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OSMANIYE, HATAY VE ADANA’DA TUKETILEN POLENLERIN
BIYOAKTIVITELERI

Tugce KAYAR
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Zeynep ULUKANLI

Mayis 2016, 114 sayfa

Osmaniye, Adana ve Hatay illerinden toplam 14 polen 6rnegi analiz edilmistir. L
degeri (49,99-67,96), a degeri (2,34-8,59), b degeri (32,08-51,4), Chroma degeri
(32,23-51,65), Hue degeri (78,19-85,99), kuru madde (%) (90,8-93,5) nem (%)
(6,14-9,19) pH degeri (3,81-5,82), Klorofil a (9,68-49,03 mg/kg), klorofil b (1,39-
25,14 mg/kg), karotenoid (91,44-232,69 mg/kg), toplam fenolik (398,43-529,61
mg/kg) toplam flavonoid (341,56 ile 717,69 mg/kg) miktarlari tayin edilmistir.
Polenlerin etanol ekstraktlarinin antioksidan testlerinde, 5 mg/ml’de DPPH%
inhibisyonu (80,43-94,78), indirgeme giicii (1,73-2,47), %NO aktivitesi (38,92-
93,46), H,O, siipiirme aktivitesi (42,99-100) degisik diizeylerde oldugu
belirlenmistir. 14 polen 6rneginde toplam aerobik bakteri sayisinin (log kob/g) 2,87
ile 6,35, 10 drnekte maya ve kiif sayisinin 2,35 ile 4,28, 4 polen 6rneginde E. faecalis
‘in 2,6 ile 2,86, 7 ornekte B. cereus’un 2,07 ile 3,27 ve 2 Ornekte ise S. aureus ‘un
2,4 ile 2,75 arasinda degistigi saptanmistir. Bu ¢aligmada ise 5 polen 6rneginde tespit
edilen toplam aerobik bakteri sayisinin 105k0b/g’dan ve 1 Ornekte kiif ve maya
sayisinin 10* kob/g’dan daha yiiksek oldugu saptanmustir. Ayrica 2 6rnegin S. aureus
bakimindan pozitif olmas1 Avrupa Birligi tarafindan 6nerilen kritere uygun olmadig:
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Polen, Antioksidan, Toplam Bakteri, Koliform



ABSTRACT

BIOACTIVITIES OF THE EDIBLE POLLENS IN OSMANIYE, HATAY AND
ADANA

Tugce KAYAR
PhD / M.Sc., Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Zeynep ULUKANLI

May 2016, 114 pages

A total of 14 pollen samples were collected from the regions of Osmaniye, Adana
and Hatay. L values (49,99-67,96), a values (2,34-8,59), b values (32,08-51,4),
Chroma (32,23-51,65), Hue (78,19-85,99), dry matter (%) (90,8-93,5), moisture
content (%) (6,14-9,19) pH values (3,81-5,82) chlorophyll a (9,68-49,03 mg/kg),
chlorophyll b (1,39-25,14 mg/kg) caretonid (91,44-232,69 mg/kg), phenolics
(398,43-529,61 mg/kg) and flavonoid contents (341,56 717,69 mg/kg) were
determined. Antioxidant assays of the ethanol extracts of pollens, at 5 mg/ml, DPPH
(% inhibition) (80,43-94,78), reducing power capacity (1,73-2,47), % NO scavenging
activity (38,92-93,46), H,O, scavenging activity (42,99-100) showed different
antioxidant powers. Total aerobic bacterial counts ranged from 2,87 to 6,35 log cfu/g
in all samples, yeast and fungi ranged from 2,35 to 4,28 in ten samples, Enterococcus
faecalis ranged from 2,6 to 2,86 in 4 samples, B. cereus ranged from 2,07 to 3,27 in
seven samples, Staphylococcus aureus ranged from 2,4 to 2,75 in two samples. Some
samples were unsuitable to according to European Union Criteria as five samples and
one sample had total bacterial counts and yeast/fungi counts above 10° and 10* log
cfu/g, respectively, and two pollen samples had S. aureus.

Key Words: Pollen, Antioxidant, Total Bacteria, Coliform
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1. GIRIS

Tiim diinyada, en yaygin tiiketilen ar1 iirlinleri arasinda balin ilk sirada yer aldigi
kabul edilmektedir. Baldan sonra, toplumlar arasinda yayginlik bakimindan en fazla
oranla tiiketilen ar1 kovani {iriinleri arasinda ikinci sirada polenin yer aldig1 ve bunu
takiben ar1 siitii, balmumu, ar1 zehri ve propolis oldugu goriilmektedir (Sekil 1.1)
(Anoniml1, 2016). Giiniimiizde, ticari olarak satisa sunulan polen, bal arist Apis
mellifera tarafindan larvalarin1 beslemek i¢in dogal florada bulunan g¢igeklerden
toplamis olan temel bir besin kaynagidir. Bal arilar1 tarafindan toplanan polenin
insanoglunun sagligi acisindan énemli olan besin igerigi ve tedavi edici ozelliklerine

sahip oldugu ¢esitli arastirmalarda tespit edilmistir.

