2012).

Bal, antikanser aktiviteyle ilgili bir¢ok ¢alismada one ¢ikan bir ar1 tiriiniidiir. Balin
igindeki ¢esitli polifenolik bilesiklerin prostat kanserine, renal hiicre, bobrek
(Samarghandian, 2011), gogiis kanserine ve servikal kanser hiicrelerine (Fauzi, 2011),
kolon kanserine (Jaganathan ve Mandal, 2010; Jaganathan, 2011), g6giis, rahim agzi,
agiz kanserlerine (Othman, 2012) ve akciger kanserine (Pasupuleti, 2016) karsi

antikanser etki gosterebilecegi belirtilmistir.

Bal ve diger ar {irlinlerinin karistirilmasiyla olusturulan karisimin ¢ocuk sahibi olma
acisindan c¢iftlere faydali oldugu ve yapilan bir calismada sperm sayisinda artig

sagladig1 gézlemlenmistir (Mohamed ve ark., 2010).

2.2 Deli Bal

Deli bal, yiiksek oranda grayanotoksin igeren Sapindaceae familyasi ve Ericaceae
familyasinin Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum tiirlerinin nektarmin
bal arilar tarafindan toplanmasi sonucu elde edilen dogal bir iiriindiir. Cal1 veya agac
formunda bulunan orman giilii; Cin, Tibet, Burma, Nepal, Yeni Gine, Tropik Asya,
Avrupa ve Kuzey Amerika’da, Tirkiye’de Karadeniz Bolgesi’nde dagilim

gostermektedir (Ceter ve Giiney, 2011).

Karadeniz bolgesinde 6zellikle bazi tiirleri cok yaygin olan orman giilleri halk arasinda
‘komar’ adiyla bilinmektedir. Orman giillerinin nemli, organik maddece zengin,
drenajli ve asitli topraklarda iyi gelistikleri bildirilmektedir (Aveci, 2004). Orman

giillerinin pek ¢ok cesidi olmasina ragmen deli bali olusturan orman giilii ¢esidi
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icerigindeki grayanatoksin sebebiyle mor ¢igekli ve sar1 ¢igekli orman giilleridir. Mart-
Mayis aylarinda agan mor ¢igekli orman giilii, nektar, yaprak ve polenlerinde toksin
icermektedir (Sekil 2.2). Ulkemizde; Kirklareli, Kocaeli, Sakarya, Kastamonu,
Zonguldak, Ordu, Giresun, Sinop, Rize, Trabzon ve Artvin illerinde goriilmektedir
(Ceter ve Giiney, 2011) (Sekil 2.3).

S 2.2 Rhododenn Ponticum’un Cigegi ( Resim: Anonim,
2013a; 2. Resim: Emine Bagdatli, Giresun, 04.06.2019)

.
.

Sekil 2.3 Rhododendron Ponticum Ari Poleni Mikroskop Goriintiisii
Eylil-EKim aylar1 arasinda agan sar1 ¢icekli orman giilii, yaprak, nektar ve
polenlerinde toksin igermektedir (Sekil 2.4). Ulkemizde; Canakkale, Kastamonu,
Sinop, Amasya, Samsun, Trabzon, Rize ve Balikesir illerinde goriilmektedir (Ceter ve
Giiney, 2011) (Sekil 2.5).



Sekil 2.5 Rhododendron Luteum Ari Poleni Mikroskop Goriintiisii

2.2.1 Deli Balin Toksik Ozellikleri

Deli balin toksik etkisinin nedeni R. luteum ve R. ponticum nektar, polen ve yaprak
kisimlarinda bulunan toksik diterpenlerin bir grubu olan grayanotoksinlerdir.
Grayanotoksinler grayanotoksin I’den tiirevlenirler (Giindiiz ve ark, 2011) (Sekil 2.6).
Grayanotoksinler, hiicre membranlarindaki sodyum kanallarina baglanirlar. Bu
kanallara baglanan toksin, iskelet kasi ve kalp kasi hiicrelerinde, merkezi sinir
sisteminde yogunluga bagli olarak kisiden kisiye degisen cevaplara neden olur
(Ozyurt, 2006).

SRLANS oH CTHS - FoX =

Sekil 2.6 Grayanatoksin ve Tiirevleri (Glindiiz ve ark., 2011)



Halk arasinda tutar bal veya act bal olarak da adlandirilan deli bal, belli miktarin
tizerinde alindiginda zehirlenme belirtileri gostermektedir. Bali dozundan fazla
tikketen kisilerde cilt ve bogazda yanma hissi, agiz ve burunda kasinma, deride ve
gozlerde kizariklik, vertigo ve bas agrisi, bulanti, kusma, salivasyon, kramp tarzi karin
agris1, idrar ve gaita kagirma, halsizlik, gorme bulaniklig1 veya gegici korliikk nobetleri,
bradikardi (nabiz disiikliigii), hipotansiyon ve koma gibi belirtiler gozlenebilir (Ceter
ve Gliney, 2011).

2.2.2 Deli Balin Tarihi

Deli bal zehirlenmelerinin gegmisi milattan Oncesine dayanmaktadir. Ksenophon
(M.O. 434-354), Perslerden kacan Yunan ordusunun Karadeniz’de konakladiklari
koylerde bal yiyen askerlerin kusma, ishal, halsizlik ve sarhosluk gibi belirtiler
gosterdiklerini, belirtilerin birkag giin sonra gegtigini fakat askerlerin dlmedigini
bildirmistir. Strabon da, Romali komutan Pompeius’un askerlerinin, M.O. 67
yillarinda Karadeniz’in daglik alanindan gecerken Heptakometlerin yol kenarina

biraktiklar1 deli bali yiyerek oldiigiinii belirtmistir (Avci, 2004).

Karadeniz’de son zamanlarda da deli baldan zehirlenme vakalar1 mevcuttur. 2010
yilinda Bartin il Saghk Miidiirliigii tarafindan 70 tane deli bal zehirlenme vakast ile
karsilagildigi  Anonim, (2010b), 2010 yilinda Zonguldak 11 Saghk Miidiirliigii
tarafindan 128 kisinin zehirlendigi Anonim, (2010c), 2013 yilinda Karadeniz’den
tedavi igin getirilen deli balm Izmir’de 1 kisinin 6liimiine sebep oldugu Anonim,
(2013Db), 2016 yilinda Sinop’ta ayni aileden ti¢ kisinin deli bal zehirlenmesi Anonim,
(2016) teshisiyle tedavi altina alindig1 bildirilmistir.

2.2.3 Deli Balin Faydalari

Tirkiye’de Tretilen deli bal, yapisinda Karadeniz cografyasina ve iklim
karakteristigine bagli olarak degisen fenolik bilesikler icermektedir. Buna bagli olarak
deli balin iyi bir antiradikal ve antioksidan etkiye sahip oldugu ortaya konmustur. Bu
etkileriyle deli balin kanserin, kalp rahatsizliklarinin, iltihapli hastaliklarin iyilesme
stirecine katki saglayabildigi ve yaslanma karsit1 etki gosterebildigi belirtilmistir
(Silici ve ark., 2010).



Ayrica Silici ve arkadaslarinin (2008) bir baska ¢alismasinda Karadeniz Bolgesi’nden
temin edilen deli bal numunelerinde deli balin ¢igek balindan daha fazla oranda Cu,

Co, Cr, Ni, Se, Zn, Ca ve Mg minerallerini i¢erdigi belirtilmistir.

Karadeniz Teknik Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii'nde yapilan bir
calisgmada sar1 orman giiliiniin kanser hiicrelerine karst muhtesem bir dogal
antioksidan ve antitiimor ajani olabileceginin tizerinde durulmustur (Demir ve ark.,
2016). Baska bir ¢alismada deli balin ve orman giilii ¢i¢ekleri ve yapraklarinin ham
oOziitlerinin antifungal ve antibakteriyal etkileri arastirilmistir. Arastirma sonucuna
gore orneklerin hepsinin orta veya ileri derecede antifungal ve antibakteriyel etkiye
sahip oldugu belirlenmistir (Ertiirck ve ark., 2009). Deli balin igerigindeki
grayanotoksinlerin parasempatik sinir sistemini uyarmasiyla antihipertansif etki
gosterdigi (Oztasan ve Songur, 2007), pankreas hiicrelerinde insiilin salmnimi
gerceklestirdigi ve kandaki glukoz ve lipid seviyelerinde anlamli bir diisiise sebep
oldugu (Oztasan ve ark., 2005), normal bala oranla kemik kirigin1 daha hizli bir sekilde
iyilestirdigi (Aynaci ve ark, 2014) tespit edilmistir. Karadeniz yoresi halki balin
seksliel gilicii arttirdigina inanmakta ve geleneksel-tamamlayict tedavi olarak
iktidarsizlikta kullanmaktadir (Ceter ve Giiney, 2011).

2.3 An Poleni

Arn poleni; cicekli bitkilerde, ciceklerin erkek organlarinin (stamen) tst kisminda
bulunan anterlerin igindeki polen kesecikleri icerisinde yer alan, burusuk, dikenli,
yagh ve yapiskan yapidaki maddenin bal arisi tarafindan toplanarak biriktirilen
kurutulmus ¢igek tozlar olup bitki polenlerinden énemli farkliliklar gosterir (Anonim,
1989) (Sekil 2.7). Bal arilari, nektardan aldiklart sekeri polen taneciklerini birarada
tutmak icin polene eklerler ve poleni arka ayaklarina gotiirerek koloniye transfer

ederler. Polen koloni i¢in ¢ok dnemli bir rol oynar. Arilar poleni kendi diyetlerinde ve



larvalar1 beslemek i¢in kullanirlar (LeBlanc ve ark., 2009). Tarlaci is¢i arilar tarafindan
toplanan polen arinin kendi salgilari ile birlestirilir. Polen sepetine doldurulan polen,

arilar tarafindan ince bir tabaka bal ve balmumu ile kaplanir (Silici, 2014).

Toplandig1 cigegin ¢esitliligi, iklim sartlari, cografya, bitki tiiriiniin genetigi, farkl
aricilik tekniklerinin uygulanmasi faktorlerine bagli olarak ar1 poleninin besin degeri
degisim gostermektedir (Bonhevi,1997; Feas, 2012). Bu sebeplerden dolay1 tiim bitki
tiirlerini iceren klasik bir polen seklinden ve kompozisyonundan bahsetmek miimkiin
degildir. Farkli tiirlere ait polenlerin farkli yapilarda olmasi, bitkilerde tiir
tamimlamasinda ve balin orjininin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Oztiirk ve

Akgicek, 2015).

2.3.1 Ar1 Poleninin Kompozisyonu

Poleni olusturan asil icerik karbohidratlardir ve bu karbohidratlar ¢6ziinmeyen
polisakkaritler, nisasta, fruktoz, glukoz ve sukrozdan olusur (Cizelge 2.1). Polen,
protein ve aminoasit igerir ve ar1 beslenmesinde baslica protein kaynagidir. Ayrica
polenin yapisinda yag igerigi olarak lipitler, yag asitleri, steroller bulunurken, eser

olarak mineral, vitamin ve flavonoidler de mevcuttur.
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Cizelge 2.1 Polen Kompozisyonu (Bogdanov, 2004)

Bilesik Icerik (min.-max.)
Ana bilesenler 9/100 g
Karbohidratlar 13-55
Protein 10-40

Yag 1-10
Besinsel Lif 0.3-20
Minor Bilesikler mg /100 g
Mineral 500-3000
Vitamin 20-100
Flavonoid glikozitler 40-3000

2.3.2 Polenin Hasat Edilmesi

Sekil 2.8 Polen Tuzagi (Anonim, 2015)
Polen, 6zel polen tuzaklari ile toplanir (Sekil 2.8). Taze ar1 poleni, 100 graminda 20-

30 gram su igerir. Bu yiiksek nem, maya ve bakteri gibi mikroorganizmalar igin ideal
bir kiiltlir ortamidir. Bozulmalarin 6nlenmesi ve maksimum kaliteyi korumak i¢in
polen giinliik olarak hasat edilmeli ve bu islemden sonra derhal dondurucuya
yerlestirilmelidir. Dondurucuda iki glin muhafaza edildikten sonra bocekler 6lecektir.
Coziildiikten sonra birka¢ saat muhafaza edilip, miimkiin oldugu kadar ¢abuk isleme

alinmalidir.

2.3.3 Poleni Kurutma, Saflastirma ve Depolama
Taze ve saf ar1 poleni, optimum biyolojik ve besleyici 6zelliklerini korumak amaciyla

tiiketilene kadar dondurularak ya da azot altinda depolanabilir. Boylece ¢oziindiikten
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sonra oksidasyona ugramayarak bagirsak florasindaki yararli besleyici etkiler i¢in

gerekli optimum enzim aktivitesi muhafaza edilebilir.

Polen icin en iyi kurutma yontemi nemini devamli uzaklastiran elektrikli firindir.
Kurutma islemi esnasinda en fazla 40 °C’ye ¢ikilmalidir ve ugucu bilesiklerin kaybini
onlemek i¢in miimkiin oldugu kadar kisa silirede nem miktar1 %6 ve daha azina inene
dek kurutulmalidir. Boylece polen igerigi 15 ay boyunca sabit kalir. Polen %6°dan
fazla su igerirse fermente olacaktir. Bir yil ve daha uzun siireli depolamada polenin
radikal siipiiriicii aktivitesi diisecektir. Polen peletlerinin icerdigi safsizliklar, 6zel
tiretilen saflastiricilar kullanilarak hava yardimiyla uzaklastirilmalidir. Kullanilan
hava, tozdan ve bakterilerden arindirilmigs olmalidir. Saf polen, kuru ve serin bir

ortamda agzi 1yi kapanan cam veya plastik kaplarda depolanmalidir.

2.3.4 Polenin Kalite Kontrolii

Mikrobiyolojik giivenlik temel kalite kriteridir (Cizelge 2.2). Polenin mikrobiyolojik
kalitesinin kontrolii patojenik mikrop ve mantar olup olmadiginin tespiti agisindan
Oonemlidir. Isin, ozon tedavisi ve kimyasal fumiganlar ile bakterilerin tahribatina gerek
yoktur, bu yontemler zehirli kalintilara yol acar. Biyoaktif bilesiklerin 6zel kullanimi

ve vitamin igerigi degerlendirilmelidir.

Cizelge 2.2 Polenin Kalite Kontrol Analizleri (Bogdanov, 2004)

Analiz Kalite Kriteri

Duyusal Analiz Klasik tat ve koku, goriiniir kontaminant olmamasi
Mikroskobik Analiz Botanik ve Cografi Orijin Testi
Mikrobiyolojik Test Bakteri yogunlugu yasal hijyenik limitlerde olmali

Kimyasal Analiz Nem igerigi: maksimum 6 g/100 g polen
Etikette var ise karbohidrat, protein ve yag icerigi

Kontaminasyon Pestisit, agir metal

Polen kontaminantlardan en az etkilenen ar1 triinii olmasma Kkarsin, havanin
kontaminasyonuyla pestisit ve agir metal bakimindan kirlenebilir. Optimum kalitede
bir polen, kontaminasyon kaynaklarindan (trafik ve pestisit kullanilan tarim alanlar

gibi) en az 3 km uzakta bir bolgeden toplanmalidir (Bogdanov, 2004).
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2.3.5 Polen Tiiketimi

Polen tiiketimi, normal beslenmeye gecilmis ¢ocuklarda ileri yaslara kadar tavsiye
edilmektedir (Dogaroglu, 2015). Polen sade olarak ¢ignenerek, 1lik siit veya yogurt ile
de tiiketilebilir (Oztiirk ve Akgigek, 2015). Kiiciik cocuklarda polen tiiketimine giinde
Iki cay kasigiyla baslanmasi gerekmekte fakat ilerleyen donemlerde zamanla arttirarak
yetiskinlerde giinliik 20 grama kadar ¢ikartilabilmektedir. Polen alerjisi olan insanlar
bile, viicuduna degdirip koklamadan polen tiiketebilirler. Ancak alerjik yapida biinyesi
olanlar, ¢ok diisik miktarlarda tiikketmeye baslayip zamanla arttirabilir. Polenin
cignenmesinden dolay1 bir alerji meydana gelmis ise, polen 15-20 dakika boyunca
suyun i¢inde oda sicakliginda bekletilerek, ezilerek veya meyve suyu ile beraber
icilebilmektedir (Dogaroglu, 2015).

2.3.6 Polenin Faydalar

Besin degeri zengin bir gida olan polen, viicut direncini arttirmak, dengeli beslenmeyi
saglamak, zihinsel ve bedensel yorgunlugu gidermek amaciyla kullanilmaktadir.
Ayrica sporcularin ve yaris hayvanlarinin performanslarini da arttirmaktadir (Ulusoy,
2010). Genellikle ¢ocuklarda istah kaybi ve kotii beslenmenin 6niine gegmek igin
kullanilir. Ayrica ¢aligmalarla antioksidan, antienflamatuar, antibakteriyel ve
antifungal 6zelliklerinin mevcut oldugu bildirilmistir. Baz1 ¢aligmalarda, karaciger
fonsiyonlarint  gii¢lendirdigi ve agir metal, pestisit zehirlenmelerinde polen
kullaniminin detoks etkisi gosterdigi belirtilmistir (Denisow ve Denisow-Pietrzyk,
2016). Kan plazmasindaki lipid seviyesini disiirdigii ¢esitli ¢alismalarda
bildirilmigtir. Ayrica bagigiklik sistemini kuvvetlendirmek ve yanik yaralarini
iyilestirmek igin de kullanilmaktadir (Komosinska Vassev ve ark., 2015).
Calismalarda polenin anemi tedavisinde kullanildigi ve demir, kalsiyum, fosfor ve
magnezyumun sindirimine yardimci oldugu belirtilmistir (Haro ve ark., 2000). Polen,
kemoterapi ile birlikte alindiginda kanserin yan etkilerini tedavi edebilmektedir (Ugar
ve ark., 2016). Polen tiiketiminin ileri seviyedeki prostat kanserinin tedavisinde
kullanilabilecegi raporlanmistir (Wu ve Lou, 2007). Kolon kanserine karsi énemli

etkileri gézlemlenmistir (Wang ve ark., 2013).
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2.4 Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS: Reaktif Oksijen Species) olusumunu engellemek ve
ROS kaynakli tahribatlar1 6nlemek iizere viicutta gérev yapan savunma Sistemlerine
antioksidanlar denir (Sekil 2.9). Antioksidanlar, radikallerle ¢ok hizli bir sekilde
reaksiyona girerek otooksidasyon veya peroksidasyonun ilerlemesini onlerler (haber ve

Giilay, 2016) ve ¢esitli mekanizmalarla etkilerini gosterirler (Gokpinar ve ark., 2006).

1) Temizleme (scavenging) Etkisi: Oksidanlarin zayif bir molekiile gevrilip, daha az

zararl hale getirilmesidir.

2) Giderici (quencher) Etki: Serbest radikallere bir hidrojen aktararak olas: etkilerinin

ortadan kaldirilmasidir.

3) Onarici (tamir edici) Etki: Oksidanlarin olusturdugu hiicre deformasyonlarinin

onarilmasidir.

4) Zincir Kiric1 (chain breaking) Etki: Zincirleme devam eden tepkimeyi kirarak
oksidanlarin fonksiyonlarinin engellenmesidir. Hemoglobin ve vitaminler zincir kiric

etki gosterirler.

Canlilarda oksijen hayatta kalmak i¢in gereklidir. Kullandigimiz oksijenin %5’i
oksijen tiirevli serbest radikallere indirgenirler. ROS, yiiksek derecede reaktif oksijen
iceren molekiillerdir. ROS bilesikleri; membran lipitleri, niikleik asitler, proteinler,
enzimler ve diger kiicliik molekiiller ile etkileserek hiicrede hasara sebep olurlar.
Serbest radikaller, tek veya ortaklanmamis elektron igeren kimyasallar olarak
tanimlanirlar. Serbest radikaller viicuttaki saglikli hiicrelere saldirarak, onlarin
yapisini ve fonksiyonlarini kaybetmelerine sebep olurlar. Serbest radikallerin sebep
oldugu hiicre hasar1 viicutta bircok soruna neden olur. Antioksidanlar; lipitlerin,
proteinlerin ve DNA’nin oksidasyonunu onleyerek, viicuttaki doku ve bilesiklerin

serbest radikaller ve oksijen tarafindan zarar gérmesini engeller (Mohan ve ark., 2012.)
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ANTIOKSIDANLAR

/ \ Yapay Antioksidanlar

Dogal Antioksidanlar

BHA
Troloks
BHT
Enzimatik Enzimatik olmayanlar
SOD Endojen Eksojen
Katalaz Glutatyon E vitamini
Glutatyon Pereksidaz Urik Asit B-karoten
Glutatyon Rediiktaz Albumin C vitamini
Glutatyon S Transferaz Bilirubin Polifenoller
Ferritin
Laktoferrin
Hemoglobin
Seriiloplazmin

Sekil 2.9 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (Ulusoy, 2010)

2.4.1 Dogal Antioksidanlar

2.4.1.1 Enzimatik Antioksidanlar

2.4.1.1.1 Katalaz

Hidrojen peroksitin dismutasyonundan sorumlu enzimatik bir antioksidandir.
Hidroksil radikali olusumunu, peroksiti su ve oksijene pargalayarak engeller
(Kasapcopur Ozel ve Birdane, 2014) (Sekil 2.10).

2H0, -2 H,0+ 0

Sekil 2.10 Hidrojen Peroksitin Katalaz Enzimi ile Su ve Oksijene Pargalanma
Reaksiyonu (Karabulut ve Giilay, 2016)

2.4.1.1.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene katalizleyen bir
antioksidandir. SOD antioksidani, viicutta fazla oksijen kullanan dokularda daha aktif
rol oynar (Kasapgopur Ozel ve Birdane, 2014) (Sekil 2.11).

20, +2H" > H,0,+ 0O,

Sekil 2.11 SOD ile Siiperoksit Radikalinin Hidrojen Peroksit ve Molekiiler Oksijene
Katalizlenme Reaksiyonu (Karabulut ve Giilay, 2016)
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2.4.1.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
GSH-Px, H202’nin sebep oldugu oksidatif tahribata karsi hiicreyi korur. Antioksidan
dort selenyum atomu ihtiva eder (Sen ve Chakraborty, 2011) (Sekil 2.12).

H202 + 2 GSH — GSSG + 2 H,0 H20

Sekil 2.12 GSH-Px ile Hidroperoksitlerin indirgenme Reaksiyonu (Karabulut ve
Giilay, 2016)

2.4.1.1.4 Glutatyon Rediiktaz
NADPH varliginda ortamdaki yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG), GSH’ye doniistiirtir
(Karabulut ve Giilay, 2016) (Sekil 2.13).

GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP

Sekil 2.13 Yiikseltgenmis Glutatyonun, Glutatyon Rediiktaz Enzimi Varliginda
Glutatyona Doniisme Reaksiyonu (Karabulut ve Giilay, 2016)

2.4.1.1.5 Glutatyon S Transferaz (GST)
Basta aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine kars1
selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler. Hiicre i¢i detoksifikasyon

saglayan 6nemli bir enzimdir (Kasapgopur Ozel ve Birdane, 2014) (Sekil 2.14).

ROOH + 2 GSH — GSG + ROH + H20

Sekil 2.14 GST’nin Lipid Peroksitlerine Karsi Bagimsiz GSH-Px Aktivitesi Gosterme
Reaksiyonu (Yavaser, 2011)

2.4.1.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.4.1.2.1 Endojen Antioksidanlar

- Glutatyon

Viicutta sistein, glisin ve glutamat tarafindan en ¢ok karacigerde sentezlenmektedir.
Serbest radikalleri direkt temizler ve glutatyon peroksidaz ile birlikte enzimatik etkisi
vardir (Maher ve ark., 2008).

- Urik Asit

Piirin metabolizmasinin son iriiniidiir. Viicutta ¢ok giiglii bir sekilde serbest radikal

temizleyicisi olarak gorev alir (Karabulut ve Giilay, 2016).

- Albiimin
Bakiar siki bir sekilde baglayarak metal ylizeyinde kalir. Albiiminde meydana gelen

tahribat, viicutta ¢ok iiretilmesi sebebiyle pek onemli degildir (Soriani ve ark., 1994).
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2.4.1.2.2 Eksojen Antioksidanlar

- E Vitamini

Yagda ¢oziinebilen bir antioksidan olan E vitamini, sekiz farkli stereoizomere sahiptir.
Bu izomerlerden en biyoaktif olan1 a -tokoferol, hiicreleri lipit peroksidasyonuna karsi
korur (Pham-Huy ve ark., 2008). a-tokoferol yaglarda, findikta ve tahillarda bulunur.
Glutatyon peroksidaz ve o-tokoferol, serbest radikallere karsi tamamlayici etki
gosterirler. a-Tokoferol peroksitlerin sentezini engellerken, glutatyon peroksidaz
peroksitleri ortadan kaldirirarak a-tokoferolii tamamlayici etkisini bu sekilde gosterir
(Masella ve ark., 2005).

- C Vitamini

Suda ¢oziinebilen bir vitamindir. Askorbik asit adiyla da bilinmektedir (Li ve
Schelhorn, 2007). Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerini temizleyerek
oksidanlarin yarattigi hasarlara karsi etkili bir koruma saglamaktadir (Carr ve Frei,
1999). ideal 6zellikteki antioksidanlarin serbest radikal tahribatini1 &nleyebilmesi igin,
hem suda hem de yagda ¢oziinebilmesi gerekmektedir. E vitamini ile birlikte verilen
askorbik asit, hem yag ortaminda hem de sulu ortamda etki gdsterdiginden, serbest
oksijen radikallerini ¢ok kuvvetli bir sekilde temizleyebilmektedir (Kasapcopur Ozel
ve Birdane, 2014).

- B-karoten

Karotenoidlerin yagda ¢oziinebilen bir alt grubudur. A vitamininin 6n maddesi oldugu
igin ‘provitamin’ seklinde isimlendirilir (Pham-Huy ve ark., 2008). B-karoten, singlet
oksijeni yakalamasi, serbest radikalleri temizlemesi ve hiicre membrani lipitlerini
oksidatif  dejenerasyona  karsi korumasi  sebebiyle antioksidan  olarak
nitelendirilmektedir (Caylak, 2011).

- Polifenoller

Fenolik bilesikler ve polifenoller, bitkilerin sekonder metabolit {iriinleri olmakla
birlikte savunma mekanizmalari i¢in ¢ok 6nemlidir (Bravo, 1998). Serbest radikaller
protein, karbohidrat, lipid ve DNA gibi molekiillerde oksidatif hasar meydana
getirerek ¢esitli rahatsizliklara sebep olmaktadir (Alvarez-Suarez ve ark., 2012). Bu
sebeple biyoaktif bilesiklerin, 6zellikle polifenollerin kalp-damar hastaliklari, kanser,

diyabet ve obezite hastaliklarina pozitif etkileri arastirilmaktadir (Carocho ve Ferreira,
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2013; Irondi ve ark, 2015). Ayrica antimikrobiyal, antienflamatuar, antitiimdr ve insan
sagligina diger yararli etkilerini saptamak amagli polifenollerle ilgili pek ¢ok ¢alisma

vardir (Keckes ve ark., 2013).

8000’den fazla fenolik madde yapis1 bilinmektedir. Flavonoidler ve fenolik asitler

(benzoik ve sinnamik asit tiirevleri) polifenollerin en énemli grubunu olustururlar

(Robards ve ark., 1999) (Sekil 2.15).

POLIFENOLLER
Flavonoidler Fenolik asitler

Hidroksibenzoik

Flavonoller asitler
Hidroksisinnamik

Flavonlar asitler
izoflavonlar
Flavanonlar
Antosiyaninler
Flavanoller

Sekil 2.15 Polifenollerin Siiflandiriimasi (Yavaser, 2011)
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Fenolik asitlerin alt grubu olan hidroksi benzoik asitler C6-C1 fenilmetan
yapisindadir (Sekil 2.16). Hidroksi benzoik asitlerden bazilari; siringik asit, gallik asit,
vanilik asittir. Diger alt grup hidroksisinamik asitler, C6-C3 fenilpropan yapisindadir.
Hidroksisinamik asitlerden bazilari: kafeik asit ve ferulik asittir. Halkaya baglanan
OH- grubunun lokasyonuna goére hidroksisinamik asitler farkli Gzellikler

gosterebilirler (Yavaser, 2011).

OH COOH
\
O
HO OH
4-Hidroksisinnamik Asit Hidroksibenzoik Asit

Sekil 2.16 Fenolik Asitlerin Temel Yapisi (Ulusoy, 2010)
Polifenollerin bir diger grubu olan flavonoidler; C6-C3-C6 yapisinda, 15 karbon
atomundan olusan, diisitk molekiil agirlikli bilesiklerdir (Kolag ve ark., 2017) (Sekil
2.17). Flavonoidler iglerinde flavanoller, flavonoller, antosiyanidinler, flavanonlar,
flavonlar ve izoflavonlari igeren 13 alt grupta siniflandirilabilirler (Robards ve ark.,
1999).

Sekil 2.17 Flavonoid Molekiilii Genel Yapisi (Ulusoy, 2010)
Insan viicudu, flavonoidleri iiretemez. Bu sebeple flavonoidlerin diyetlerle disaridan
alinmasi gerekmektedir (Ulusoy, 2010). Flavonoidlerin bulundugu ¢esitli gidalar sekil

2.18’de verilmistir.
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Flavanoller Epikatesin Meyve cesitleri, cay,
I Katesin cikolata
P D’O = Epigallokatesin
0N
Flavanonlar Naringin Turunggiller, limon
: Narinjenin
Taksifolin
Kuersetin Sogan, brokoli, zeytin, ¢ay
liziim, kirmizi sarap
Mirisetin
Krisin Meyve kabugu,
Apijenin maydonoz, kereviz
T
Antosiyanidinler Malvidin Kirmizi tiziim, kirmizi sarap
/’LOH Apijenidin renkli meyveler ve kabuklari
0~ Glukez
i OH — _
Izoflavonlar Genistin Soya fasiilyesi
T;L“:L Daidzin
\/ o™ =
OH o C\l;[

Sekil 2.18 Flavonoid Cesitleri ve Bulundugu Gidalar (Kolag ve ark., 2017; Rice Evans
ve ark., 1996; Yavaser, 2011)

Flavonoidlerin, biyolojik, farmakolojik ve saglik iizerine etkileri genis capl bir sekilde
incelenmektedir. Flavonoidlerin ve diger bitki fenoliklerinin, radikal siipiiriici
aktiviteleri ve ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri ¢alismalarla raporlanmistir (Rice Evans
ve ark., 1996). Bir ¢aligmada ¢ayda bulunan flavonollerin, C vitamininden 20 kat daha
fazla antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (Craig, 1999). Flavonoidler basta olmak
tizere polifenoller insan sagligina bir¢cok acidan fayda saglamakta ve hastaliklarin

Onlenmesine yardimci olmaktadir. Bu nedenle tiiketilmesine dikkat edilmelidir.

2.4.2 Yapay Antioksidanlar
Ticari adi ile trolox (6-hidroksi-2, 5, 7, 8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) E
vitamininin suda ¢6ziiniir bir formudur. Biyolojik ve biyokimyasal arastirmalarda

oksidatif stresi veya hasar1 azaltmak {izere kullanilir. Biitil Hidroksi Toluen (BHT),
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Biitil Hidroksi Anisol (BHA) sentetik madde olarak tiretilir ve gidalara tat, koku ve

renk bozulmalarin1 engellemek amaciyla katilirlar.

2.5. Antioksidan Yontemler ve Prensipleri

2.5.1 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite

DPPH radikali (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest bir organik radikaldir. (DPPH:
C18H12NsOs, MA=394.33 g/mol). DPPH Radikali siipiiriicii aktive yontemi; 1958
yilinda Blois tarafindan serbest DPPH radikali kullanilarak, antioksidan aktiviteyi
tayin etmek diislincesiyle gelistirilmistir. DPPH radikalindeki tek nitrojen atomu
antioksidanlardan gelen bir hidrojen atomu ile hidrazine indirgenir (Kedare ve Singh,
2011) (Sekil 2.19).

Sekil 2.19 1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil ve 1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazinin

Molekiiler Yapilari
DPPH molekiilii iizerinde delokalize bir elektron bulundurmasi sebebiyle serbest bir

radikaldir. 520 nm’de etanoldeki ¢6zeltisi absorbans verir ve radikalin koyu menekse
renginin artmasina sebep olur. DPPH radikali Z¢ ve dondr molekiil AH, birincil bir
reaksiyonla ZH seklinde indirgenmis bir form olusturur ve Ae seklinde serbest bir
radikal ortaya ¢ikar (Sekil 2.20). Sonraki radikal tiim sitokiyometriyi kontrol eden bir
dizi reaksiyona maruz kalir. Cozeltide radikalin indirgenmesiyle indirgenmis yap1

menekse renginin agilmasina sebep olur (Blois, 1958).
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Sekil 2.20 DPPH Radikalinin Kimyasal Yapisi ve A-H ile
Reaksiyonu (Albayrak ve ark., 2010)
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1995 yilinda Brand-Williams ve arkadaslarinin metodu modifiye etmesiyle yaygin bir
sekilde kullanilmaya baslanmistir. Ayrica, Brand ve arkadaslar1 ECso degerini,
baslangictaki DPPH konsantrasyonunun %50°sinin azalmasi i¢in harcanan antioksidan
miktarin1 ifade eden deger olarak tanimlamistir (Brand-Williams ve ark., 1995).
Antioksidan aktivite arttik¢a, ECso degerinin diismesi beklenir. Yaygimn bir sekilde
kabul goren bir metot olmasina ragmen kisitli bir metottur. DPPH radikalinin diger
radikallerle etkilesime girebilmesi, Lewis bazlarmma karsi hassas olmasi, sadece
organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilmesi, basit bilesiklerle girisim yapmasi, metanol ve
aseton igindeki ¢ozeltisinde 151k altinda absorbansinin diismesi gibi bazi dezavantajlari

vardir (Kedare ve Singh, 2011).

2.5.2 Bakir(IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi
Apak ve arkadaslar1 (2004) kromojenik bir yiikseltgen olan Cu(Il)-neokuproin (Nc)
reaktifini kullanarak, flavonoidler, gida polifenolleri, C vitamini ve E vitamini i¢in
basit, genis bir alanda uygulanabilen bir antioksidan kapasite tayin yontemi
gelistirmislerdir. Toplam antioksidan kapasite tayininde kullanilan bu yontem 2004
yilinda diinya literatiiriine Cupric Reducing Antioxidant Capacity: CUPRAC (Bakir
(11) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) ismiyle gegmistir.

Metot genel olarak antioksidan ¢6zelti (direkt veya asit hidrolizinden sonra), bakir (11)
¢ozeltisi, neokuproinin alkoldeki ¢ozeltisi ve amonyum asetatin pH 7 tampon ¢6zeltisi
karigimlarinin 30 dakika inkiilbasyonundan sonra 450 nm’de spektrofotometrik
Ol¢limiiniin alinmasi esasina dayanmaktadir. Renk gelisimi, askorbik asit, gallik asit
ve kuersetin gibi bilesikler i¢in hizliyken, narinjin ve narinjenin gibi bilesiklerde
yavastir. Bu durumda oksidasyonun tamamlanmasi igin 20 dakika boyunca {[Cu(ll)-

Nc] reaktifinin ilavesinden sonra} 50 °C’deki su banyosunda inkiibasyon yapilabilir.

2,9-Dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin Nc)’nin Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-
neokuproin kompleksinin [Cu(ll)-Nc], 450 nm’de maksimum absorbans veren
bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] selatina indirgenme yeteneginden yararlanilarak
antioksidan kapasite hesaplanmaktadir (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21 CUPRAC Yo6nteminin Kromojenik Oksidasyon Araci Olan Cu(ll)-Nc
Reaktifinin Antioksidanlarla (Ar(OH)N) Reaksiyonu Sonucu Cu(l)-Nc
Renkli Selatinin Olusumu (Apak ve ark., 2004)

Yontemde fenolik hidroksiller, CUPRAC redoks reaksiyonu ile kinon yapilarina
doniisiir ve bu redoks reaksiyonu sonucunda olusan Cu(I)-Nc selati 450 nm’de
maksimum absorbans gosterir. Olusan renk, metal—ligand yoniindeki yiik aktariminin
sonucudur. Bu reaksiyonda, (OH)n grubu igeren antioksidanlar, teorikte 2n-e~ donérii
olarak hareket eder.