%

Propolis
Ar1 zehri
Balmumu

Ar1 stti

Polen

Bal

0 20 40 60 80 100

Sekil 1.1. Yaygin olarak tiiketilen ar1 irtinleri (Anonim1, 2016)

Cizelge 1.1 ve Sekil 1.2, 1.3 ve 1.4 incelendiginde, insanoglunun var oldugundan
beri besin, ilag vb. gibi ¢esitli gereksinimlerini karsilamak amaciyla aricilik yaptig
ve ar1 kovan iriinlerinin kullaniminin ise Milattan 6nceki devirlere kadar uzandigi
cesitli kaynaklara dayanarak belirlenmistir. Bitkilerin tozlagsmasinda 6nemli gorev
yapan arilarin toplamis olduklar1 polenler, insanoglunun besin kaynagi disinda
genglik, uzun ve saglikli bir hayata sahip olma arzusu ile kullanildig1 da tespit
edilmistir (Anonim2, 2016).



Cizelge 1.1. An yetistiriciligi ve iiriinleri konusunda elde edilen ilk belgeler

ilk insan, agag kovuklarinda ya da kaya oyuklarinda dogal olarak

bulunan yuvalarda arilari Oldirerek ballarimi  almiglar  ve

tikketmislerdir. Zamanla, tiim arilar1 yok etmeden kendilerine yetecek
kadar bali almak ve geri kalan balin ise ar1 topluluguna

birakilmasiyla, asil anlamda iireticilige baslandig: diisiintilmektedir.

(Anonim3, 2016)

(Anonim3, 2016)

M.O. 7000 Ispanya’da, ilkel insanin magaralarda ¢izmis oldugu resim ve (Anonim4, 2016)
tasvirler, ar1 ile ilgili fosiller ve gesitli buluntular
. Eski Misirda Nil Nehri kenarindaki bir tapimakta ¢izilmis ar1 | (Anonim5, 2016)
M.O 4000 ve tasvirlerinin bulunmasi (Anonim2, 2016)
Sncesi Eski Misir medeniyetinde, manevi agidan yiiksek degeri olan | (Anonim4, 2016)
polenin firavunlara ait mezarlarda tespit edilmesi, gelecek
diinyada firavun ruhlarinin besin gereksinimlerini saglamasi
amaciyla yerlestirildigi goriisti 6ne stiriilmiistiir.
Masir, ar1 kiiltiiriiniin yapildig1 yer olmasi
Misirda, alis ve satiglarda para yerine bir degisim araci
olmast
Misir Tip kitaplarinda balin yara tedavisinde ve mumyalama
islemlerinde kullanilmasi
. Mezopotamya bélgesinde yagamis olan Siimerlilerin bali, (Anonim4, 2016)
M.O. 3000 ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ilag¢ olarak kullanmasi
2500 y1l ve Antik Yunan medeniyetine ait kayith belgelerde
oncesi Olimpiyat yarigmalarina katilan atletlere gii¢ vermek (Anonim2, 2016)
amaciyla polen takviyesinin yapilmasi
Hipokrat, Pliny the Elder ve Pythagoras adli bilim adamlar1
polenin tedavi edici etkisini belirtilmesi ve kullanilmasi
M.O. 2400 Arn yetistiriciliginde, ilk baglangi¢ olan kovan olusturma (Anonim3, 2016)
~ amactyla ¢esitli kaynaklarin (mantar ve agag kiitiikleri, (Anonim?7, 2016)
toprak veya kil kovan) kullanilmasi -
Kahire yakinlarinda Yahudi Tapiaginda bulunan tasvirler (Anonimé, 2016)
. Hitit medeniyetine ait Bogazkdy de tastan olusmus yazitlarin | (Anonim3, 2016)
M.O. 1300 iizerinde arilar ile ilgili tasvirlerin bulunmasi
Bazi Tespit edilmis en eski kayitlarda, Ispanya’da, yasamis olan (Anonim7, 2016)
Ortadogu Arap asill1 ve Yahudi asilli hekimlerce polenin ila¢ amaciyla
Ulkeleri kullanilmig olmasi
Misir Maimonides (1135-1204) adli Yahudi bir doktorun poleni | (Anonims, 2016)
Sultanlig . .
yatigtirici bir tonik olarak kullanilmasi
g’”_ ';" Polenin  afrodizyak  olarak  kullamilabilecegi  gibi | (Anonims, 2016)
(S})oé}:ﬁ gastrointestinal ve kardiyovaskiiler sistem i¢in faydali olmasi
yillarin
basinda
Cin ve Diger | Polenin, tibbi alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmasi (Anonim2, 2016)
Medeniyetler
Hindistan, Sagliga olan faydalar1 nedeniyle yaygin bir sekilde (Anonim2, 2016)
Kuzey ve kullanilmasi
Giiney

Amerika




Sekil 1.2. Kovanda ar1 yetistiriciligi konusunda tespit edilmis ilk belge
__(Anonim6, 2016)

PPN DN, TS

Sekil 1.4. Eski Misir’da tasvir edilen bir hiyeroglifte, bir Misirlinin, bir
kova bal1 diger bir kovaya bosaltirken ¢izilmis tasviri

(Anonimb5, 2016)




1.1 Cicek ve Yapisi

Kapali tohumlularda ¢icek, ¢ok c¢esitli kisimlardan meydana gelmis bir organdir. Bir
cicekte bulunan yapilar ve islevleri ile ilgili bilgiler Sekil 1.5, 1.6 ve 1.7°de
verilmistir. Canli varliginin devamini saglayan ve erkek iireme hiicreleri olarak
bilinen polen, cesitli vektorler araciligiyla tasinmakta, bitkilerin déllenmesini,
cogalmasini ve neslinin devam etmesini saglayan ¢ok dnemli mikroskobik yapida

olan bir hiicredir (Anonim2, 2016).