CUPRAC yonteminde kullanilan bis(neokuproin)-Cu(Il) kloriir ile antioksidan
arasindaki reaksiyon sekil 2.22°de gosterildigi gibidir (Apak ve ark., 2004).

2n Cu (Nc)22* + Ar (OH)n - 2n Cu(Nc)2" + Ar(O)n + 2n H*

Sekil 2.22 Bis (Neokuproin)-Cu (Il) Kloriir Ile Antioksidan Arasindaki Reaksiyon
(Apak ve ark., 2004)

Bu metot, diger elektron transferi bazli yontemlere gore ¢ok belirgin avantajlara
sahiptir. Basitligi, kullanighligi, kullanilan reaktiflerin ~stabilititesi, genis
konsantrasyon araliklarindaki tekrarlanabilirligi, ¢alisma pH’1 segiciligi (Folin ve
FRAP metotlarinin aksine), hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara
uygulanabilirligi (Folin ve DPPH yontemlerinin aksine), reaksiyon kinetiklerinin bazi
yontemlerden daha hizli olmas1 (FRAP yontemi), yiyeceklerde bulunan seker ve sitrik
asidi etkilemeden antioksidanlar1 segici bir sekilde ylikseltgeyebilme 06zellikleri
sebebiyle diinya ¢apinda kabul géren bir yontem olmustur. Yontem cesitlemeleri ile
birlikte ¢ok sayida atif almistir ve diinyada 6nemli gida antioksidan aragtirmalari yapan

laboratuvarlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Apak ve ark., 2007).
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2.5.3 Metal Selatlama AKktivitesi
Demir bilesikleri, Fenton reaksiyonlari ile serbest radikaller olustururlar (Sekil 2.23).
Fe?* iyonlarinin yiiksek reaktivitesinden dolay1 lipit oksidasyonuna sebep oldugu

bilinmektedir (Gtilgin, 2005).

Fe?* + H,0; — Fe** + HO' + HO -
Sekil 2.23 Fenton Reaksiyonu (Giilgin, 2005)
Antioksidanlar serbest demiri baglayarak, serbest demirin olasi etkilerini ortadan
kaldirirlar ve boylece Fenton reaksiyonlari sonucu ortaya cikan serbest radikal
olusumu engellenmis olur. Bu sebeple metal selatlama aktivitesi antioksidan

kapasiteyi belirlemede olduk¢a 6nemli bir yontemdir (Arora ve ark, 1998).

Baska bir sekilde ifade edersek metal selatlama aktivitesi, ortamdaki Fe?* iyonlarinin
inhibisyonu ile ol¢iiliir. Antioksidan maddedeki selat ajanlarinin demir iyonunu

selatlamasi ve sonrasinda ortamdaki kirmizi rengin azalmasinm igerir (Mathew ve

Abraham, 2006).

Antioksidanlarin yiiksek metal selatlama aktivitesi géstermesi, insan saglig1 agisindan
faydalidir. Viicutta metal iyonlarinin fazlaligi ¢esitli anomalilere yol agabilir. Metal
iyon gecisleri, viicutta oksidadif hasara neden olurlar ve bu hasar Alzeimer ve
Parkinson gibi norolojik dejeneratif bozukluklar1 meydana getirir. Bitki ekstrelerinin

metal selatlama aktivitesi ¢cok onemlidir.

Metal selatlama yontemi, selatlama terapisi ismi ile de bazi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Selatlama terapisi, notralize demir iyonu yiiklemesiyle talasemi ve
diger anemilerin tedavisi i¢in kullanilan yaygin bir yontemdir. Mevcut durumda
selatlama aktivitesi i¢in kullanilan sentetik bilesiklerin yan etkisi oldugu ileri
siriilmektedir. Bu nedenle metal iyonlarmin bitkisel ilaglar ile gelatlanmasi

yonteminin gelistirilmesi terapotik agidan 6nem tasimaktadir (Sudan ve ark., 2014).

2.5.4 PFRAP (Potasyum Ferrisiyaniir indirgeyici Gii¢) Yontemi

Fe®" iyonlarinin Fe?* iyonlarina indigenmesini temel alan bir antioksidan aktivite tayin
yontemidir. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi, onun potansiyel antioksidan
aktivitesinin 6nemli bir ayracidir (Benslama ve Harrar, 2016). Yontemde ¢6zeltinin
sar1 renginin, bilesiklerin indirgeme giiciine bagli olarak mavi ya da yesilin farkli

tonlarina donligmesi asagidaki reaksiyonla gozlemlenir (Jayanthi ve Lalitha, 2011).
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[K3Fe(CN)e] + FeCls — [KaFe(CN)e] + FeCl2

Sekil 2.24 Fe** Iyonlarinin Fe?* Iyonlarina Indirgenme Reaksiyonu (Jayanthi ve
Lalitha, 2011)

Metotta indirgeyicilerin varhginda, Fe*'-ferrisiyaniir kompleksinin Fe?* iyonuna
doniistimii kullanilmaktadir (Sekil 2.24). Maksimum absrobans 700 nm’de Prusya
mavisi rengi gozlemleyerek, Fe** iyonu konsantrasyonunu tespit etmek miimkiindiir
(Jayanthi ve Lalitha, 2011). Indirgeyici giicii olan bilesikler elektron donérii olarak
davranirlar ve oksitlenmis lipid peroksidasyon islemlerini azaltabilirler. Bdylece
birincil ve ikincil antioksidan rolii iistlenirler (Sudan ve ark., 2014). Bir bilesigin
indirgeyici giicii o bilesigin redoks reaksiyonundaki elektron transfer kapasitesine
isaret eder. Bunun sonucunda serbest radikallerin daha az reaktif ya da inert iiriinlere
dontistiiriilmesine yol acar. Antioksidanlarin indirgeyici kapasitesi, polifenoller ve
flavonoidler gibi bilesiklerin elektron transfer etme ozelliklerine baglhidir. Birgok
calisma bitki ekstrelerinin giiglii bir indirgeme kapasitesi oldugunu gostermektedir.
Diger yandan bir¢ok arastirmaci, polifenol yapi ile demir iyonu indirgeyici kapasite
arasinda bir iliski oldugunu raporlamistir. Fenolik bilesikler serbest radikalleri
yakalama, lipid peroksidasyonunu engelleme ve indirgeyici etkileri sebebiyle

antioksidan olarak adlandirilirlar (Benslama ve Harrar, 2016).

2.5.5 Ferrik Tiyosiyanat (FTC) ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini Yontemi
Metot, linoleik asidin (LOOH) fosfat tamponu ile karistigi ortamda 37 °C’de

inkiibasyonu ile olusan peroksit miktarinin dl¢limiine dayanir.

Peroksit ile demir(II) kloriir tepkimeye girer ve Fe?", Fe3*’e yiikseltgenir (Sekil 2.25).
Fe®* NH4SCN ile tepkimeye girerek kirmizi renkli FeSCN?* kompleksi olusur (Sekil
2.26). 500 nm’de absorbans oOlgiimii alinir. Kirmizi renk arttikga absorbans da
artacaktir (Zahin ve ark., 2009). Antioksidan varliginda lipid peroksit {liriinii meydana
gelemeyecegi icin ortamdaki peroksit miktar: ne kadar yiiksek ise antioksidan aktivite

o kadar diistiktiir (Yavaser, 2011).

LOOH + Fe?* — LO-+ OH" + Fe®*
Sekil 2.25 Peroksit ile Demir(ll) Kloriir Reaksiyonu (Yavaser, 2011)
Fe3* + NH4SCN > FeSCN?* + NH**

Sekil 2.26 Olusan Fe®*" Iyonlarinin NH,SCN ile Reaksiyona Girerek FeSCN?*
Olusturmasi (Yavaser, 2011)
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2.5.6 Fitokimyasal Yontemler

2.5.6.1 Gallik Asit Esdegeri Toplam Fenolik Bilesen Tayini (Folin Ciocalteu)
Y ontemi

Bitkiler bir veya daha fazla asidik hidroksil grubunun fenil halkasina bagl oldugu ¢ok
cesitli  fenolik metabolitler iretirler. Hidroksisinamik asitler, flavonoidler,
antosiyaninler ve taninler fenolik sinifinin biiylik cogunlugunu temsil ederler. Fenolik
bilesikler milkemmel oksijen radikali siipiiriiciisiidiirler. Cilinkii fenolik radikallerin
elektron indirgeme potansiyeli, oksijen radikallerinin elektron indirgeme

potansiyelinden daha diisiiktiir.

Gidalarda ya da biyolojik 6rneklerde toplam fenolik bilesigin miktarini tespit etmek
icin ¢ok ¢esitli yontemler mevcuttur. Bu yontemler genellikle kolorimetrik bir reaktif
ve fenolik bilesiklerin reaksiyonu ile spektrumun goriiniir bélgesindeki bir 6l¢iime
dayanir. Folin-Ciocalteu (FC) yontemi gida iirlinleri ve ek besinlerin antioksidan
kapasitelerinin rutin kalite kontrolii ve 6lgiimii i¢in kullanilan standart bir metotttur.
Metot; alkali ortamda fenolik bilesiklerden, fosfomolibdik/fosfotungstik asit
kompleksine elektron transferine dayanir. Mavi renkli kompleks, 760 nm’de
spektroskopik olarak tespit edilir. Standart kimyasal olarak genellikle gallik asit

kullanilir ve sonuglar gallik asit esdegeri cinsinden verilir.

FC metodunun yorumlanmasinda en ¢ok ortaya ¢ikan sorun, oOrnekteki diger
oksidasyon subtratlarinin girisim yapabilecegidir. Singleton ve Rossi, askorbik asitin
FC reaktifi ile reaksiyona girebilecegi ihtimali iizerinde durmus ve bu yontemi
saraplarda fenolik madde tespiti yapmak amaciyla gelistirmislerdir (Singleton ve
Rossi, 1965). FC kimyasinin genel dogasi sebebiyle, yontemde toplam fenoller ve
diger oksidasyon substratlarinin 6l¢limii mevcuttur. Yine de FC ydntemi basit,
tekrarlanabilir olmasi agisindan fenolik bilesen tayini ¢alismak i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Ainsworth ve Gillespie, 2007).

2.5.6.2 Kuersetin Esdegeri Toplam Flavonoid Bilesen Tayini Yontemi

Flavonoidler, C6-C3-C6' yapisinda, 15 karbon atomundan olusan diisiik molekiil
agirhikli bilesiklerdir (Kolag ve ark., 2017). Flavonoidler, hastaliklarla savasmada
insan sagligina faydali oldugundan kuvvetli antioksidanlardir. Flavonoidlerin

antioksidan kapasitesi molekiiler yapilarina baghdir. Hidroksil gruplarinin pozisyonu

25



ve kimyasal yapidaki diger 6zellikler flavonoidin antioksidan ve radikal stiptiriicii

aktiviteleri i¢in 6nemlidir (Pallab ve ark., 2013).

Metodun prensibi aluminyum Kkloriirin C-4 keto gruplariyla veya flavon-
flavonoidlerin C-3 veya C-5 hidroksil gruplariyla sabit kompleksler olusturmasidir.
Kullanilan metot kolorimetrik bir metottur. Calismalarda, bitki 6rnegi ekstrelerinde
toplam flavonoid 6l¢iimii i¢in kuersetinin uygun bir referans oldugu raporlanmistir. Bu
nedenle ¢esitli konsantrasyonlardaki kuersetin ¢ozeltileri standart kalibrasyon egirisini

cizmek lizere kullanilir (Bag ve ark., 2015).

2.6 Onceki Cahsmalar

Rebiai ve Lanez, (2012) 2010-2011 yillarinda Kuzeybati Cezayir’deki 5 farkli
bolgeden kurutulmus ar1 poleni toplamiglardir. Molibdat iyonu indirgeme metodu
kullanilarak toplam fenolik bilesikler, flavonoidler ve antioksidan aktivite tespit
edilmistir. Fenolik bilesiklerin ortalama degeri 30.46 + 8.22 mg GAE/g polendir.
Molibdat iyon indirgeme metodu kullanilarak 71.95-101.5 pg GAE'g polen
degerleriyle yiiksek bir antioksidan aktivite gdzlemlenmistir. Sonucglara gore ar1
poleninin metanol ekstraktinin dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi

ortaya ¢ikmistir.

Carpes ve ark., (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada farkli konsantrasyonlardaki etanol ile
hazirlanan polen ekstrelerinde, antioksidan aktivite ve fenolik igerik saptamiglardir.
%40 ve %90 arasinda hazirlanan etanol ekstrelerinin fenolik bilesik igeriginde
farkliliklar vardir. %60, %70 ve %80 oraninda etanol ile hazirlanmis polen ekstreleri
daha yiiksek antioksidan etki gostermesine ragmen ekstreler arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamustir. Toplam fenolik miktar1 Slagoas State poleni igin 3.6 dan
8.1 mg’a, Parana State poleni i¢cin 6.6’dan 10.9 mg’a GAE/g diizeyinde bulunmustur.
En yiiksek diizeyde antioksidan aktivite %60 Parana State poleninin etanol ektresinde
bulunmustur. Sonuglara bakilarak farkli orandaki ekstrelerin farkli fenolik bilesen

icermesi nedeniyle farkli antioksidan aktivite gosterdikleri gozlemlenmistir.

Morais ve ark., (2011) Portekiz dogal parklarindan topladiklar1 bes farkli polen
orneginde, Folin—Ciocalteu metodu kullanarak fenolik bilesik i¢erigini 10.5 ve16.8 mg
GAE/qg polen olarak bulmustur. DPPH radikali siipiirme aktivitesi ise en yiiksek olarak

ECso: 2.16 mg/ml olarak gézlemlenmistir. Caligmanin sonuglarina bakildiginda ar1
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poleninin saglikli bilesiklerin 6nemli bir kaynagini olusturdugu ve hastaliklardan

korunmada faydali olabilecegi diistincesi desteklenmistir.

LeBlanc ve ark., (2009) Sonoran Colii’nden topladiklar1 6 farkli polen orneginde 8
farkli ¢oziicii ile hazirladiklar1 6rneklerde DPPH ve FRAP analizleri uygulamistir.
Standart olarak troloks, gallik asit ve a-tokoferol kullanilmistir. Mimoza poleni en
yiiksek antioksidan etkiye sahiptir. Toplam polifenoller, flavanoller, flavonlar tespit
edimis ve sonuglar gallik asit, Kkuersetin, narinjenin miligrami cinsinden
raporlanmistir. Antioksidan aktivite ve fenolikler arasinda iyi bir iliski oldugu

gozlemlenmistir.

Leja ve ark., (2005) 12 bitki 6rnegi ar1 poleninin fenolik bilesiklerini ve antioksidan
kapasitelerini saptamislardir. Polenlerde fenolik bilesik seviyesi 82.4-12.9 mg/g polen
arasinda, flavanol igerigi ise 1.7- 13.4 mg/g polen arasinda saptanarak biiyiik bir
cesitlilik gostermistir. Radikal siipiiriicii aktivite (%8.6-91.5 DPPH nétralizasyonu),
hidroksil radikali siipiiriicii aktivite (%210.5-98 deoksiriboz bozunma inhibisyonu)
testlerinin kendi i¢lerinde biiyiik farklar mevcuttur ve calisilan biitiin 6rneklerde bu
test sonuglar1 ve fenolik bilesik igerigi arasinda direkt bir iliski saptanmamustir.
Toplam antioksidan aktivite farklilik gosterse de ¢ogu polende antioksidan aktivite
yiiksek ve fenil propanoid seviyesi ile uyumludur. Bitki 6rneklerinin ¢ogunda ar1

poleninin antioksidan kapasitesinin ¢ok yiiksek oldugu gbzlemlenmistir.

Pascoal ve ark., (2011) Ispanya ve Portekizden topladiklar: 8 gesit ticari polen ile bir
calisma yiirtitmislerdir. Bu 8 ¢esit polene DPPH radikali siipiiriicii aktivite analizi ve
lipid peroksidasyonunun inhibisyonu analizleri yapilmistir. Ornekler i¢inde en yiiksek
fenolik deger 32.15 + 2.12 mg GAE/g polen, en diisiik fenolik deger 18.55 + 0.95 mg
GAE /g polen, en yiiksek flavonoid deger 10.14 + 1.57 mg CAE/g polen, en diisiik
flavonoid deger ise 3.92 + 0.68 mg CAE/g polen olarak bulunmustur. Sonuglara gore
bu calismada fenolik bilesikler ile antioksidan aktivite arasinda gii¢li bir iliski

olmadig1 a¢iga ¢ikmustir.

Temizer ve ark., (2018) Tiirkiye’de farkli 7 sehirden topladiklari polen cesitleri
tizerinde toplam fenolik icerigi, toplam flavonoid icerigi, hidrojen peroksit siipiiriicii
aktivite, demir indirgeme giicli, radikal siipiiriicii aktivite, metal selatlama aktivitesi

metotlarini ¢alismiglardir. Toplam fenolik igerigi, toplam flavonoid igerigi, hidrojen
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peroksit siiptiriicii aktivite, demir indirgeme giicii, radikal siipiiriicii aktivite, metal
selatlama aktivitesi ¢aligmasinin sonuglari sirastyla 1360.70-2981.34 mg GAE/100 g
polen, 74.23-111.74 mg kafeik asit esdegeri/100 g polen, 25.56-30.28 pg/ml, %71.92-
73.86, 52.26-53.27 ng/ml ve %43.97-65.21 olarak elde edilmistir. BHA, BHT ve
tokoferol standartlarina kars1 ¢alisildiginda hidrojen peroksit siipiiriicii aktivite, demir
indirgeme giicli ve radikal siipiiriicii aktivite ¢aligmalarinda polen 6rnekleri etkili bir

antioksidan aktivite géstermislerdir.

Jin ve ark., (2018) 2016 yili Temmuz ayimnda Changbai Dagi, Kuzey Jilin ve Cin’den
ar1 polenleri toplamislardir. Topladiklar1 polenleri su ve metanolde ¢ézmiislerdir ve bu
polen ekstrelerine in-vitro kosullarda DPPH radikali siipiiriici aktivite, O2' radikali
slipiiriicii aktivite ve Demir indirgeme giicii testlerini; in-vivo kosullarda ise siiperoksit
dismutaz, lipid peroksidasyonu ve toplam antioksidan kapasite tayini testlerini
uygulamiglardir. Sonuglara bakildiginda in-vitro kosullardaki metanol ekstreleri daha
yiiksek antioksidan aktivite gostermislerdir. Hayvan deneylerinde siiperoksit dismutaz
ve toplam antioksidan kapasite doza bagli olarak yiikselmistir. Sonuglar thlamur ar1
poleni metanol ekstresinin dogal bir antioksidan kaynagi olarak fayda saglayacagina

isaret etmektedir.

Marghitas ve ark., (2009) Romanya’nin farkli bolgelerinde topladiklart 12 adet ar1
poleninde antioksidan kapasite ve toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigi
arastirilmistir. DPPH radikal siipiiriicli aktivite, troloks esdegeri antioksidan kapasite
ve demir indirgeme giicii testleri uygulanmistir. Toplam fenol igerigi 4.4 mg GAE/g-
16.4 mg GAE/g polen arasinda, toplam flavonoid igerigi 0.6 mg QE/g -13.6 mg QE/g
polen arasinda, DPPH degerleri 0.135- 2.814 mmol Troloks/g polen , TEAC (Troloks
esdegeri Antioksidan Kapasite) metodu sonuglari 0.546 mmol Troloks/g - 6.838 mmol
Troloks/g polen ve (FRAP) sonuglart ise 0.255-5.355 mmol Fe (I1)/g polen arasinda
tespit edilmistir. Sonuglara bakildiginda antioksidan aktivite ve farkli botanik orjinli
polenlerin toplam polifenol icerigi arasinda biiyiik bir degiskenlik mevcuttur. Bu
sonuglar 1s181nda antioksidan aktivitenin her bir tiir igin farkli oldugu ve toplam fenolik

bilesen igerikleri ile net bir sekilde iligkili olmadigi saptanmustir.

Sahin ve ark., (2014) Karadeniz bdlgesinden topladiklari on farkli deli bal 6rneginde
antioksidan aktivite tayini ve Grayanotoksin-III tayini yapmislardir. Grayanotoksin-
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Il tayini LC-MS/MS cihazinda yapilmistir. Sonuglar arasinda 7 numarali bal
orneginin Grayanotoksin-III miktar1 68.754 nug/g bal sonucuyla en yiiksek seviyede
bulunmustur. Topladiklar1 6rnekleri metanolde ¢ozerek antioksidan aktivite analizleri
yapmuglardir. Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu yontemiyle yapilmis
sonuglar 0.134-0.606 GAE/g bal, FRAP sonuglar1 0.619-1.606 umol Troloks/g bal,
ABTS ve DPPH radikali siipiiriicti aktivite sonuglari sirastyla 0.302-0.918 ve 0.030-
0.097 g/ml bulunmustur. Ballarin radikal stipiiriicii aktiviteleri her iki yontemde de
trolokstan daha dusiik ¢ikmastir. Calisilan on ornek arasinda 3. ornek FRAP, ABTS,
DPPH ve toplam fenolik madde degerleri agisindan en yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip bulunmustur.

Kurtoglu ve ark., (2014) 2010, 2011 ve 2012 yillarinda 3 yil boyunca Karadeniz’de 7
bolgeden topladiklar1 178 deli bal 6rneginde nem, asitlik, prolin igerigi, HMF, diastaz
sayisi, seker kompozisyonu, toplam fenolik madde, radikal siipiiriicii aktivite ve
grayanatoksin tayini analizleri yapmistir. Yapilan grayanatoksin tayini analizinde
ortalama sonuglar GTX I ve GTX 3 i¢in sirastyla 0.4 + 1.69 ve 8.20 + 1.93 mg/kg bal
tespit edilmistir. Antioksidan aktiviteyi 6lgmek amaciyla yaptiklari antioksidan
aktivite testlerinde toplam fenolik madde ortalamasi 2010 yilinda 131 + 6.55, 2011
yilinda 87.7 + 4.04 ve 2012 yilinda 108 + 7.63 mg/kg bal tespit edilmistir. Radikal
stiptiriicti aktivite ortalamalar1 2010 yilinda %84.3 + 3.60, 2011 yilinda %76.3 + 2.51
ve 2012 yilinda %91 + 1.02 olarak tespit edilmistir.

Silici ve ark., (2010) Karadeniz bolgesinden elde edilen 50 adet deli bal 6rneginde
Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde igerigi, fosfomolibden yontemi ve
DPPH radikali siipiiriici aktivite analizleri yapmistir. Yapilan analizler sonucunda
toplam fenolik madde igerigi 0.24-141.83 mg GAE/100 g bal olarak bulunmustur.
Ballarin antioksidan aktivitesi 12.76-80.80 mg AAE/g (Askorbik Asit Esdegeri) bal
olarak tespit edilmistir. Radikal siipiiriicii aktivite ise %2.3 ile 90.73 arasinda
saptanmistir.  Bal en  yiiksek  antibakteriyel  aktiviteyi ~ Pseudomonas
aeruginosa ve Proteus mirabilis’e kars1 gostermistir. Bu Sonuglar 1s18inda deli balin
insan sagligin1 koruyacak antibakteriyel ve antioksidan bir ajan oldugu ortaya

konmustur.
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Malkog ve ark., (2016) deli balin nektar kaynagi olan Rhododendron Ponticum’u
kimyasal olarak karakterize etmis ve toplam fenolik madde, antioksidan 6zellikler
acisindan incelemistir. Antioksidan aktivite, ABTS ve DPPH radikali siipiiriicti
aktivite bakimindan iki farkli yontemle incelenmistir. Fenolik asit ve flavonoidler
yiiksek basingli stvi kromatografi (HPLC) ile tespit edilmistir. Cigeklerin metanol
ekstreleri yapraklarla kiyaslandiginda 349.53 + 0.346 mg GAE /100 g ekstre ile en
yiiksek toplam fenolik madde igerigine sahip bulunmustur. Toplam flavonoid igerigi
311.16 +1.669 mg QE /100 g ekstre , ICso degeri bakimimndan DPPH 1.23 mg/ml ABTS
ise 1.30 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Gok Ugur ve ark., (2015) Karadeniz Bélgesinde, Ordu ilinde, Gogiis Hastaliklart
Poliklinigi’nde deli bal kullanimu ile ilgili arastirmaya katilmayi kabul eden 353 hasta
ile bir calisma yapmislardir. Bu calismada hastalarin deli bali astim, mide ve bagirsak
rahatsizliklar, hipertansiyon ve oksiiriik durumunda kullandig1 ve deli bal kullanan
hastalarin bir kisminin zehirlenme yasadigi belirlenmistir. Deli bal zehirlenmesinde
goriilen semptomlar alinan doza bagli olarak, kisiden kisiye degismekte ve bazi
durumlarda farklilik gosterebilmektedir. Bu kapsamda, arastirmada deli bal tiikketimi
fazla olan kisilerin zehirlenme durumu yasadigi diistiniilmektedir. Calisma sonucunda
saglik profesyonellerinin halka deli balin viicuttaki etkileri ve riskleri konusunda

egitim ve danismanlik yapmasi 6nerilmektedir.

Koca ve ark., (2007) deli bal hakkinda verdikleri bir brifingte su bilgileri vermislerdir.
Ericaceae ailesinden bitkiler insanlari zehirleyen grayanatoksinleri tiretmektedirler.
Bu zehirlenmeler genellikle Rhododendron nektarlarindan meydana gelmektedir.
Tiirkiye’de ¢ok goriilen bir zehirlenmedir. Genellikle deli bal tiikketimindeki doz agimi1
sebebiyle meydana gelmektedir. Deli bal zehirlenmesinin belirtileri bulanti, kusma,
halsizlik, terleme, asir1 tiikiiriik gibi etkilerdir. Zehirlenme etkileri nadiren 6liimciildiir
ve 24 saatten fazla siirmez. Halk saglig1 i¢in olumsuz etkileri goriilse de deli balin
kimyasal yapist ve deli bal zehirlenmesinin 6nlenmesi gibi konularda ¢ok detayli

bilgiler mevcut olmadigi igin yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

LT
3.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler
2, 2-Difenil-1-pikrillhidrazil (DPPH)

Bakar(II) kloriir (CuCly)

Demir(II) kloriir (FeCly)

Demir(11I) kloriir (FeCls)

Sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4.2H20)
Sodyum fosfat dibazik dihidrat (NazHPO4.2H20)
Potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)s]

Trikloroasetik asit (CCIsCOOH)

Aluminyum(III) kloriir (AlICl3)

Ferrik Tiyosiyanat (FTC: CsFeN3Ss)

Monosodyum fosfat (NaH2POa)

Disodyum fosfat (NazHPOa)

Polisorbat 20 (Tween-20)

Hidroklorik asit (HCI)

Amonyum asetat (CH;COONHy4)

Amonyum tiyosiyanat (NH4sSCN)

Etilendiamin tetra asetik asit disodyum tuzu (EDTA)
Sodyum nitrit (NaNO3)

Aluminyum kloriir (AICl3)
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Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum karbonat (Na;COs)

Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

3-(2-Pikridil)-5,6-bis (4-fenil-siilfonik asit)-1,2,4-triazin (Ferrozin)
(+)-6-Hidroksil-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks)
2-Amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol (Tris)

Rezorsinol (1,3-Dihidroksibenzen)

Gallik asit (3,4,5-Trihidroksibenzoik asit)

Folin—Ciocalteu reaktifi (Fosfomolibdat ve fosfotungistatin bir karigimidir.)

Kuersetin [2-(3,4-Dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-1-benzopiran-4-on,
3,3",4',5,6-Pentahidroksiflavon)]

Linoleik asit (cis-9, cis-12-Oktadekandioik asit)
Askorbik asit (Vitamin C)

Neokuproin (2,9-Dimetil-1,10-fenantrolin)
Etanol

Metanol

3.2 Kullanilan Cihazlar ve Yardimci Gerecler
‘Wise Stir MSH-20A” ve ‘Heidolph MR’ marka isiticih manyetik karistiricr sadece
karistirma fonksiyonuyla oda sicakliginda ve tampon ile diger c¢ozeltilerin

hazirlanmasi sirasinda kullanildi.

‘Sartorius Arium’ marka saf su cihazi antioksidan aktivite ¢alismalarinda,
ekstraksiyon islemlerinde kullanilacak saf suyun hazirlanmasinda ve antioksidan

yontemler i¢in kullanildi. Ultra saf su i¢in Merck Milli-Q saf su sistemi kullanildu.
‘Ohaus Pioneer’ marka hassas terazi tiim tartim islemlerinde kullanildi.

‘Nuve ST30’ marka ¢alkalamal su banyosu (Ankara, Turkey) inkiibasyon iglemleri

icin kullanild.
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Soliisyonlar ‘Velp Scientifica Tx4 Digital’ (Usmate, Italy) marka IR sensorlii vortex
karistiricr kullanilarak vortekslendi, tam ¢ozlinme icin ve bazi testlerde inkiibasyon

amach da kullanilda.

‘MPW-351R Laboratory Centrifuge’ (MPW Med. Instruments, Warsaw, Poland)

marka cihaz santrifiij isleminde kullanildu.

Her bir antioksidan yontemde absorbans tayini uygun dalgaboyu ayarlanarak ‘Epoch
2 Microplate spektrofotometre’ (BioTek, Winooski, USA) marka cihaz kullanilarak
olgiildi.

Ekstrelerin ¢oziiciileri domer buharlastirict ‘Heidolph-2° ve onun ekipmani

‘Heidolph Rotavac Vario pumping unit’ marka cihaz kullanilarak buharlagtirildi.

FTIR spektroskopik c¢alismalar1 ‘Shimadzu IR Affinity-1’ marka ATR ekipmanli
FTIR spektrometresi ile 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda yapildi.

UV-Vis spektroskopik analizleri ‘Shimadzu UV-1800" marka spektrofotometre
kullanilarak 200-900 nm dalga boyu araliginda, 1.5 mg/3 ml konsantrasyondaki su ve

etanol ekstrelerinde yapildi.

3.3 Polen Materyalinin Temini

Arn polenleri; 2017 yilinin Mayis-Haziran aylarinda Sinop-Ayancik Mestan koyi
41°51'12.1"N 34°32'12.0"E lokasyonunda, 446 m rakimdan, Ordu-Altinordu Ortakoy
mabhallesinde 40°49'25.7"N 37°58'55.6"E lokasyonunda, 945 m rakimdan, Giresun-
Merkez Hamidiye Koyt 40°49'43.7"N 38°15'59.3"E lokasyonunda, 594 m rakimdan,
Trabzon-Vakfikebir Deregozii Koyii 41°00'52.6"N 39°21'22.2"E lokasyonunda, 473

m rakimdan polen tuzaklari ile aricilar tarafindan toplandi.

3.4 Polenlerin Tamimlanmasi, Ayiklanmasi ve Kurutulmasi

Taze ar1 polenleri mikroskop altinda tanimlama ve ayiklama islemlerinin ardindan
takiben Ordu Aricilik Arastirma Enstitiisti atolyesinde yapilan tepsili kurutucuda 40
°C’de kurutuldu. Kurutulduktan sonra ekstraksiyon islemi yapilincaya kadar +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edildi. Orneklerin bekletilmemesine 6zen gosterildi.

3.5 Polenlerin Ekstraksiyon Calismalar:
Ordu, Giresun, Trabzon ve Sinop illerinden temin edilen Rhododendron Ponticum ari

poleni ornekleri hassas terazide tartildi. Tartilan 6rnekler i¢in ¢dziicii olarak hem saf
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su, hem de etanol kullanildi. Polen 6rneklerine ait ekstreler, uygun hacimlerde saf su
ve etanol ekstreler hazirlandi. Analiz islemlerinde karigikligi 6nlemek amaciyla polen

ekstreleri kodlandi (Cizelge 3.1). Tiim ekstreler derin dondurucuda muhafaza edildi.

Cizelge 3.1 Polen Ekstrelerinin Kodlanmasi

Polen Kodu  Polen Ekstresi Igerigi

P1 Sinop Ar1 Poleni Su Ekstresi

P2 Ordu Ari Poleni Su Ekstresi

P3 Giresun Ar Poleni Su Ekstresi

P4 Trabzon Ari Poleni Su Ekstresi

P5 Sinop Ari Poleni Etanol Ekstresi
P6 Ordu Arni Poleni Etanol Ekstresi
P7 Giresun Ar Poleni Etanol Ekstresi
P8 Trabzon Ar Poleni Etanol Ekstresi

P1 5.08 g kuru polen iizerine 50.8 ml saf su, P2 5 g kuru polen iizerine 50 ml saf su,
P3 2.6 g kuru polen iizerine 26 ml saf su, P4 4.21 g kuru polen {izerine 42.1 ml saf su,
P5 5 g kuru polen tizerine 50 ml etanol, P6 4.96 g kuru polen iizerine 49.6 ml etanol,
P7 2.5 g kuru polen tizerine 25 ml etanol ve P8 5.03 g kuru polen iizerine 50 ml etanol
eklenerek 24 saat boyunca Wise Stir MSH-20A ve Heidolph MR isiticili manyetik
karistiricilar kullanilarak 300 rpm devirde oda sicakliginda karistirildi. Ornekler 24
saat karistirildiktan sonra stiziildii. Polenlerin iizerine P1 i¢in 25.4 ml saf su, P2 igin
25 ml saf su, P3 i¢in 13 ml saf su, P4 i¢in 21.05 ml saf su, P5 i¢in 25 ml etanol, P6
icin 24.8 ml etanol, P7 i¢in 12.5 ml etanol ve P8 icin 25 ml etanol daha eklenerek 24
saat boyunca manyetik karistirictda 300 rpm devirde oda sicakliginda karigtirildi. 48
saat siiren karistirma isleminden sonra ornekler siiziilerek ekstreler birlestirildi. P1-P8
ekstreleri doner buharlastirict kullanilarak 30 °C sicaklikta, gerektiginde pompa
kullanilarak (su ekstreleri igin) c¢oziiciileri ugurulup polen oziitleri elde edildi.
Ardindan cihazin vakum pompasi kullanilarak ar1 poleni ekstrelerinde kalabilecek

¢oOziiciiler tamamen uzaklastirildi.
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3.6 Verim Tablosu
Ekstraksiyon islemi sonrasi elde edilen P1-P8 polen ekstrelerinde polen ekstrat miktari

ve % verimler ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Polen Orneklerinin % Verim Hesaplari

Polen Kodu Kuru Bitki Ekstrakt % Verim
Materyali  Miktari (Q)
Miktar (Q)

P1 5.08 2.33 45.0
P2 5.0 2.56 51.20
P3 2.60 0.59 22.60
P4 4.21 2.34 52.06
P5 5.0 1.44 28.80
P6 4.96 1.25 25.20
P7 2.50 0.35 14.0
P8 5.03 131 26.04

3.7 Antioksidan Aktivite Tayin Caliymalari

3.7.1 Cozelti Hazirlama

3.7.1.1 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Cozeltileri

-0.25 mM DPPH Cozeltisinin Hazirlanmasi

5 mg 2, 2-Difenil-1-pikrillhidrazil 50 ml etanol i¢inde ¢6ziilerek hazirlanir. Karanlikta

saklanir ve giinliik olarak kullanilir.

3.7.1.2 Bakar(II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi
-Cozeltileri

-0.01 M Bakar(II) Kloriir Cozeltisi Hazirlanmasi

67.22 mg Bakir(II) kloriir 50 ml saf su iginde ¢oziilerek hazirlanir.

-7.5x10°° M Neocuproin Cozeltisi Hazirlanmasi
78 mg Neocuproin 50 ml etanol iginde ¢oziilerek hazirlanir ve serin bir ortamda

muhafaza edilir.