Polen kelimesi, ilk kez Binomial adlandirma kapsaminda, Isvegli bir bilim adami
olan Carl Von Linneaus tarafindan 1760 yilinda kullanmistir. Latince kdkenli olan
polen ince toz ya da un manasina geldigi de bilinmektedir (Anonim?7, 2016). Cigegin
yapisinda bulunan erkek iireme organinda, polen hiicrelerinin olusumu ile ilgili
bilgiler Cizelge 1.2 ve Sekil 1.6 ve 1.7°de verilmistir.Eger bu dongi, ¢esitli abiyotik
ve biyotik faktorler vasitasiyla engellenirse, tim canliligin geri dontisiimii olmayan

tehditler ~ altinda  maruz = kalmasina  neden  olacagi  bilinmektedir.



Cizelge 1.2. Cigegin kisimlari ve islevleri

Cicegin kisimlari

Son Uriin/Gérevleri

Cicek sap1

Canak yapraklar

Tag yapraklar
Ureme organlari

)

Tohum ve meyve olusumu

Cicegin kisimlari

Baglant1 /diger alt kissmlar

Son Uriin/Gérevleri

Cicek sap1 (=pedisel)

Cigek ile bitki dali arasinda baglant

Cicek tablasi (=reseptakulum)

Cigek sapinin genisleyen iist kismi

Cigege ait yapilar1 tagimast

Canak yapraklar (=kaliks)

Cigege karakteristik yesil rengi veren
kisimlari

Tomurcuk halde olan ¢i¢egin i¢ kisimda bulunan yapilara koruma gérevi yapmasi
Fotosentez yapabilmesi

Tag yapraklar (=korolla)

Cigegin ¢ekici ozelligi veren
parlak ve renkli olan kisimlari

Ureme organlarin1 korumasi
Polinasyon igin bocekleri cezbetmesi

Disi lireme organi

Tepecik

Boyuncuk

Yumurtalik

Disi tireme hiicresinin gelistigi kisim

Erkek iireme orgam (=stamen)

Sapeik (=filament)

Bascik (=anter) sap¢igin ucunda yer
alan ve polen keseleri igeren ve her bir
kesede de ¢ok fazla miktarda erkek
ireme hiicresi=polen iceren bir

yapidir.

Anter’de, mayoz boliinme sonucunda diploid mikrospor ana hiicreleri haploid mikrosporlar

haline gelir (n=4 ) ve bu boliinme sonucunda ise her bir hiicrenin de tek bir polen tanesi haline
gelmesine neden olur. Anter’in yarilarak agilmast ile polen taneleri serbest kalir. Her bir polen
tanesinde polen metabolizmasini kontrol eden vejetatif ¢ekirdek ve dollenme olusumu yapacak

jeneratif bir ¢cekirdek bulunmaktadir.




Tag yaprak —
Petal (Korolla)

Ganak Yaprak 4 ™ Yumurtahk

Sepal ( Kaliks)

Cigek tablasi
(Periant)

Cigek Sapi

Sekil 1.5. Cigegin kisimlart (Anonim9, 2016)

Tepecik
Disicik borusu

Yumurtalik

Embrivonik -~
govde

Embriyonik kok A 17} ~sperm hucreleri

Uretken
cekirdek (n)

l:‘.?mgi ®
Q-@- “.,.:;@

Mayoz | Mayoz Il
Polen ana

hiicresi (2n) @

Mikrospor (n) Polen

Polen kesesi

Sekil 1.7. Anterin yarilmasi ile agiga ¢ikan polenler (Anonim11, 2016)




1.2 Bal Aris1 ve Siiflandirilmasi

Bal arisinin, tiir diizeyinden baslayarak tiim siiflandirma basamaklar1 Cizelge 1.3°de
verilmistir. Bir kovanda koloni halinde bulunan arilar 3 grupta siiflandirilir (Sekil
1.8). Cinsiyet bakimindan farklilik gosteren bal arilarinin yasam evreleri ise Sekil

1.9°da gosterilmistir.

Ar1 kovani iiyelerinden birisi olan erkek ariin temel ve tek gorevi, kovanin kralicesi
olan ana ariy1 dolleme islevine sahip olmasidir (Anonim12, 2016). Cizelge 1.4°de
ana armin, yasam alani olan kovandaki sayisi, yasam siiresi, beslenmesi ve
kovandaki temel gorevleri ve is¢i armin yas araligi (giine gore) ve gorevleri ise

Cizelge 1.5’te verilmistir.