-1 M Amonyum asetat Tamponu Hazirlanmasi
7.7 g Amonyum asetat 80 ml saf su igerisinde ¢oziiliir ve pH ayarlanir. Bu amagla
seyreltik (0.1 M) HCI ya da KOH ¢ozeltileri kullanilir. pH ayarlandiktan sonra su ile

100 mI’ye tamamlanir.
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3.7.1.3 Metal Selatlama Aktivitesi Cozeltileri
-2 mM Demir(I1) Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi
0.0397 g Demir(II) kloriir 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir. Karanlikta

saklanir.

-5 mM Ferrozin Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.123 g Ferrozin 50 ml saf su i¢inde ¢oziilerek hazirlanir.

3.7.1.4 PFRAP (Potasyum Ferrisiyaniir indirgeyici Gii¢) Yontemi Cozeltileri
-0.2 M pH 6.6 Fosfat Tamponu Hazirlanmasi
- 0.2 M Sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4.2H.O) Cozeltisinin

Hazirlanmast

31.20 g sodyum fosfat monobazik dihidrat saf su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlanir.
- 0.2 M Sodyum fosfat dibazik dihidrat (Na2HPQO4.2H,0) Cézeltisinin Hazirlanmasi
35.59 g sodyum fosfat dibazik dihidrat saf su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlanir.

0.2 M sodyum fosfat monobazik dihidrat ¢ozeltisinden 250 ml, sodyum fosfat dibazik
dihidrat ¢ozeltisinden 93.75 ml alinarak iizerlerine 50 ml saf su eklenir ve pH 6.6’ya
ayarlanir. Bu amagla seyreltik (0.1 M) HCI veya KOH ¢ozeltileri kullanilir. pH
ayarlandiktan sonra ¢ozelti saf su ile 500 ml’ye tamamlanarak fosfat tamponu

hazirlanmis olur.

-%0.2°lik Demir(111) Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi
100 mg Demir(Ill) kloriir 100 ml saf su icinde ¢oziilerek hazirlanir. Karanlikta

saklanir.

-%1’lik Potasyum ferrisiyaniir Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 g Potasyum ferrisiyaniir 100 ml saf su i¢inde ¢oziilerek hazirlanir.

-%010’luk Trikloroasetik asit Cozeltisinin Hazirlanmasi
10 g Trikloroasetik asit 100 ml saf su iginde ¢oziilerek hazirlanir.

3.7.1.5 Toplam Fenolik Bilesen Tayini Cozeltileri
-Folin-Ciocalteu Cozeltisinin Hazirlanmasi

Saf su ile 10 kat seyreltilerek hazirlanir ve buzdolabinda saklanir.
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-%7.5’luk Sodyum karbonat Cozeltisinin Hazirlanmasi
7.5 g Sodyum karbonat tartilarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.7.1.6 Toplam Flavonoid Bilesen Tayini Cozeltileri
-%5’lik Sodyum nitrit Cozeltisinin Hazirlanmasi
5 g Sodyum nitrit tartilarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

-%010’luk Aluminyum(l11) Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 g Aluminyum(III) kloriir tartilarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

-1 M Sodyum hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi
4 g Sodyum hidroksit tartilir ve 100 ml saf su ile tamamlanarak hazirlanir.

3.7.1.7 Ferrik Tiyosiyanat ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini Cozeltileri
-0.04 M pH 7.4 Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

- A Cozeltisi:

27.8 g Monobazik monosodyum fosfat (NaH2PO4) saf su ile 1 L’ye tamamlanarak

hazirlanir.

- B Cozeltisi:
28.4 g Dibazik disodyum fosfat (Na2HPO4.2H20) saf su ile 1 L’ye tamamlanarak

hazirlanir.

Ardindan A ¢6zeltisinden 540 ml, B ¢ozeltisinden 126.6 ml alinir, {izerlerine 100 ml
saf su eklenir ve karistirilarak seyreltik (0.1 M) HCI veya KOH ¢ozeltileri ile pH 7.4°¢
ayarlanir. pH ayarlandiktan sonra ¢ozelti saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 0.04 M

pH 7.4 fosfat tamponu hazirlanmis olur.

-Linoleik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi
Bir kapta 313 ul linoleik asit, 10.15 ml 0.04 M pH 7.4 fosfat tamponu ile seyreltilir.

Ayr1 bir kapta 350 ul Tween-20 ve 10.15 ml 0.04 M fosfat tamponu hazirlanir. Iki ayri
kaptaki ¢ozelti birbirine eklenerek karistirilir ve saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak

linoleik asit ¢ozeltisi hazirlanir. Sogukta saklanir.

-20 mM Demir(II) kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.57 ml %37°1ik Hidroklorik asit saf su ile 100 ml’ye tamamlanr.
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281 mg Demir(II) kloriir yukarida hazirlanan hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 100 ml’ye
tamamlanarak 20 mM demir(IT) kloriir ¢6zeltisi hazirlanmis olur. Demir(II) kloriir HCI

¢ozeltisine bir ¢eker ocak altinda, dikkatlice azar azar eklenmelidir.

-%30’luk Amonyum Tiyosiyanat Cozeltisinin Hazirlanmasi
15 g Amonyum tiyosiyanat 50 ml saf su igerisinde ¢6ziilerek hazirlanir.

3.7.2 Antioksidan Aktivite Yontemlerinin Uygulanmasi

3.7.2.1 Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok cozeltiler hem ornekler hem de standart olarak kullanilan kimyasallar icin
hazirlandi. Bu amagla oOncelikle her bir 6rnek ve standart i¢in 1 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde ana stok c¢ozeltiler hazirlandi. Ardindan DPPH
yontemi ile belirlenen konsantrasyonlarin stoklari antioksidan aktivite ¢alismalari igin

hazirland1 ve buzdolabinda muhafaza edildi.

Yapilan ¢esitli denemeler sonucunda ilk dort ekstre suda (P1-P4) ve son 4 ekstre (P5-
P8) ise etanolde ¢oziildi. Tim standart stok gozeltileri i¢in ¢bziicii olarak etanol
kullanildi. Ardindan biitiin antioksidan aktivite tayini deneylerinde DPPH yo6ntemiyle
belirlenmis bes farkli konsantrasyon i¢in her bir 6rnege ve konsantrasyona karsilik bir
deney tiipii hazirland1. izleyen tiim galismalar istatistik analiz yapmak iizere iicerli

olarak gerceklestirilmistir.

3.7.2.2 Cahsilacak Konsantrasyon Aralhigimin Belirlenmesi

DPPH Radikali Stipiiriicii Aktivite Yonteminin ve diger testlerin uygulanabilmesi igin
ilk once drneklerin ¢alisilacak konsantrasyon araliginin belirlenmesi gerekmektedir.
% DPPH radikali giderme aktivitesi degeri %40-60 araligina denk gelen
konsantrasyonlar1 belirlemek tiizere cesitli konsantrasyonlarda caligmalar yapildi.
Yapilan ¢aligmalar sonunda %40-60 araligina denk gelen konsantrasyon araligi olarak
100-2000 pg/ml alinarak izleyen 5 konsantrasyon degeri tespit edildi: 100, 500, 1000,
1500 ve 2000 pg/ml.

Biitiin antioksidan aktivite tayin yontemlerinde belirlenen bu konsantrasyonlarda

caligmalar yapildi.
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3.7.2.3 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Analizinin Yapihsi

P1-P8 kodlu sekiz adet drnekten ve yontemin standardi olan BHT ve askorbik asitin
bes farkli stok konsantrasyonundan 500 ul 6rnek alinarak, 6nceden ornek ismi ve
konsantrasyon olarak etiketlenen iigerli cam tiiplerin icerisine aktarildi. Orneklerin
tizerine 3 ml etanol ve 300 ul 0.25 mM DPPH ¢ozeltisi karanlikta eklendi. Sadece 3
ml etanol ve 1 ml DPPH ¢6zeltisi bulunan tiipler kontrol olarak ve 3 ml etanol bulunan
tiip kor olarak hazirlandi. 60 Dakika boyunca karanlikta inkiibe edildikten sonra 517
nm’de kore karst okuma yapilarak absorbans degerleri saptandi. Standart olarak BHT
ve askorbik asit kullanildi. % DPPH Radikali Giderme Aktivitesi asagida gosterilen
formiile gore hesaplanarak grafik haline getirildi (Brand Williams ve ark., 1995).

% DPPH Giderme Aktivitesi = 2kentrol"4omek ;1 (3.1)

kontrol

seklinde olup burada Axontrol: kontroliin absorbans degeri, Asmek ise Ornegin absorbans
degerini ifade etmektedir.

3.7.2.4 Bakir(Il) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Analizinin Yapihsi

P1-P8 kodlu sekiz adet 6rnegin ve standartlarin her birinin bes konsantrasyondaki stok
cozeltilerinden iigerli tiiplere aktarmak {izere 62.5 pl alindi. Uzerine 125 ul 0.01 M
bakir(IT) kloriir ¢ozeltisinden eklendi. 125 ul 7.5 x 103 M neokuproin, 125 pl 1 M pH
7 amonyum asetat tamponu ve 75 pl saf su ilavesinden sonra 30 dakika bekletildi ve

450 nm’de kore kars1 okuma yapilarak absorbans degerleri saptanda.

Kor olarak saf su, standart olarak ise troloks ve askorbik asit kullanildi. Standartlarin
ve Orneklerin absorbans degerleri ile 6rneklerin CUPRAC aktivitesi standartlara kars1

hazirlanan bir grafik ile gosterildi (Apak ve ark., 2004).

3.7.2.5 Metal Selatlama Aktivitesi Analizinin Yapihisi

P1-P8 kodlu sekiz adet 6rnegin ve standartlarin her birinin bes konsantrasyondaki stok
cozeltilerinden iigerli tiiplere aktarmak iizere 250 pl alindi. Uzerlerine 925 ul saf su
eklendi ve 25 ul 2 mM demir(Il) kloriir eklendikten sonra oda sicakliginda 15 dk
calkalamali su banyosunda tam c¢oziinme saglandi. Ardindan her bir 6rnek ve
standardin {izerine 5 mM 50 pl ferrozin ¢ozeltisi eklendi. 25 Dakika ¢alkalamali su
banyosunda oda sicakliginda inkiibe edilen 6rneklerin 562 nm’de kor ve kontrole karsi

spektrofotometrik analizi yapilarak absorbans degerleri belirlendi. Kor olarak 25 pl
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demir(II) kloriir + 925 ul saf su karisimi kullanildi. Kontrol olarak 1175 pl su + 25 pl
2 mM demir(Il) kloriir + 50 pl ferrozin ¢ozeltisi kullanildi (Decker ve Welch, 1990).

% Metal Selatlama Aktivitesi asagida gosterilen formiile gore hesaplanarak grafik

haline getirildi.

% Metal selatlama aktivitesi = Skentrol=dornek . 10 (3.2)

Axontrol

seklinde olup burada Axontroi: kontroliin absorbans degeri, Asmek ise Ornegin absorbans

degerini ifade etmektedir.

3.7.2.6 PFRAP (Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Gii¢) Analizinin Yapilis1

P1-P8 kodlu sekiz adet 6rnegin ve standartlarin her birinin bes konsantrasyondaki stok
cozeltilerinden {igerli tiiplere aktarmak iizere 100 pl alind1. Uzerlerine 1250 ul 0.2 M
pH 6.6 fosfat tamponu ve 1250 ul %1°lik potasyum ferrisyaniir ¢ozeltisi eklendi ve
her bir tiip vortekslendikten sonra 50 °C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon isleminden sonra drneklerin sogumasi beklendi. Soguyan érneklere 1250
ul %10°1uk trikloroasetik asit ¢ozeltisi eklenerek 300 rpm devirde her bir tiip 10 dakika
santrifiijlendi. Santrifiijden sonra iistte kalan tabakadan 1250 pul alindi, {izerine 1250
ul su ve %0.1°lik 250 ul demir(IIT) kloriir eklendi. Iyice karigtirildiktan sonra oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi. 700 nm’de kor ve kontrole kars1 spektrofotometrik
analiz yapilarak absorbans degerleri belirlendi. Kontrol olarak 6rnek yerine 100 pl saf
su ve lizerine orneklere eklenen miktarda diger reaktifler ilave edilerek ayni islemlere
tabi tutuldu. Kor olarak ise bir tiipe 1250 pl %10°1uk trikloroasetik asit ¢ozeltisi, 250
ul %0.1°1ik demir(IIT) kloriir ve 100 pl saf su ilave edildi. Standart olarak BHT ve
askorbik asit kullanildi. Bu metotta artan absorbans degerleri yiiksek indirgeme
etkisini ifade etmekte olup, direkt olarak Olgiilen absorbans degerleri kullanilarak

sonuglar standartlara kars1 grafiklendirildi (Oyaizu, 1986).
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3.7.2.7 Ferrik tiyosiyanat (FTC) ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini
Analizinin Yapihs1

Ornek ve standart cozeltiler ana stoklar kullanilarak asagidaki ¢izelgeye gore

hazirlandi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Ornek ve Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ornek Almacak ornek ve Fosfattamponu Linoleik  asit
Konsanstrasyonu standart miktar: (0.04 M pH 7.4) miktar1 miktar
(ng/ml) (nL) (uL) (uL)

100 20 480 500

500 100 400 500

1000 200 300 500

1500 300 200 500

2000 400 100 500

Ornekler 37 °C’de sabitlenmis bir etiive inkiibe edilmek iizere yerlestirildi. Kontroliin
absorbans degerinin diismeye basladigi zamani tespit etmek {izere 4., 8., 12., 16. ve
20. saatlerde 500 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Her bir saat ardindan
konsantrasyonlarina gére ve ligerli olarak hazirlanan 6rnek ve standart tiiplerine 10 pl
inkiibe edilmis numune, 470 pl etanol eklendi. Ardindan es zamanli olarak 10 pl
%37’lik hidroklorik asit ile hazirlanmis 20 mM demir(Il) kloriir ¢ozeltisi ve 10 ul
%30’luk amonyum tiyosiyanat eklendi. 3 Dakika calkalamali su banyosunda
calkalanan 6rneklerin 500 nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu. Kor olarak etanol,
Kontrol ¢ozeltisi olarak ise 500 ul fosfat tamponu, 500 pl linoleik asit ve 470 pl
etanolden olusan ¢ozelti kullanildi. Bu deneyde standart kimyasal olarak askorbik asit
ve a-tokoferol kullanildi. Tiim bu islemler her bir 4 saatlik zaman dilimi ile
inkiibasyonun ardindan tekrar edildi. Kontroliin absorbansinin diismeye basladigi

zamandan itibaren iki okuma daha yapildi.

Sonuglar hesaplanirken kontroliin absorbansinin diismeye basladigi saatteki kontrol ve
Ornegin absorbans degerleri kullanildi. Buna gore asagida gosterilen denklem

kullanilarak % Toplam Antioksidan Aktivite degeri hesaplandi.
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% Toplam antioksidan aktivite = 2kentrol=4érmek . 10 (3.3)

kontrol

seklinde olup burada Axontrol: kontroliin absorbans degeri, Asmek ise Ornegin absorbans

degerini ifade etmektedir.

Hesaplamalarin ardindan elde edilen % Toplam antioksidan aktivite degerleri
konsantrasyonlara karsi kullanilan standart kimyasallarla birlikte grafige gecirildi

(Chang ve ark., 2002).

3.7.3 Fitokimyasal Yontemler

3.7.3.1 Gallik Asit Esdegeri (GAE) Toplam Fenolik Bilesen Tayini Analizinin
Yapihis1

Analize baglamadan 6nce gallik asitin kalibrasyon grafigini hazirlamak ve lineer egri
denklemini belirlemek tizere 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 mg/ml
konsantrasyonlarda ornekler hazirlandi. Gallik asit sadece etanol igerisinde
¢oziinmemektedir. Gallik asit 6rnekleri hazirlanirken %50 su, %50 etanol ¢oziicii
karisimi olarak tercih edilmistir. Her bir konsantrasyondan iicerli olmak tizere 50 pl
alinarak tizerlerine 2.5 ml on kat saf su ile seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi
ekledikten sonra 2 dakika bekletildi. Orneklerin iizerine 2 ml %7.5’luk sodyum
karbonat ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi. 50 °C’de Calkalamali su banyosunda 10
dakika inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Son olarak kore
kars1 760 nm’de absorbans dl¢limii yapildi. Elde edilen absorbans degerlerine karsi
konsantrasyon degerlerinin kalibrasyon egrisi cizildi. Yiiksek R? degeri icin egri
denklemi belirlendi. Bu denklem orneklerin gallik asit esdegeri fenolik bilesen

miktarinin hesaplanmasinda kullanildi.

Gallik asit kalibrasyon grafigi hazirlandiktan sonra her bir 6rnek ve referans ornek
olarak kullanilan rezorsinol iigerli olmak {izere 125 pg/ml konsantrasyonda yukarida
belirtilmis ayni islemlere tabi tutularak 760 nm’de absorbans degerleri kore (saf su)
kars1 okundu. Ardindan hesaplama islemine gecildi. Gallik asit kalibrasyon egrisinden
elde edilen y= ax+ m denkleminde; y= drnegin dlgiilen absorbansini, X ise gallik asit
esdegeri fenolik bilesen miktarini ifade etmektedir. y Degeri yerine Olgiilen absorbans
degerleri yazilarak 6rneklerin gallik asit cinsinden toplam fenolik bilesen miktarlar

belirlendi ve referans kimyasal rezorsinol ile birlikte grafige gecirildi.
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Polenlerin toplam fenolik bilesen madde miktarlar1 GAE cinsinden mg fenolik
madde/g ekstre numune olarak hesaplandi (Slinkard ve Singleton, 1977).