Cizelge 1.3. Bal arisinin taksonomik hiyerarsisi (Anonim13, 2016)

Alem : Animalia
Alt alem: Bilateria
Ara alem: Protostomia
Ust sube: Ecdysozoa
Sube: Arthropoda
Alt sube: Hexapoda
Simif: Insecta
Alt sinif: Pterygota
Ara simf: Neoptera
Ust takim: Holometabola
Takim: Hymenoptera
Alt takim: Apocrita
Ara takim: Aculeata
Ust aile: Apoidea
Aile: Apidae
Alt aile: Apinae
Oymak: Apini
Cins: Apis Linnaeus (1758)
Tiir: Apis mellifera Linnaeus (1758)




An Tipi @ @
ve s
Is¢i An Erkek Ar LA

Cinsiyeti
Olusumu Dollenmis Dollenmemis Dollenmis
Yumurta Yumurta Yumurta

Ana An

Erkek Ar

Sekil 1.8. Kovanda farkli gorevlere sahip olan arilar (Anonim14, 2016)

Yumurta Larva Pupa Total (gilin)

B Anaart Oisciart ®Erkek ar

Sekil 1.9. Bal arilarinin yagsam evreleri (Anonim12, 2016)



Cizelge 1.4. Ana arinin, yasam alani olan kovandaki sayisi, yasam siiresi, beslenmesi ve kovandaki temel gorevleri

(Anonim12, 2016)

Kovandaki | Ortalama yasam Beslenmeleri Ana gorevi Diger gorevleri
sayisi (adet) siiresi (y1l)
Isci arilar
tarafindan Yumurtlama Koloninin *Ana ari, salgilamis oldugu
agizlarina stirekliligini | fenomen adli  hormon ile
1 3-5 ari1 sl saglamasi kolonide bulunan is¢i arilarin
verilmesiyle kendi c¢evresinde toplanmasini
saglamasi
*Ana an1 ciftlesmek ve ogul

vermek  amaciyla  kovandan

disariya ¢ikmasi

*Gelisimin 23. gliniinde, giinesli
ve sicak bir giinde 6gleden sonra
erkek arilar ile c¢iftlesmek igin
ucusa ¢ikmast

*Kovana geldikten sonra 2-3 giin
icerisinde yumurtlamasi (yumurta
sayist: 1500-2000/giin)

*Kovan i¢i iglerin regiilasyonu

*Fenomen hormonu ile isci
artlart yumurtaliklar1 gelisimini
engelledigi ve kendine rakip
olacak diger yeni bir ana arinin
olusumunu da otomatik olarak
engellemesi




Cizelge 1.5. Is¢i armin yas aralig1 (giine gore) ve gorevleri (Anonim12, 2016)

isci Arinin Kis Yaz
Kolonideki sayisi 10.000- 70.000-
20.000 80.000
isci Arinin Kis ilkbahar
Yasam Omrii Sonbahar
(7-8 ay) (35-40 giin)
Yasa Bagh TEMIiZLEME
Fonksiyonlar: 0 iLE 3. GONLUK

Kendisi

Kovandaki Petek Gozleri

BESLEME

Besin almak icin

Petek Gozlerinden Almis Oldugu Besledikleri
Kullandigi Kaynak: Besinler ve Islevi An Tipi
Petek Gozleri Arilarin isleme ugrattiklar Larva
Bal ve Polen
_ L URETIM BESLEME
5 ILE 15. GUNLUK
Olusturdugu Uriin Besledikleri Ar1 Tipi
An Siiti Geng Larvalar
12ILE 18. URETIM INSAAT TEMIZLEME
GUNLUK
Olusturdugu Uriin Uretﬂtikleri Balmumunun Kovan
Bal Mumu Petegin Oriilmesinde Kullanilmasi Temizligi
18 ILE 20. KORUYUCULUK
GUNLUK
Kovanin ugus
deligi ve tahtasi
BESIN TASIYICILIGI
21. GUN VE Nektar, Polen
SONRASI Propolis ve Su
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1.3 Bal Arilar1 ve Polen Toplama islemleri

Sabahin ¢ok erken saatlerinin, is¢i arilar bakimindan, polen toplamak i¢in elverigli
bir zaman oldugu ve Haziran Temmuz ve Agustos aylarini kapsayan yaz doneminin
de polen toplama islevinin en elverisli dénemler oldugu belirtilmektedir. Isci armin,
tohumlu bitkilerdeki bir ¢igegin yapisinda bulunan erkek organi iizerine konmasi ve
ar1 viicudunun cesitli kisimlarinin ¢icek tozuna bulagmasiyla polen toplama islevi

baslamis olur (Anonim4, 2016).

Ar, orta ve arka bacaklarda bulunan fir¢a tipi yapilari ile polen toplama islemine
baslar ve agzinda bulunan bal ile nemlendirdikten sonra arka bacaginda yer alan
polen sepetinde birikmesini saglar ve bu sepete polen doldurma isleminin 6 ile 10
dakika arasinda oldugu saptanmistir. Belirtilen bu biriktirme iglemlerinin, ugus
durumunda bile yapilabildigi tespit edilmistir. Arinin, polen disinda nektar da

tagiyarak, kovana geldigi rapor edilmistir.