3.7.3.2 Kuersetin Esdegeri (QE) Toplam Flavonoid Bilesen Tayini Analizinin

Yapihisi

Analize baslamadan 6nce kuersetinin 50, 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 ug/ml
konsantrasyonlari i¢in kalibrasyon egrisini hazirlamak tizere 6rnek tiipleri hazirlandi.
Ucgerli calisilarak her bir tiipten alinan 125 pl ¢ozelti iistiine 500 ul saf su ve 37.5 pl
%5°lik sodyum nitrit ¢ozeltisi eklendi. Ardindan oda sicakliginda bes dakika
bekletildi. Bu islemden sonra 37.5 ul %10’ luk aluminyum(III) kloriir ¢6zeltisi eklendi
ve alti dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 250 pl 1 M sodyum hidroksit
cozeltisi ile 300 pl su ilave edilerek bes dakika calkalandi. 510 nm Dalga boyunda
kore kars1 absorbans degerleri 6lgiildii. Kor olarak su kullanildi. Elde edilen absorbans
degerlerinin konsantrasyonlara kars1 kalibrasyon grafigi cizildi ve yiiksek R? degeri

icin egri denklemi belirlendi.

Kuersetinin kalibrasyon egrisi denklemi belirlendikten sonra, tigerli olarak hazirlanmig
125 pg/ml konsantrasyondaki drnekler yukarida agiklanan ayni islemlere tabi tutularak
510 nm dalga boyundaki absorbans degerleri belirlendi. Elde edilen absorbans
degerleri kuersetin kalibrasyon egrisinden elde edilen y= ax + m denkleminde
kullanildi. Burada, y= 6rnegin dl¢iilen absorbansini, x ise kuersetin esdegeri flavonoid
bilesen miktarin1 ifade etmektedir. y Degeri yerine Olgiilen absorbans degerleri
yazilarak 6rneklerin kuersetin cinsinden toplam flavonoid bilesen miktarlari belirlendi

ve sonugclar grafige gecirildi.

Polenlerin toplam flavonoid bilesen madde miktarlart QE cinsinden mg flavonoid

bilesen/g ekstre numune olarak hesapland: (Park ve ark., 2008).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Sonuglar 3 deneysel verinin ortalamasi olarak + (SD) standart sapma seklinde ifade edildi. Veriler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

post-hoc (Tukey veya Tamhane’s T2 testi) ile analiz edildi. Farkliliklar, p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.1 Antioksidan Aktivitenin Tayini

4.1.1 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite
Cizelge 4.1 Polen Ekstrelerinin DPPH Radikali Stipiiriicii % Aktiviteleri

Ornek* 100 pg/ml 500 png/ml 1000 pg/ml 1500 pg/ml 2000 pg/ml

P1 34.05£2.67° 36.2. +4.32 42.85+4.94 42.02 +3.77 44.92 +4.27
P2 31.15 + 0.40° 41.55+3.18 48.57 +7.59 57.16 +3.33 63.63 + 1.55°
P3 37.68 £2.61¢ 48.05 £ 4.61 59.42 +3.12 57.14 £ 2.09° 62.85+4.36
P4 30.43 +0.73" 31.42+4.26 32.46 £2.809 35.06£2.17" 38.96+5.22
P5 31.88+£0.51 69.44 = 4.74 71.42 +£6.50 85.71 £ 2,179 89.72 £ 4.62

P6 33.82 +0.73% 36.36 + 4.61 42.85+ 1.431 53.24 +3.63 68.83 + 7.54
P7 34.05+2.21im 55.07 +5.80 77.14 +3.72 82.87 + 4.54 89.85 +3.97

P8 31.88 + 1.08¢ 51.94+7.23 53.62 +£2.14i" 84.41 +5.19 86.95+ 6.80
BHT 65.94 + 1.46°hktm 72.3+5.15 74.02 + 1.60M4m 85.71 + 5.69 83.07 + 4.06

Askorbik asit  97.26 + 1.22°¢Mklmn 97,94 4 0.81°HkIM 97 94 + ] 4ercdethikimn 97 94 4 ] J5Pethtklm 08 63 &+ 1.00P kM

* Aym harfle isaretli verilerin birbirlerinden farki istatistiksel olarak anlamlidir; SD (+), Tamhane’s T2 test, p < 0.05 (n: 3)
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4.1.2 Metal Selatlama Aktivitesi

Cizelge 4.2 Polen Ekstrelerinin Metal Selatlama % Aktiviteleri

Ornek* 100 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml 1500 pg/ml 2000 pg/ml

P1 83.34 + (.322 85.00 + 3.32 85.64 + 3.23b 84.25 +2.78¢ 79.88 + 1.13¢

P2 71.91 +£1.70¢ 61.8+2.66 56.78 + 4.04 60.75 + 1.149f 60.61 +3.44

P3 80.27 +4.96 67.72 +1.209 64.94 +2.34" 37.26 +£2.22¢ 31.54 + 1.05%9¢f0i
P4 80.32 + 0.87Fik 68.50 + 1.501 75.09 + 0.83im 68.18 £2.40" 25.49 + 2.02bcdeghno
P5 7370 £ 211100 53.93 + 1.4194 39.44 +5.62 37.05 + 1.309%egklmr 35.85+2.71¢

P6 78.93 + 0.95%ars 60.95 + 1.68° 58.76 + 7.59 60.95 + 0.393t 53.78 + 1.320ks

P7 84.06 + 1.02%0nu 75.46 £ 0.61tx 39.12 + 1.52degklpsu 38.65 + 1.579egklpsu 30.95+5.17

P8 61.37+3.24 58.31 + 1.46H 54.16 + 0.683dikmsuxw 51 19 4 () 54akmstuxy 45.50 + 1.70%u
EDTA 93.52+0.11%¥7 98.12 £ 0.48amrtxw.y.a’ 08.53 £ (.30 txWy.’ 99.56 + 0.52aHhkmtxw.y.c 100.00 £ 0.42%3:twy.d"
BHT 37.16 + l.soa,d,e,g,k,l,m,s,u 23.02 + O.47a,d,g,k,m,s,t,u,x,w,y.z, a’, Oa,k,m,t,x,y,z, a’,b,c.d Oa,k,m,t,x,y,z, a’,b,c,d”’ 0 ak,m,t,x,y,z, a’, b’c,d”’

b’c’,d’

* Aym harfle isaretli verilerin birbirlerinden farki istatistiksel olarak anlamlidir; SD (+), Tamhane’s T2 test, p < 0.05 (n: 3)
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4.1.3 Bakar (II) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi
Cizelge 4.3 Polen Ekstrelerinin Cu(ll) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasiteleri (Absorbans)

Ornek*

100 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml 1500 pg/ml 2000 pg/ml
P1 1.00 + 0.05% 0.94+0.01° 0.88 +0.03¢ 0.82 +0.034 0.80 +0.02¢
P2 0.80 £ 0.02f 0.84 +0.04°¢ 0.85+0.03" 0.93 £0.06' 0.94 £ 0.05
P3 0.86 + 0.03* 0.85 +0.02' 0.95 +0.04™ 1.05+0.02" 1.10 £0.04°
P4 1.18+0.12 1.14 +0.03° 1.09 +0.04¢ 1.04+0" 0.99+0.01°
P5 1.02 £ 0" 1.02 +0.05" 1.29+0.14 1.45+0.23 1.53+£0.09
P6 0.93 +0.04* 0.10 +0.02% 1.00 + 0.02Y 1.05+0.07* 1.11 £0.05¢
P7 0.97 £0.04" 1.06 +0.05% 1.15+0.08 1.21+£0.21 1.30 £ 0.04%
P8 1.08 +0.08 1.12+0.02¢ 1.23 £0.06" 1.25+0.07¢ 1.4 +0.05"
Trolox 0.82 +0.04" 1.23 +£0.077 1(1-'82 + (.05%cdgiikmogx bL i 9 514() ()] bedelghklmprstwy, b el i’ 2.56 + 0.02Pcdefghklmnprstwy, b, e i’
Askorbik asit  1.18+0.36 2.13 £0.05"cdetikmopqux.a’. b ¢ . £ ¥ 2.12+0.10 231+0.10 257+

0 O4a,cvd,evﬂg,h,i,j,k,l,ln.n,o.p,q,u.x,w,y,z, alb,c,d, e, f, g b, ik

*Ayni harfle isaretli verilerin birbirlerinden farki istatistiksel olarak anlamlidir; SD (£), Tamhane’s T2 test, p < 0.05 (n: 3)
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4.1.4 PFRAP (Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Gii¢) Yontemi

Cizelge 4.4 Polen Ekstrelerinin Toplam indirgeme Giicii Aktiviteleri (Absorbans)

Ornek* 100 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml 1500 pg/ml 2000 pg/ml
P1 1.54 +£0.04 1.66 +0.02 1.66 + 0.04 1.74 £ 0.06 1.75+0.04
P2 1.73 +0.05 1.69 +0.09 1.66 + 02 1.64 +0.04 1.66 +0.03
P3 1.76 £ 0.01 1.73+0.02 1.71+0.03 1.71 £0.08 1.69 +0.04
P4 1.69+0.02 1.70+0.01 1.73+0.02 1.74 £0.03 1.77+0.01
PS5 1.60 +0.08 1.72 £0.07 1.76 £ 0.03 1.76 £ 0.03 1.76 £ 0.03
P6 1.87+£0.03 1.82 £0.02 1.53+0.10 1.50 £ 0.05 1.42+0.03
P7 1.27 £0.06 1.35 +0.08 1.65 +£0.03 1.75£0.01 1.76 +£0.01°
P8 1.69 £0.05 1.71 £0.02 1.75 £ 0.06 1.76 £ 0.03 1.77 £0.06
BHT 1.75 +0.03 1.75£0.01 1.79 £ 0.05 1.79 £0.02 1.83+0.06
Askorbik asit 1.77 £0.03 1.81+£0.01? 1.90 £ 0.06 1.94 + 020 1.85+0.04

* Aym harfle isaretli verilerin birbirlerinden farki istatistiksel olarak anlamlidir; SD (+), Tamhane’s T2 test, p < 0.05 (n: 3)
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4.1.5 Ferrik Tiyosiyanat (FTC) ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini
Cizelge 4.5 Polen Ekstrelerinin Dort Saat Araliklarla Olgiilen Absorbans Degerleri (500 pg/ml konsantrasyon i¢in)

Ornek* 4. saat 8. saat 12. saat 16. saat 20. saat
Kontrol 0.172 £0.02 0.188 +0.02 0.364 + 0.05 0.129+0.02 0.108 £0.01
P1 500 pg/ml 0.110 £0.01 0.130+£0.01 0.137+£0.01 0.051 0 0.052 £0.01
P2 500 pg/ml 0.056 = 0.02 0.059+0 0.064 = 0.31 0.049 +0.01 0.048+0
P3 500 pg/ml 0.040 +0 0.060 +0.02 0.073£0 0.030+0 0.027 £0.01
P4 500 pg/ml 0.022+0 0.028 =0 0.073 £ 0.32 0.062+0 0.035+0
P5 500 pg/ml 0.076 £ 0 0.078 £ 0.01 0.125+0.01 0.034+£0.01 0.027+0
P6 500 pg/ml 0.029+£0 0.031+£0.01 0.113+£0 0.029+£0 0.028 £0
P7 500 pg/ml 0.068 £0.01 0.141 £ 0.01 0.146 =0 0.087 = 0.01 0.088 = 0.01
P8 500 pg/ml 0.020 £0.01 0.051 £0 0.094+£0 0.060 £ 0.01 0.027 £0.01
a-Tokoferol 500 pg/ml 0.021+0 0.028+0 0.044 = 0.01 0.034 +0.01 0.013+0
Askorbik asit 500 pg/ml 0.017+0 0.026+0 0.035+0 0.025+0 0.025+0

*Grup sayis1 50°den fazla oldugu i¢in istatistiksel ¢oklu karsilastirma testi ger¢eklestirilememistir; SD (£), (n: 3)



Cizelge 4.6 Polen Ekstrelerinin Lipit Peroksidasyonu Inhibisyonu Giiciiyle ifade Edilen Toplam Antioksidan % Aktiviteleri

Ornek* 100 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml 1500 pg/ml 2000 pg/ml

P1 69.51+0.012 62.36 = 0.02 25.55+0.012P 6.32 +0.02 0..82+0.03

P2 82.96 +0.01° 8241+ 0(° 55.49 + 0.02 27.75+0.02 22.53+0.10
P3 84.89 + 0.01 ¢ 79,95+ 0.01° 68.96 + 0.03° 52.47 +0.01 0=+0.03%

P4 82.42+0.01° 79.95+0.01° 52.47 + (0°9 26.37 +0.03 0+0.04

P5 80.49 £ 0.01P9n 65.66 + 0.01° 70.88 + 09" 54.95 + 0.01¢M 27.20+0.03

P6 73.08+0.01° 68.96 + 0.01 64.84 + Pk 21.43 +0.02f 0+0.03

P7 73.90+0.01° 59.89 + 0P 50 + Q"M 4753 +0.01 27.20+0.03

P8 92.31+0.01>mn 74.18 + (09° 67.58 + 0.01 66.76 + 0.01 49.73 +0.014"°
Askorbik asit  92.31 + 0.01P9Iklma 90.38 + 0.01°g4mr 86.54 + (OPLms 78.02 £ 0°st 42.86 + 0.019tnanu
a-Tokoferol 91.21 £ QPoHilmtu 87.912+ (.01 Pgklmpu 87.64 + (9ot 66.21 + 09! 48.90 +0.01"

*Axkontrol’in maksimum oldugu (0.364) 12. inkiibasyon saati 6l¢iimiine gore hesaplanmis verileri icerir. Ayni harfle isaretli verilerin birbirlerinden farki

B istatistiksel olarak anlamlidir; SD (+), Tamhane’s T2 test, p < 0.05 (n: 3)



4.2. Fitokimyasal Analizler

4.2.1 Toplam Fenolik Bilesen Tayini

Cizelge 4.7 Polen Orneklerinin 1 mg/ml Ekstrelerindeki Gallik Asit Esdegeri Toplam

Fenolik Bilesen Miktar1 (ug/mg ekstre)

Ornek* 1 mg/ml
P1 17.66 + 0°

P2 19.68 + 0.012P

P3 19.48 £ 0.01°

P4 16.81 + 0°

P5 24.99 + ().012bcde
P6 19,08 + 02def

P7 9292 + (Abediy
P8 21.31 + (abdfgh

Rezorsinol ~ 79.85 + 0.072Pcdefan

* Ayni harfle isaretli verilerin birbirlerinden farki istatistiksel olarak anlamlidir; SD (£), Tukey test, p <0.05

(n: 3)

4.2.2 Toplam Flavonoid Bilesen Tayini

Cizelge 4.8 Polen Orneklerinin 1 mg/ml Ekstrelerindeki Kuersetin Esdegeri Toplam

Flavonoid Bilesen Miktar1 (ug/mg ekstre)

Ornek* 1 mg/ml

P1 7.00 £ 0?

P2 7.56 + QP

P3 7.56 + 0°

P4 7.28 + 0°

PS5 13.62 + Qabee

P6 8.40 + 0def

P7 11.42 + (bf9

P8 12.25 + 0.0]12bedefg

*Aym harfle igaretli verilerin birbirlerinden farki istatistiksel olarak anlamlidir; SD (%), Tukey test, p <0.05

(n: 3)
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4.3 Antioksidan Metotlar Aras1 Korelasyonlar
4.3.1 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite ve Toplam Fenolik Bilesen Tayini (1000

ng/ml)
26
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= 24 v =0,1921x+10,222
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DPPH Giderme Aktivitesi (1000 pg/ml)

Sekil 4.1 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite ve Toplam Fenolik Bilesen Tayini
Korelasyonu (1000 pg/ml)

Polen ekstrelerinin ‘DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite’ ve ‘Toplam Fenolik Bilesen
Tayini’ analizlerine ait sonuglar arasinda pozitif korelasyon oldugu gézlemlendi ve 1000
png/ml 6rnek konsantrasyonu sonuglari icin hazirlanan grafik ile R?=0.8264 olarak
belirlendi (Sekil 4.1).

4.3.2 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite ve Toplam Flavonoid Bilesen Tayini (1000

ng/ml)

15

14
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DPPH Giderme Aktivitesi (1000 pug/ml)

Sekil 4.2 DPPH Radikali Siipiiriicti Aktivite ve Toplam Flavonoid Bilesen Tayini
Korelasyonu (1000 pg/ml)
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Polen ekstrelerinin ‘DPPH Radikali Stipiiriicii Aktivite” ve ‘Toplam Flavonoid Bilesen
Tayini’ analizlerine ait sonuglar arasinda pozitif korelasyon oldugu gézlemlendi ve grafik
ile 1000 pg/ml konsantrasyon i¢in R?=0.7899 olarak belirlendi (Sekil 4.2).

4.3.3 Metal Selatlama Aktivitesi ve Toplam Fenolik Bilesen Tayini (1000 pg/ml)
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Metal Celatlama Aktivitesi (1000 png/ml) (%0)

Sekil 4.3 Metal Selatlama Aktivitesi ve Toplam Fenolik Bilesen Tayini Korelasyonu (1000
pg/ml)

Polen ekstrelerinin ‘Metal Selatlama Aktivitesi’ ve ‘Toplam Fenolik Bilesen Tayini’

analizlerine ait sonuglar arasinda negatif korelasyon oldugu gozlemlendi ve 1000 pg/ml
konsantrasyon i¢in grafik ile R?=0.8187 olarak belirlendi (Sekil 4.3).

4.3.4 Metal Selatlama Aktivitesi ve Toplam Flavonoid Bilesen Tayini (1000 pg/ml)
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Sekil 4.4 Metal Selatlama Aktivitesi ve Toplam Flavonoid Bilesen Tayini Korelasyonu
(1000 pg/ml)
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Polen ekstrelerinin ‘Metal Selatlama Aktivitesi’ ve ‘Toplam Flavonoid Bilesen Tayini’
analizlerine ait sonuglar arasinda negatif korelasyon oldugu gozlemlendi ve 1000 pg/ml
konsantrasyon dgerleri i¢in grafik ile R?=0.7605 olarak belirlendi (Sekil 4.4).

4.3.5 Bakir(Il) Iyonu iIndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi ve
Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Gii¢ (PFRAP) Yontemi (1000 pg/ml)

1,78
y = 0,2124x +1,4885 .
1,76 .
= R = 0,8916 e
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CUPRAC Aktivite(1000 ng/ml) (a.u.)