Arilarin, tim kovanin siirdiiriilebilirligi acisinda énemli olan poleni, petekteki bos
gbzlere ya da polen bulunan goézlere yerlestirdigi belirlenmistir. Toplayici arilari
takiben kovanda bulunan diger arilar, gozlere yerlestirilmis olan bu polenleri, hava
girisini engellemek amaciyla, alin kisimlar ile baski yaparak iyice yerlesmesini
sagladig1 tespit edilmistir. Ilkbahar ve sonbahar aylar1 disinda yani kis déneminde
tiiketim amaciyla kullanilacak olan polenlerin, dis kisimlar1 kalin olmayacak sekilde
kaplama yapilarak ya da bal ile doldurularak, kapatilmasi saglanmaktadir. Polen
toplamak i¢in ugusa ¢ikan arinin her bir ugus dongiisiinde agirlik olarak 12 ile 30 mg
arasinda degisebilen ve ortalama 15 mg olan polen yiikii tasidigi ve taginan bu
agirhigin kendi viicut agirhigimin 1/3°lik kismuni tegkil ettigi belirlenmistir. Arinin,
polen toplamak icin basladigi ucus ve kovandaki gozlere toplanan yiikiin
yerlestirilmesi islemlerinin ise 30 dakikalik bir siirecte yapildigi ve bu toplama
ritimlerinin 5 ile 20 arasinda degisebilen uguslarla gerceklestirildigi belirlenmistir.
Is¢i armmin topladigi polen yiikiiniin ¢igek kaynagma bagli olarak degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir. Bir kovanda bulunan is¢i arilar tarafindan toplam olarak 20

ile 30 kg arasinda degisebilen polen biriktirildigi belirlenmistir (Anonim4, 2016).
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Polen yiikii ile gelen ar1, diger arilara mevcut bu besininin nerede oldugu gdstermek
amaciyla dans seklindeki uguslara baslar (Anonim4, 2016). Polen hasadina ¢ikmis
bir is¢i armin ¢icekten poleni toplarken ve polen topladiktan sonra kovana doniis

amactyla yapmis oldugu ucusa ait bazi1 goriiniimler Sekil 1.10°da verilmistir.

Pollen basket

Sekil 1.10. Bal arisinin polen toplamasi ve tagimasi
(Anonim15, 2016, Anonim16, 2016, Anonim17, 2016)
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1.4 Polenin Besin icerigi ve Diger Uriinler ile Karsilastiriimasi

Sekil 1.11°de goriildiigii gibi polenin temel bilesenlerinin oran1 degismekle birlikte,
bilesenler arasinda en fazla oranda karbonhidrat oldugu ve bunu takiben diger
bilesenlerin ise sirasiyla protein, lif, lipit ve kiil oldugu tespit edilmistir (Bogdanov,
2012). Mineraller ve iz elementler bakimindan polen icerigi incelendiginde ise
potasyum, magnezyum, kalsiyum, fosfor, demir, ¢inko, bakir ve mangan gibi
elementlerin miktarlar bakimindan degisim gosterdigi belirlenmis olmakla birlikte en
fazla oranda bulunan elementlerin potasyum, mangan ve fosfor oldugu Sekil 1.12

incelendiginde goriilmektedir (Bogdanov, 2012).

Polenin, suda ¢oziilebilir ve ¢dziilmeyen vitamin igeriginin de degisim gosterdigi ve
en fazla oranda bulunan vitaminlerin ise sirasiyla, C Vitamini, E Vitamini ve
Vitamin A’nin 6nciil maddesi olan B-karoten oldugu tespit edilmistir. B vitamini
tirevlerinin (B1, B2, B3, B5, B6) degisik miktarlarda bulundugu tespit edilmis
olmakla birlikte en fazla oranda bulunanin ise B vitamin c¢esidinin B3 oldugu
saptanmistir (Bogdanov, 2012). Polende bulunan diger vitaminlerin ise Biotin ve

Folik asit oldugu belirlenmis ve oranlar1 Sekil 1.13’de verilmistir.

Sekil 1.14°de goriildiigh gibi, polenin amino asit ¢esitliligi analiz edildiginde 17 ¢esit
amino asit icerdigi saptanmistir. Belirtilen bu amino asitlere ait oranlar Sekil’de
verilmis olup, polende en fazla miktarda bulunan amino asitlerin ise prolin, aspartik

asit ve glutamik asit oldugu tespit edilmistir (Bogdanov, 2012).

Sekil 1.15°de goriildiigli gibi, polenin protein igeriginin diger temel besinler olan
kirmiz1 ve beyaz et, sebze ve meyveler ile karsilastirildiginda proteinin en fazla
oranda tavuk eti ve polende oldugu belirlenmistir (Anonim4, 2016). Lipit igerigi
bakimindan polen ve diger iiriinler karsilastirildiginda ise en fazla lipit miktarinin,

biftek, tavuk eti ve polende oldugu Sekil 1.16° da gériilmektedir (Anonim4, 2016).
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Polenin Temel Bilesenleri