Sekil 4.5 Bakir(I) Iyonu 1ndirgqyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi ve
Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Gii¢ Yontemi (PFRAP) Korelasyonu (1000

ng/m)
Polen ekstrelerinin ‘Bakir(II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Y&ntemi’® ve
‘Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Gii¢ Yontemi’ analizlerine ait sonuglar arasinda pozitif
korelasyon oldugu gozlemlendi ve 1000 pg/ml konsantrasyon degerleri igin grafik ile

R?=0.8916 olarak belirlendi (Sekil 4.5).

4.3.6 Bakir(Il) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi ve
Toplam Fenolik Bilesen tayini (1000 pg/ml)

1.4

y = 0,0583x-0,1323

13 R* = 0,8588 LT e

1.2

CUPRAC Aktivitesi (1000 pg/ml) (au)

16 18 20 22 24 26
Toplam Fenolik Bilesen (ug/mg ekstre)

Sekil 4.6 Bakir(Il) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi ve
Toplam Fenolik Bilesen Tayini (1000 pg/ml) Korelasyonu
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Polen ekstrelerinin ‘Bakir(Il) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi® ve
‘Toplam Fenolik Bilesen Tayini’ analizlerine ait sonuglar arasinda pozitif korelasyon
oldugu gozlemlendi ve grafik ile 1000 pg/ml konsantrasyon érnek degerleri i¢in R?=0.8588
olarak belirlendi (Sekil 4.6).

4.4 An Poleni Ekstrelerinin FTIR ve UV-Vis Spektrumlari
4.4.1 P1 Ornegi

1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600 450
Polen-Sinop / Su 1/em

Sekil 4.7 P1 Orneginin FTIR (ATR) Spektrumu
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3,300 T T T T
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[2]
m
=]

0.000 1 1 1 1
190,00 355,00 200,00

0)

Sekil 4.8 P1 Orneginin UV-Vis Spektrumu (1.5 mg
ekstre/3 ml metanol)
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4.4.2 P2 Ornegi
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Sekil 4.9 P2 Orneginin FTIR (ATR) Spektrumu
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Sekil 4.10 P2 Orneginin UV-Vis Spektrumu (1.5 mg ekstre/3 ml
metanol)
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4.4.3 P3 Ornegi
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Sekil 4.12 P3 Orneginin UV-Vis Spektrumu (1.5 mg ekstre/3 ml

metanol)
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4.4.4 P4 Ornegi
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Sekil 4.14 P4 Orneginin UV-Vis Spektrumu (1.5 mg ekstre/3 ml metanol)
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4.4.5 P5 Ornegi
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Sekil 4.16 P5 Orneginin UV-Vis Spektrumu (0.75 mg ekstre/3 ml metanol)
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4.4.6 P6 Ornegi
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Sekil 4.18 P6 Orneginin UV-Vis Spektrumu (1.5 mg ekstre/3 ml metanol)

59



4.4.7 P7 Ornegi
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Sekil 4.19 P7 Orneginin FTIR (ATR) Spektrumu
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Sekil 4.20 P7 Orneginin UV-Vis Spektrumu (1.5 mg ekstre/3 ml metanol)

60




4.4.8 P8 Ornegi
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Sekil 4.22 P8 Orneginin UV-Vis Spektrumu (1.5 mg ekstre/3 ml metanol)
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4.4.9 UV-Vis Bulgulan
Cizelge 4.9 Delibal Ar1 Poleni Oziitlerinin UV-Vis Bulgular

Ekstre  Amax(nm)? A

P1 193, 271, 353 2.98, 0.61, 0.32

P2 194, 200, 264, 339 2.10, 1.96, 0.35, 0.19

P3 193, 199, 225, 265, 346 2.65, 2.40, 0.68, 0.46, 0.23
P4 196, 199, 265, 355 2.21,1.87,0.31,0.15

P5 224,302, 313 1.99, 2.50, 2.58

P6 194, 202, 265, 342 3.05, 2.79, 0.66, 0.44

P7 229, 266, 316 0.87,0.77,0.73

P8 267, 298, 314 2.75,2.24,2.38

Dmax: Maksimum absorbanstaki dalga boyu degeri; A: Absorbans, karsilik gelen degerler
strastyla ifade edilmistir.

4.4.10 FTIR Bulgular
Cizelge 4.10 Delibal Ar1 Poleni Oziitlerinin FTIR (ATR) Bulgular

Fonksiyonel grup/ P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Titresim modu®

ORTAK PIKLER

Aromatik =C-H - - - - 3012 (w) - 3008 (w)

gerilmesi

Alifatik C-H gerilmesi 2931 2939 2939 2893 (w) 2924 2970 2920 2970
2893 2889 (w) 2939 2854 (w) 2924 (w) 2850 (w) 2924
2803 (w) 2809 (w) 2854 (w)

CEN gerilmesi 2183 (w) 2326 (w) 2326 (w) 2326 (w) 2322 (w) 2380 (w) 2318 (w) 2310 (w)

Aromatik C-C 1597 (m) 1604 (m) 1597 (m) 1604 (m) 1604 (m) 1651 (w) 1651 (w) 1651 (w)

gerilmesi (w)

Alifatik C-H diizlem i¢i 1404 (m) 1454 (w) 1415(m) 1446 (w) 1454 (w) 1454 (w) 1454 (w) 1454 (w)
egilme

C-N gerilmesi 1242 (w) 1246 (w) 1242 (w) 1242 (w) 1226 (w) 1246 (w) 1211(m) 1242 (w)
C-O gerilmesi 1029 (s) 1049 (s) 1033(s) 1029(s) 1041(s) 1029(s) 1045(s) 1041 (s)
Aromatik =C-H 775 (m) 775 (m) 775 (m) 775 (m) 775 (m) 775 (m)  775(m)  775(m)
diizlem dis1 egilme

O-H gerilmesi 3232 (m) 3267 (m) 3267 (m) 3271 (m) 3275(m) 3290(m) 3290(m) 3275 (m)

ORTAK OLMAYAN
PIKLER
C=0 gerilmesi - - - - 1732 (s) 147 (s) 1732 (w) 1747 (w)

gili degerler dalga sayisidir (cm™); Pik yogunluklari, s: giiclii, m: orta, w: zayif kisaltmalariyla
gosterilmigtir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyolojik malzemelerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi, gida, ila¢ ve kozmetik gibi
cesitli alanlarda kullanimlarinin arastirilmasi i¢in onemlidir. Merkezi sistemdeki ¢evresel
stres gibi ¢esitli metabolik siiregler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olur.
Bu tiirler canli sistemlerdeki biyomolekiillere zarar vererek islevlerini gostermektedir.
Dogal antioksidanlar, serbest radikallerin etkisini en aza indirerek dogal koruma

saglamaktadir (Mishra ve ark., 2012).

Bitkiler olaganiistii ¢esitlilikte fenolik metabolitler {iretir ve bu yapilarda aromatik benzen
halkasi ilizerinde bir veya daha fazla hidroksil grubu bulunmaktadir. Fenolik asitler,
flavonoidler ve proantosiyanidinler, bitkilerde yaygin bir sekilde koruyucu olarak bulunan
fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, bitkilerde antioksidan etki de dahil olmak iizere
cesitli islevleri yerine getirirler. Reaktif oksijen tiirlerini miikemmel bir sekilde yok ederler
ve fenolik radikalin elektron yok etme potansiyeli, oksijen radikallerinin potansiyelinden
daha az oldugu i¢in oksidatif reaksiyonlarin olusumunu desteklemezler (Ainsworth ve
Gillespie, 2007).

Bu tez calismasinin amaci deli bal ar1 poleninin antioksidan aktivitesinin farkli metotlar
yardimiyla tayini ve fitokimyasal analiz olarak toplam fenolik bilesen ve flavonoid bilesen
tayini ¢aligsmalarinin gergeklestirilmesi olmustur. Elde edilen sonuglar deli bal ar1 poleninin
biyoyararliligin1 destekleyecek, bilimsel temele dayali bir ¢alisma olarak uluslararasi

bilimsel literatiirle paylasilacaktir.

Apiterapinin bir amaci da bal aris1 lirtinlerinin hastaliklar1 6nleyici, iyilestirici ya da sagligt
arttirict etkilerinin kanita dayali olarak sunulmasi ve raporlanmasidir. Bu tez ¢alismasinin

sonuglar1 bu amaca da katki saglayacaktir.

Ornekler 2017 yili Mayis-Haziran aylarinda toplanarak calismalara baslanmustir. Su ve
etanolde, oda sicakliginda ve maserasyon teknigiyle hazirlanan 6rnekler P1-P8 olarak
kodlanmistir. Tez Onerisine gore isimlendirilen tez ¢alismamiz Ordu, Giresun ve Trabzon
illerinden toplanan numunelerin arastirilmasina yoneliktir. Fakat polen temini sirasinda,
Sinop ilimizden de 6rnek alinabilmis ve bu drnekte tez caligmasina dahil edilmistir. Tez
caligmamizda kullandigimiz antioksidan aktivite tayin yontemleri; ‘DPPH Radikali
Siipiiriicii Aktivite Tayini’, ‘Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Gii¢ Yontemi (PFRAP)’,

‘Fe?* ile Selat Olusturma Aktivitesi’, ‘Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi’ ve
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‘Bakir(II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Yéntemi (CUPRAC)’ testleridir. Ayrica
ek olarak ‘Toplam Fenolik Bilesen Tayini’ ve ‘Toplam Flavonoid Bilesen Tayini’

fitokimyasal ¢alismalar1 da gergeklestirilmistir.
Tiim testlerde doza bagl bir ¢alisma gerceklestirilmistir.

5.1 Antioksidan Aktivitenin Tayini
5.1.1 DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite

3

920
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m 2000 pg/ml

DPPH: Radikali Giderme Aktivitesi (%)
=]

Sekil 5.1 Polen Ekstrelerinin DPPH Radikali Stipiiriicii % Aktiviteleri Grafiksel Gosterimi

DPPH radikali dimerizasyon yapmayan stabil bir radikaldir. DPPH radikalinde serbest
elektronun tiim molekiil {izerinde konjugasyonu soz konusudur. Bu konjugasyon
nedeniyle, molekiil koyu mor goriiniir ve etanol i¢indeki ¢ozeltisi 517 nm'lik bir dalga
boyunda maksimum absorbans verir. DPPH radikali, serbest elektronlar1 yakalama
ozelligine sahip bagka bir maddeyle karsilastifinda elektron vererek radikal 6zelligini

kaybeder ve bu kolorimetrik olarak &l¢iilebilir (Nur Alam ve ark., 2013).

Sonuglara bakildiginda polenlerin etanol ekstrelerinin, polenlerin su ekstrelerine goére daha
yiiksek bir DPPH Radikali Stipiiriicii Aktiviteye sahip oldugu goézlemlenmektedir (Sekil
5.1). En yiiksek aktiviteyi P5 (Sinop-etanol), P7 (Giresun-etanol) ve P8 (Trabzon-etanol)
kod numarali etanol polen ekstreleri gosterirken en diisiik aktiviteyi P1 (Sinop-su) ve P4
(Trabzon-su) kod numarali polen su ekstreleri gostermektedir. Leja ve ark., (2005)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada 12 farkli ar1 poleninin antioksidan 6zellikleri 6l¢iilmiis ve
‘DPPH Radikali Siipiiriici Aktivite’nin %8.6 ile %91.5 arasinda degisim gosterdigi
saptanmistir. Bu ¢calismada 2000 pg/ml ekstre konsantrasyonu i¢in %89.72 + 4.62, %89.85
+ 3.97 ve %86.95 + 6.80 ‘DPPH Radikali Giderme’ degerleri [(P5 (Sinop-etanol), P7
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(Giresun-etanol) ve P8 (Trabzon-etanol) igin sirasiyla] elde edilmistir. DPPH radikali
stiptiriicii aktivitesi bolgeden bolgeye degisim gostermekle birlikte sonuglar gostermektedir
ki etanol polenler lizerinde daha etkili bir ¢ézgendir. Sinop ve Trabzon yaylalarindan temin
edilen deli bal ar1 polenlerininin etanol ekstrelerinin DPPH radikali gidermede en etkin

ornekler olduklar1 saptanmugtir.

5.1.2 Metal Selatlama Aktivitesi
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Sekil 5.2 Polen Ekstrelerinin Metal Selatlama % Aktiviteleri Grafiksel Gosterimi

Ferrozin, acik kirmizi bir kompleks olusturan demir iyonu baglayici bir maddedir. Diger
selatorlerin varliginda, bu reaksiyon inhibe edilir ve renk goriinlimii spektrofotometrik
olarak belirlenebilir. Boylece, numunelerin demir iyonlarin1 yakalama kabiliyeti ferrozin
ile yaristirilarak belirlenir (Mohan ve ark., 2012). Gegis metal iyonlari, 6zellikle demir,
Fenton ve Haber-Weis reaksiyonuyla yoluyla serbest radikallerin olusumundan
sorumludur (Haber ve Weiss, 1932; Giilgin, 2005). Lipid peroksidasyonunun olusturdugu
peroksil ve hidroksil radikalleri, organizmada yeni radikal zincir reaksiyonlarini

indiikleyerek oksidatif hasar1 baslatir.

Sonuglara bakildiginda 100 pg/ml konsantrasyon degeri i¢in biitiin polen ekstreleri yiiksek
metal selatlama aktivitesi gostermektedir (Sekil 5.2). Ancak konsantrasyon arttik¢a polen
ekstrelerinin ‘Metal Selatlama Aktivite’sinde de diisiis gozlemlenmistir. P1 (Sinop-su)
kodlu 6rnekte biitiin konsantrasyonlarda yiiksek aktivite gozlemlenmistir. Temizer ve ark.,
(2018) Tiirkiye’de farkli 7 sehirden topladiklar1 polen gesitleri tizerinde ‘Metal Selatlama
Aktivitesi’ni %43.97 ile %65.21 arasinda tespit etmislerdir. Temizer ve arkadaslarinin elde
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ettikleri sonuglara gore bu calismada daha yiliksek metal selatlama aktivitesi degerleri
saptanmistir. Genel olarak bakildiginda ¢6zgen ¢esidinin metal selatlama aktivitesine etkisi
saptanmamistir. Sonuglar tim numunelerin demir selatlama yetenegine sahip oldugunu

gostermektedir.

5.1.3 Bakir(IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

2,5
'é'- 2
=
=]
£ 15 m 100 pg/mi
E = 500 pg/mi
s 1
E 1000 pg/mil
< 0,5 - = 1500 pg/ml

W 2000 pg/mil
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Sekil 5.3 Polen Ekstrelerinin Cu(ll) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasitelerinin
(Absorbans) Grafiksel Gosterimi

CUPRAC metodu igin kullanilan kromojenik redoks reaktifi, bis(neocuproin)-bakir(Il)
selatidir. Bu reaktif, pH 7'de etkilidir ve indirgenmis polifenollerle olusan redoks
reaksiyonu sonucu olusan Cu(l)-Nc selati renklidir ve absorbansi 450 nm'de olgiiliir.
CUPRAC yonteminin kromojenik oksitleyici reaktifi, yani bis(neocuproine)-bakir(Il)
kloriir [Cu (I1) -Nc], asagidaki sekilde n-elektron rediiktif antioksidanlarla (AO) reaksiyona
girer.

n Cu(l+\lc)2+2 + n-elektron verici (AO) ——» n Cu(Nc)2" + n elektron yiikseltgenmis tiriin
+nH

Sekil 5.4 Bis(Neokuproin)-Cu (I1) Kloriir ile Antioksidan Arasindaki Reaksiyon (Apak ve
ark., 2004)

Bu reaksiyonda, reaktif Ar-OH polifenolik antioksidan gruplar1 karsilik gelen kinonlara
oksitlenir (askorbik asit de hidroaskorbik aside oksitlenir) ve Cu (I1)-Nc, maksimum renkli
Cu(I)-Nc selatina indirgenir (Apak ve ark., 2007) (Sekil 5.4).

Sonuglara bakildiginda P5 (Sinop-etanol) ve P7 (Giresun-etanol) kodlu polen ekstrelerinde
en yiiksek ‘Bakir(Il) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite’ gozlemlenmektedir (Sekil
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5.3). En diisiik aktivite ise P2 (Ordu-su) oérneginde gozlemlenmekle birlikte genel olarak
biitiin polen ekstreleri yiiksek aktivite degerlerine sahiptir. Apak ve arkadaglarinin 2008
yilinda raporladiklar bir ¢alismada (Apak ve ark., 2008) kafeik asit ve klorojenik asit igin
TEACcuprrac degerleri sirasiyla 2.89 ve 2.47 olarak belirlemistir. Bu ¢alismada ise ar1
poleni ekstrelerinde ‘Bakir(Il) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite’, ‘Absorbans’
degerleriyle ifade edilmistir ve drneklerin absorbans degerleri yaklasik olarak trolox ve
askorbik asit standartlarinin kapasitesinin ortalamasini gegen degerler olarak saptanmistir.
Sinop polen etanol ekstresi (P5) tiim 6rneklerden daha yiiksek Cu(ll) iyonu indirgeme

aktivitesi gostermektedir.

5.1.4 PFRAP (Potasyum Ferrisiyaniir indirgeyici Gii¢) Yontemi

2

1,8
1,6
1,4 = 100 pg/ml
E 1,2 = 500 pg/ml
s 1 ™ 1000 pg/mi
= 08 = 1500 pg/mi
g:i = 2000 pg/ml
0,2
o
A LR * L
\l-°§{-
°«~

Sekil 5.5 Polen Ekstrelerinin Toplam indirgeme Giicii Aktiviteleri (Absorbans) Grafiksel
Gosterimi

Polen o&ziitlerinin toplam indirgeme giicii, igerdikleri indirgeyici bilesiklere baghdir.
Potasyum ferrisiyaniir indirgeyici giic yontemi, diger antioksidan aktivite belirleme
testlerini tamamlayicidir ve temel olarak fenollerin antioksidan kapasitesi hakkinda bilgi
verir (Biskup ve ark., 2013). Bu yapilar serbest radikallerin neden oldugu zincir
reaksiyonlar1 bir hidrojen radikali vererek sonlandirir. Bu yetenege sahip antioksidan
maddeler, FeCls varliginda Fe7CNig (ferrik ferrosiyaniir) olusturan KasFeCNeg’y1
olusturmak tizere K3FeCNg ile reaksiyona girer. Prusya mavisi renge sahip bilesik 700 nm
dalga boyunda maksimum absorbans verir. Test ¢ozeltilerinin artan absorbansi, indirgeme

giiciinde bir artis oldugunu gosterir.
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Sonuglara bakildiginda polen ekstrelerinin standart olarak kullanilan askorbik asit ve
BHT’ye yakin degerler gosterdigi goriilmektedir (Sekil 5.5). Konsantrasyonla birlikte
anlaml bir degisim gézlenmemistir. ‘En yiiksek Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Giig’
P6 kodlu Ordu yaylalarindan temin edilen polen etanol ekstresinde saptanirken, en diisiik
potasyum ferrisiyaniir indirgeyici gii¢ P7 kodlu Giresun yaylasindan temin edilen etanol
polen ektresinde saptanmustir. Ekstrelerin hazirlanmasinda ¢6zgen olarak kullanilan
etanoliin ya da suyun bu aktiviteye olan etkisi hakkinda bir sonuca ulasilamamustir.
Marghitas ve ark., (2009) Romanya’nin farkli bolgelerinden topladiklart 12 adet ar
poleninde FRAP yontemi sonuglarint 0.255-5.355 mmol Fe (ll)/g polen olarak
raporlamustir. Bu ¢alismada en yiiksek ‘Potasyum Ferrisiyaniir Indirgeyici Giig’ aktivite
gosteren P6 (Ordu-etanol) orneginin 100, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/ml
konsantrasyondaki 6rnekleri i¢in elde edilen absorbans degerleri: 1.87 + 0.03, 1.82 £+ 0.02,
1.53 + 0.10, 1.50 = 0.05 ve 1.42 + 0.03 iken BHT standard: i¢in elde edilen degerler
sirastyla 1.75 = 0.03, 1.75 £ 0.01, 1.79 + 0.05, 1.79 + 0.02, 1.83 £ 0.06 olarak tespit

edilmistir.

5.1.5 FTC (Ferrik Tiyosiyanat) ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

0,35 /A\
0,3 / \ P1500 pg/ml

P3 500 pg/ml

Kontrol

P4 500 pg/ml

Absorbans
o
N
o~

e P5 500 pg/ml

0,15
/K\\ P6 500 pg/ml

0,1 P7 500 pg/ml

L 7~ ~ S————
0,05 ?'_ﬁ&_ P8 500 pg/ml

a-Tokoferol 500 pg/ml

! Askorbik asit 500 pg/ml
4.saat 8.saat 12.saat 16.saat 20.saat

Zaman

Sekil 5.6 Polen Ekstrelerinin 4 Saat Araliklarla Olgiilen Absorbans Degerlerinin Grafiksel
Gosterimi (500 pg/ml)
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FTC yontemiyle yapilan toplam antioksidan aktivite belirleme testi, lipit
peroksidasyonunun ilk asamasinda peroksit miktarini belirlemek tlizere kullanilir. Bir
organizmada meydana gelen lipit peroksidasyonu, hiicre yapisim1 ve dolayisiyla
gecirgenligini etkileyebilen onemli bir konudur. Burada, ekstraktlarin linoleik asit
peroksidasyonu iizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir. Elde edilen peroksitler,
demir(11) iyonlarini (Fe?*), ferrik tiyosiyanat [Fe(SCN)]** kompleksini olusturan demir(I11)
iyonlarina (Fe3*) okside eder. Bu kompleks 500 nm dalga boyunda maksimum absorbans
verir. Gozlenen yiiksek absorbans degerleri, yiiksek peroksit miktarina karsilik gelir. Polen
ekstrelerinin absorbans degerleri 12. saatte pik noktasina ulasmis ve daha sonraki saatlerde
diisme egilimi gostermistir (Sekil 5.6). Bu sebeple tiim 6rnek ve standartlarin 12. saatteki

absorbans degerleri kullanilmigtir.
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Sekil 5.7 Polen Ekstrelerinin Lipit Peroksidasyonu inhibisyonu Giiciiyle ifade Edilen
Toplam Antioksidan % Aktiviteleri’nin Grafiksel Gosterimi

Sonuglara bakildiginda en yiiksek lipit peroksidasyonunu P8 kodlu Trabzon yaylasindan
elde edilen etanol numunesinin gosterdigi, standart olarak kullanilan askorbik asit ve a-
tokoferolden bile daha yiiksek bir aktivite sergiledigi belirlenmistir (Sekil 5.7). En disiik
lipit peroksidasyonu saglayan ornek ise P1 (Sinop-su) kodlu polen ekstresidir. Fakat genel
olarak bakildiginda P2 (Ordu-su), P3 (Giresun-su) ve P4 (Trabzon-su) kodlu numuneler
de yiiksek lipit peroksidasyonu inhibisyon aktivitesi gostermektedir.
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5.2. Fitokimyasal Analizler

5.2.1 Toplam Fenolik Bilesen Tayini

Toplam fenolik icerik belirleme yontemi, numunedeki fenolik ve diger indirgeyici
bilesiklerin Folin-Ciocalteu reaktifindeki molibdene elektron transferine dayanir. Karsilik
gelen mavi renkli kompleks 760 nm dalga boyunda belirlenir. Sonuglar kalibrasyon
egrisinin denklemine gore hesaplanir ve 1 gram ekstrakttaki mg gallik asit esdegeri olarak

verilir.

Spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda calisilarak absorbans degerleri Y ekseninde ve
konsantrasyon degerleri X ekseninde olacak sekilde bir standart (Gallik Asit) grafigi
hazirland1 (Sekil 5.8). Standart ¢alisma grafiginden elde edilen dogru denklemi y = 0.2453x
— 0.4704 olarak belirlendi. Hazirlanan standart ¢alisma grafigi ile 1 mg polen Gziitiiniin

icerdigi ng gallik asit esdegeri cinsinden toplam fenolik madde miktarlar tespit edildi.

- - v =0,2453x-0,4704
Gallik Asit K2 - 0.9907
1,6 <
1.4
- /
i . /
& 0,8
= »
E oc /
= »
0,4
o . /I T T T 1
_—
0,2 > a 6 8 10
Konsantrasyon

*SD (%), p <0.05 (n: 3)
Sekil 5.8 Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi (c: 25, 50,100, 200, 300, 400 ve 500 pg/ml)
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Sekil 5.9 Polen Orneklerinin 1 mg/ml Ekstrelerindeki Gallik Asit Esdegeri Toplam Fenolik
Bilesen Miktar1 (ng/mg ekstre) Grafiksel Gosterimi

Polen ekstrelerinin toplam fenolik bilesen madde miktari; en yiiksek P5 (Sinop-etanol) ve
P7 (Giresun-etanol) kodlu polen ekstrelerinde sirasiyla 24.99 ng GAE/mg ekstre ve 22.22
ug GAE/mg ekstre degerleriyle gézlemlenirken, en diisiik toplam fenolik bilesen madde
miktar1 16.81 pg GAE/mg ekstre ile P4 (Trabzon-su) kodlu polen ektresinde bulundu
(Sekil 5.9). Rebiai ve Lanez, (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada ortalama toplam fenolik
bilesen madde miktarin1 30.46 + 8.22 ng GAE/mg polen olarak tespit etmislerdir. Pascoal
ve ark., (2011) Ispanya ve Portekizden topladiklar1 8 gesit ticari ar1 poleni ile bir ¢alisma
yiirtitmislerdir ve en yiiksek fenolik degeri 32.15 + 2.12 mg/g ekstre, en diisiik fenolik
degeri 18.55 + 0.95 mg/g ekstre olarak saptamislardir. Diger sonuglarla karsilastirildiginda
polen ekstrelerimiz yiliksek bir ortalama gostermistir. Ayrica standart olarak kullanilan
rezorsinol ile karsilastirildiklarinda yaklagik olarak ortalama tizeri bir aktivite tespit
edilmistir. Coziicti olarak etanolin kullanildigi orneklerde daha yiiksek aktivite

gozlemlenmistir.

5.2.2 Toplam Flavonoid Bilesen Tayini

Bitkisel ekstraktlarin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi, kloriir ve C-4 keto- ya da
flavon ve flavanollerin C-3 ve C-5 hidroksil gruplar: ile asidik ve kararli komplekslesme
prensibine dayanan AICIlz kolorimetrik metodu kullanilarak tespit edilebilir (Bag ve ark.,
2015). Kuersetin, bitkilerde bulunan toplam flavonoid bilesiklerin belirlenmesinde uygun
bir standarttir. Flavonoidlerin igerigi, kuersetin kalibrasyon egrisinin regresyon denklemi

ile belirlenir ve kuersetin esdegeri olarak ifade edilir.
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Polen ekstrelerinin toplam flavanoid igerigini belirlemek tizere ilk once kuersetin
standartinin 510 nm dalga boyunda belirlenen degerler icin absorbans degerleri Y
ekseninde ve konsantrasyon degerleri X ekseninde olacak sekilde bir standart ¢alisma
grafigi hazirlandi. Standart ¢alisma grafiinde elde edilen dogru denklemi y = 0.029x —
0.0164 olarak tespit edildi (Sekil 5.10). Hazirlanan standart ¢alisma grafigi ile 1 mg polen

ekstresinin i¢erdigi pg kuersetin esdegeri cinsinden flavonoid bilesen miktarlari belirlendi.

- v =0,029x - 0,01649
Kuersetin R* — 0,995
0,2

0,18 =

0,16 /

0,14
2 0,12 e
-_—
S 0,1 /
8 p,08
S o,

0,06 /{

0,04 /

0,02 s -

o . . .
o 1 2 3 a 5 6 7 8

Sekil 5.10 Kuersetin Kalibrasyon Grafigi (c: 25, 50,100, 200, 300, 400 ve 500 pg/ml)
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Sekil 5.11 Polen Orneklerinin 1 mg/ml Ekstrelerindeki Kuersetin Esdegeri Toplam
Flavonoid Bilesen Miktar1 (ug/mg ekstre) Grafiksel Gosterimi

Bilesen Miktari pg(mg ekstre
B [«)] w

Kuersetin Esdegeri Toplam Flavonoid
N

Polen ekstrelerinde toplam flavonoid bilesen madde miktari en yiiksek 13.62 ng QE/mg ile
P5 (Sinop-etanol) kodlu numune olurken, toplam flavonoid bilesen madde miktar1 en
diisiik 7 pg QE/mg ile P1 (Sinop-su) kodlu numunede tespit edildi. Genel olarak polenlerin
etanol ekstrelerinde daha yiiksek toplam flavonoid bilesen madde miktar1 gozlemlenirken,

polenlerin su ekstrelerinde daha diisiilk toplam flavonoid bilesen madde miktar
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gozlemlendi (Sekil 5.11). Marghitas ve ark., (2009) Romanya’nin farkli bolgelerinden
topladiklar1 12 adet ar1 poleninde toplam flavonoid igerigi 0.6 mg QE/g ile 13.6 mg QE/g
arasinda bulmustur. Temizer ve ark., (2018) Tiirkiye’de 7 farkli sehirden topladiklar1 polen
cesitleri tizerinde toplam flavonoid igerigi 74.23 ile 111.74 mg kafeik asit esdegeri/100 g
olarak tespit etmistir. Bu galismalarin sonuglariyla yapilan bir karsilastirmada deli bal ari
poleni orneklerinin ortalama miktarda flavonoid bilesen igerdigi anlasilmaktadir. Elde
edilen sonuglara gore bu metot i¢in etanoliin daha yiiksek bir flavonoid igerik sonucu

sergileyen ¢6zgen oldugu soylenebilinir.
5.3 FTIR ve UV-Vis Cahismasi

Spektroskopik teknikler, bitki Ozlerinin kalitatif analizi i¢in avantajli bir sekilde
kullanilabilir. Bitki materyali ekstraktlarinin kimyasal bilesimi kullanilan ¢ziiciiniin
polarite degerine baghdir. Birgok organik ve inorganik bilesigin, UV-Vis'te giiclii
absorpsiyon bantlarina sahip olmasi, bu teknigi dogal bilesiklerin analizi i¢in etkili kilar
(Jain ve ark., 2016).

Sonuglar, tiim numuneler igin tipik aromatik benzen halkasi El, E2 ve B bantlarina karsilik
gelen ve yaklasik olarak 190-260 nm dalga boyu araliginda goriilen n—n* gegisinden
ortaya ¢ikan bantlarm bulundugunu gostermektedir. Neredeyse tiim numuneler igin
yaklasik 260 ve 350 nm dalga boylar1 araliginda goriilen iki band: Doymamis gruplarin ve
azot, kiikiirt, oksijen ve halojen gibi heteroatomlarin varligina isaret olabilir. Sonuglara
gore, deli bal ar1 poleni ekstreleri kendi iglerinde benzer absorpsiyon spektrumlarina
sahiptir. Tim ekstrelerde goriilen yaklasik 300-350 nm civarindaki absorpsiyon bantlari
(P1-P8 sirasiyla: 353, 339, 346, 355, 313, 342, 316 ve 314 nm) organik kromofor gruplarin

varligin1 gostermektedir.

FTIR tekniginin, seliiloz, lignin, pektin, mineraller ve balmumlar1 gibi dogal liflerin ana ve
kiigiik fito igeriklerinin tanimlanmasinda dikkat cekici bir teknik oldugu bulunmustur.
Bitkilerde FTIR ile aktif bilesenlerin fonksiyonel gruplarinin karakterizasyonu ve
tanimlanmast  ¢ogunlukla basarilidir  (Cozzolini, 2009). Numunelerin  FTIR
spektrumlarinda gozlenen aromatik =C-H gerilmeleri, aromatik C-C gerilmeleri, aromatik
=C-H diizlem dis1 egilme pikleri aromatik gruplarin ve fenolik bilesenlerin, alifatik =C-H
gerilmeleri, alifatik C-H diizlem igi egilme pikleri alifatik bilesiklerin, C-N gerilmesi

amino asitlerin/proteinlerin, C-O gerilmesi fenolik bilesikler, karbohidratlar ve yaglarin,
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ve sadece P5 (Sinop-etanol), P6 (Ordu-etanol), P7 (Giresun-etanol) ve P8 (Trabzon-
etanol) 6rneklerinde rastlanan C=0 gerilmesi ise yaglarin, yag asitlerinin, karbohidratlarin
ve bazi vitaminlerin, O-H gerilme bantlar1 ise fenolik bilesenlerin varligina isaret edebilir.
Numunelerin her birinde aromatik gruplarin varlig: tespit edilmis, fakat sadece P5 (Sinop-
etanol) ve P7 (Giresun-etanol) érnekleri i¢in aromatik =C-H gerilme degerleri (3012 cm™
ve 3008 cm™, sirastyla) okunabilmistir. Diger numunelerin karsilik gelen gerilme degerleri,
genis O-H gerilme bandmin altinda kaldigr i¢in okunamamistir. Karbonil gerilme
degerlerinin sadece etanolik ekstrelerde saptanmasi, suyun karbonil grubu igeren

fonksiyonel yapilari ekstre edemedigini gostermektedir.

5.4 Oneriler

Deli bal ylizyillardir geleneksel ve tamamlayici tipta kullanilan dogal bir bal tiirtidiir. Fakat
insanoglunun edindigi tecriibeler bu balin az miktarlarda kullanilmasi gerektigini ortaya
koymustur. Yapilan bilimsel ¢aligmalar deli balin kg viicut agirligi basina 50 mg olarak,
ornegin 100 kg agirhikta bir kisi igin 5 g, yaklasik 1 kahve kasigi kadar kullanilmasi
gerektigini gostermektedir. Ulkemizde ve diinyada, bal iiretimi sirasinda arilarin
bacaklarindan dokiilen polen, deli balin zehirleyici etkisinden dolay1 toplanmamaktadir.
Bunun sebebinin deli balda bulunan ve belirli bir miktardan sonra toksik ve halusinojenik
etki olusturan grayanotoksin maddesi oldugu bilinmektedir. Tarihte ilk biyolojik silah
olarakta kullanilan deli balla ilgili arastirmalara hep c¢ekingen yaklasilmistir. Bir baska
sebep ise aragtirmacilarin saf deli bala ulagabilme gii¢liigiidiir. Oysaki ar1 poleni sagliga
say1siz katki saglayan bir besin destegidir ve literatiirde deli bal ar1 poleninin antioksidan
ozelliklerinin belirlenmesi ya da fitokimyasal bilesen miktarinin saptanmasiyla ilgili tek

bir arastirmaya rastlanmamistir.

Bu ¢alismayla deli bal ar1 poleninin antioksidan 6zelligi ve fitokimyasal bilesen miktari
ortaya konmustur. Elbette deli bal ar1 poleninin diger biyoaktif 6zelliklerinin arastirilmasi

da biiyiik 6nem tasimaktadir.

Fakat bah gibi, balin poleni i¢in de kg viicut agirh@: basina tiiketilebilir miktarinin
arastirilmasi1 onemlidir. Ancak o zaman fayda saglayan bir besin destegi olarak

Kkullanilmasi onerilebilir.

Arilarin bal tiretimi sirasinda, biiylik bir kismi petek disina dokiilen ar1 poleninin polen

tuzaklariyla biriktirilmesi énemlidir. Ciinkii, polenin sadece hastaliklar1 iyilestirici etkisi
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icin ya da gida destegi olarak kullanilmas: diisiiniilemez. Elbette, polen fakli alanlarda
kullanilabilen bir biyomalzeme olarak da degerlendirilebilir ve 6nemli bir ticari {irline

donustirilebilir.

Giliniimiizde geleneksel ve tamamlayici tip olarak nitelendirilen dogal iiriinlerle tedavide,
bu iirlinlerle ilgili arastirmalardan elde edilecek sonuglarin gdz oniinde bulundurulmast,
daha bilingli ve etkili kullanimlar1 agisindan 6zellikle 6nem tasimaktadir. Bu sebeple,
hastaliklar1 6nleyici ya da tedavi amagli kullanilan dogal iirlinlerle yapilacak arastirmalar,
geleneksel ve tamamlayici tibbin bilimsel tabanini olusturmasi nedeniyle destekleyici

caligmalar olarak artis gostermelidir.
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