Belirlenemeyenler
Kiil

Lif

Toplam Karbonhidrat

Lipit

Protein
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Sekil 1.11. Polenin temel bilesenleri (Bogdanov, 2012)
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Sekil 1.12. Polende bulunan mineraller ve iz elementler (Bogdanov, 2012)
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Vitaminler
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Sekil 1.13. Polende bulunan vitaminler (Bogdanov, 2012)
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Sekil 1.14. Polende bulunan amino asitlerin g¢esitliligi

(Amino asitler, gramdaki serbest amino asitler/ Azotun 16 g’1) (Anonim18, 2016)
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Protein (g)
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Sekil 1.15. Polene ait protein igeriginin diger et, sebze ve meyve iriinleri ile
karsilastiritlmasi (Anonim4, 2016)
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Sekil 1.16. Polene ait lipit igeriginin diger et, sebze ve meyve iirlinleri ile
karsilastiritlmasi (Anonim4, 2016)
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Sekil 1.17°de gortldigii gibi potasyum elementinin en fazla domateste ve bunu

takiben esit miktarda polen ve lahana’da oldugu belirlenmistir (Anonim4, 2016).

Potasyum (g)
12
10
8
6
4
2
Polen Domates Lahana Fasulye Bugday Elma  Tavuk Biftek

Sekil 1.17. Polene ait potasyum igeriginin diger et, sebze ve meyve tiriinleri ile
karsilastirilmasi (Anonim4, 2016)

Sekil 1.18’de goriildiigii gibi kalsiyum elementinin en fazla lahana’da ve polende
oldugu belirlenmistir (Anonim4, 2016).
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Sekil 1.18. Polene ait kalsiyum igeriginin diger et, sebze ve meyve iiriinleri ile
karsilastirilmasi (Anonim4, 2016)
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Sekil 1.19°da goriildiigii gibi polenin sodyum igeriginin, domates, elma ve biftekten
daha fazla, lahana, fasulye, bugday ve tavuktan daha diisiik oranda icerdigi

belirlenmistir (Anonim4, 2016).

Sodyum (mg)
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Sekil 1.19. Polene ait sodyum igeriginin diger et, sebze ve meyve triinleri ile
karsilastirilmasi (Anonim4, 2016)

Sekil 1.20°de goriildiigii gibi, demir igerigi bakimindan tiim iiriinler incelendiginde

en fazla demir elementinin polende oldugu tespit edilmistir (Anonim4, 2016).
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Sekil 1.20. Polene ait demir igeriginin diger et, sebze ve meyve lriinleri ile
karsilastirilmasi (Anonim4, 2016)
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Vitamin A (mg)
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Sekil 1.21. Polene ait Vitamin A igeriginin diger et, sebze ve meyve lirlinleri ile
karsilastirilmasi (Anonim4, 2016)

Vitamin A igerigi incelendiginde ise polenin domatesten daha az, fakat lahana,
fasulye, elma, tavuk ve biftekten daha fazla oranda igerdigi, Vitamin C’nin ise en
fazla lahana, domates ve polende oldugu rapor edilmistir (Sekil 1.21 ve Sekil 1.22 )
(Anonim4, 2016).
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Sekil 1.22. Polene ait Vitamin C igeriginin diger et, sebze ve meyve iiriinleri ile
karsilastiritlmasi (Anonim4, 2016)
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1.5 Polenin Saklanma Sekilleri ve Kullanim Alanlari

Polen, direk olarak tiiketilebildigi gibi degisik islemlere maruz birakildiktan sonra

piyasada satisa sunulmaktadir. Uygulanan bu yontemler arasinda en iyi Saklama

seklinin kurutularak ve dondurularak yapilan islemler oldugu tavsiye edilmektedir

(Cizelge 1.6 ve 1.7) (Anonim4, 2016).

Cizelge 1.6. Polenin uygulama alanlar1 ve farkli kullanim amaglari

(Anonim4, 2016)

BESLENME Insan viicudu bakimindan dinglik vermesi ve dengeli beslenmenin
saglanmast
Istah acici 6zelliklere sahip olmasi

TIP Tedavi edici maddeler icermesi
Polene bagli gelisen alerjik durumlarda tedavi edici olarak
kullanilmasi

ECZACILIK Ilag endiistrisi

GIDA ENDUSTRISI Unlu mamuller

HAYVAN BESLEME Art yetistiriciligi

At yarislarinda besin takviyesi

Boceklerin yemlerine ilave edilmesiyle bilyiime oranlarinin

hizlandirilmasi
KOZMETIK Kozmetik endiistrisi
TARIM Ziraat ile ilgili caligmalar
CEVRE Cevre kirliligi ile ilgili arastirmalar

Cizelge 1.7. Polenin muhafazasi ve saklama siiresi

(Anonim19, 2016, Anonim20, 2016)

Uygulamalar Mubhafaza Siiresi

1) Graniil haldeki mutfak sekeri ile karigtirilmasiyla

2) Hamur kivamina getirilmesiyle

3) Vakum islemine maruz birakilarak paketlenmesiyle

4) Dondurma islemine (derin dondurucu) maruz birakilmasiyla

5) *Oda kosullarinda, havadar bir ortamda
golgede kurutulmasryla
*30 °C ya da 35 °C’ye sicaklig1 ayarlanmis bir firinda 5 ile 6 saat
arasinda degisen bir siire ile kurutulmasi
Kurutma igleminde polenin i¢erdigi nem miktart % 5 yada % 10
oraninda olmasi gerekliligi bildirilmistir.

Dondurarak 1 kag yil
saklanabilecegi
Buzdolabinda 1 y1l
Oda kosullarinda 1
kag ay
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1.6 Gidalar ve Mikroorganizmalar

Gidanin dogal yapisinda cesitli mikroorganizmalar oldugu gibi, gidalara cesitli
etkenler vasitasiyla temas edilmesi, hazirlanmalar1 esnasinda yapilan islemler,
depolama kosullar1 ve siireci, tasinma ve ticari olarak satisa sunulmasi gibi cesitli
basamaklar araciligiyla da gidalara g¢esitli mikroorganizmalarin bulasabildigi
bilinmektedir. Bu bulagma kaynaklar1 Cizelge 1.8’de verilmistir (Akin ve Akin,
2010).

Cizelge 1.8. Gidalara gesitli kaynaklardan mikroorganizmalarin bulasma yollar

(Akin ve Akin, 2010)
Cevresel Kaynaklar Biyolojik Kaynaklar Diger Kaynaklar
Toprak Hayvansal kaynakli Kanalizasyon
Su Bitkisel kaynakl Ekipmanlar
Hava Insan kaynakli Katki Materyalleri

Ambalaj Islemleri

1.6.1 Gidalardaki mikroorganizma gruplar ve islevleri

Cizelge 1.9’da goriildiigii gibi, gida iriinlerinde bulanabilecek mikroorganizmalar,
irtin kalitesi, raf Omrii ve insan tiiketimi agisindan uygunlugu vb. gibi 6zelliklere
gore, 4 temel grupta siniflandirilmaktadir (Ayhan, 2000).

Cizelge 1.9. Gidalar ve mikroflorasi, mikrofloranin gruplandirilmasi ve
fonksiyonlar1 (Ayhan, 2000)

Gruplama Siniflandirma Fonksiyonlari

Grup | Bozulma olusturmasi Belirli seviyelere ulastiklarinda gidalarda fiziksel
kimyasal ve duyusal 6zelliklerinin degisimine neden
olmasi, raf Omriiniin azaltmasi ve tlriintin tiketim
acisindan uygun olmayan hale gelmesine neden olmasi

Grup Il Yararlt 6zelliklerinin olmast Uretmis oldugu metabolitler ile iiriinde istenilen lezzet
ve aroma olusumu ve tiiketici a¢isindan arzu edilen
diger yapisal degisikliklere sebep olmasi

Grup 11 Saglik agisindan risk teskil etmesi Uretmis olduklari toksinler ile gida kaynakli
zehirlenme durumlarinin olusumuna neden olmasi
Ureme periyodu esnasinda ya da direk olarak
mikroorganizmanin yapmis oldugu hastalik durumuna
neden olmasi

Grup IV Fayda ve zarar bakimindan Nétral fonksiyonda olmasi
etkilerinin olmamasi
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1.6.2 Gidalarda Yapilan Mikrobiyolojik Analizler

Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayimi

Bu analiz, tiiketilen gidalarin, kriterlere uygun olup olmadigmin tespit edilmesi
disinda Cizelge 1.10°de belirtilen nedenlerden dolay1 yapilmaktadir (Dogan ve
Tiikel, 2000).

Cizelge 1.10. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri sayiminin yapilma amaglari
(Dogan ve Tiikel, 2000)

Gidalarda bozulmanin baslayip baslamadiginin tespit | Gida hammaddeleri
edilmesi
Raf 6mriiniin saptanmasi Yardimc1 hammaddeleri
Ambalaj materyali
Genel olarak isleme kosullar
Maya ve Kiifler

Maya ve Kiifler, 2 ile 9 aras1 pH’da, 10 ile 35 °C sicakliklarda, 0,85 ile daha yiiksek
su aktivitesi bulunan ortamlarda iireyebilen bir grup organizmadir. Tuz ve seker
bakimindan yiiksek olan ortamlarda bile ¢cok rahatlikla gelisebilen bu organizmalar,
karbonhidrat, protein ve lipitler gibi makromolekiilleri ve ayrica organik asitleri de
parcalama Ozelligine sahip olan canlilardir. Bulundugu ortamlarda istenilmeyen
duyusal Ozellikler olusturmalar1 ve hatta bazi tiirlerin ise sekonder metabolit olarak
toksinler olusturmalar1 ve enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Uriiniin bu
grup mikroorganizmalar acisindan incelenmesi gidalarda temel olarak kabul edilen
kalite parametrelerinden birisidir. Bu amagla, {iriinlin hava ile temasini, ambalajdan
once Ogiitiilme islemine tabi tutulan iriinlerin yikama islemlerinin yeterli yapilip
yapilmadigi, diisiik sicakliklarda (sogutarak ya da dondurarak) muhafaza edilen
triinlerde sicaklik kriterlerin  yeterli olup olmadigimin kontrolii amaciyla
yapilmaktadir. Bu grup mikroorganizmalarin gelisecegi besin ortamlarinin pH’s1
asidik hale getirilmekte (3,5 ile 5,4 arasi), istenilmeyen bakterilerin gelismelerini
engellemek amaciylada besin ortamlarna cesitli antibiyotikler konulabilmekte
(penisilin, streptomisin, oksitetrasiklin, kloramfenikol vb. gibi) ya da inhibe edici
renk maddeleride (rose bengal) ilave edilebilmektedir (Durlu-Ozkaya ve Kuleasan,
2000).

22



Laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterilerinin genel o6zellikleri, bulundugu habitatlar ve olusturdugu
hastaliklar Cizelge 1.11°de verilmistir (Anonim21, 2016).

Cizelge 1.11. Laktik asit bakterileri (Anonim21, 2016)

Genel Ozellikleri Habitatlar Olusturdugu Hastaliklar ya
da Diger Aktiviteleri
Kok ya da ¢ubuk sekilli Stit Bulundugu gida ortaminda
asitlik artigina neden
olabilmesi
Gram (+) Et Probiyotik olarak
kullanilabilmesi
Spor (-) Sebzeler
Katalaz (-)
Sitokro (-)
Asit tolerasyonu (+)
Laktik asit olusumu (+)
Grupta bulunan organizmalar:
Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus,
Streptococcus ve Lactococcus

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae familyasinin genel 6zellikleri ve bu familyada hakkinda bazi

bilgiler Cizelge 1.12°de verilmistir (Anonim22, 2016).

Cizelge 1.12. Enterobacteriaceae familyasinin genel 6zellikleri ve bu familyada
bulunan bazi bakteriler (Anonim22, 2016)

Genel Ozellikleri

Uyeleri

Genel olarak hijyen indeksi olarak kabul
edilmekle beraber, ulusal ya da uluslararasi
standartlar ve tiizliklerde belirli gida
maddeleri i¢in konulmus limit degerler
yoktur. toplam Enterobacteriaceae sayimi da
indeksi  olarak Onem

hijyen giderek

kazanmaktadir.

Koliformlar (total ve fekal)

E. coli tip 1 ve O157:H7

Salmonella sp.

Shigella sp.

Y. enterocolitica
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Koliformlar ve Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasinda smiflandirilan bu grup bakteriler, 2 alt gruba
ayrilmaktadir: 1) feces kaynakli olmayan (6rnegin, biyotik (bitkiler) ve abiyotik
(toprak vb.) kaynakli) II) feces kaynakli olan (hayvanlar aleminde gruplandirilan
canlilarin sindirim sistemleri araciligiyla). Feges kaynakli olanlar, fekal (diski)
koliformlar olarak tanimlanmakta ve bu gruba ait iiyeler ve/veya E. coli nin gida da
tespit edilmesi gidanin fekal kaynakli kirleticilerle maruz kaldig1 ve tifo, dizanteri
gibi hastaliklara neden olan bazi patojen bakterilerin muhtemel indikatorii olarak
kabul edilmektedir. Gerek gida materyalleri ve gerekse ¢esitli kaynakli sularda
bulunmasina kesinlikle izin verilmemektedir. Ancak bazi gida ¢esitlerinde
koliformlarin sayisi konusunda belirli bir diizeye kadar toleransin oldugu rapor
edilmistir. Cok cesitli gidalarda yaygin olarak bulunan bir gruptur. Bu grubun
gidalarda varliginin tespit edilmesi iyi olmayan santitasyonun, yeterli ve dogru
olmayan pastdrizasyon islemlerinin yapildigi, pisirme islemleri sirasinda bulagsmanin
oldugu ve pastorize edilmis olan bir materyalin yapilan islem sonucunda tekrar
mikroorganizmalar ile bulastiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Cakir,
2000). Koliform grubu bakterilerin genel ozellikleri, bulundugu habitatlar ve
olusturdugu hastaliklar Cizelge 1.13’de verilmistir (Cakir, 2000).

Cizelge 1.13. Koliform grubu bakteriler (Cakir, 2000)

Koliformlar Genel Ozellikleri Olusturdugu hastaliklar
C. freundii Cubuk Cesitli

E. aerogenes Fakiiltatif Anaerob

E. cloacae Gram (-)

E. coli Spor (-)

K. pneumoniae Laktoz (gaz ve asit)

Gida mikrobiyolojisi agisindan 6nemli olan diger bakterilerin genel o6zellikleri,
bulundugu habitatlar ve olusturdugu hastaliklar Cizelge 1.14-1.21°de verilmistir
(Dogan ve Tiikel, 2000, Kaleli ve Durlu-Ozkaya, 2000, Dogan, 2000, Kuleasan,
2000, Cakir, 2000, Akin ve Akin, 2010, Ayhan, 2010,).
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Cizelge 1.14. Staphylococcus aureus (Dogan ve Tiikel, 2000)

Genel Ozellikleri Habitatlar Olusturdugu hastaliklar
Micrococcaceae familyasi Insan ve Hayvanlar1 dogal florast Gastroenterit
Gram (+) Hava, toz, lagim, su
Kok Et ve et iiriinleri

Spor olusturma (-) St v siit tirtinleri

Hareket (-) Cesitli gidalar

Katalaz (+)
Fakiiltatif anaerob

Cizelge 1.15. Bacillus cereus (Kaleli ve Durlu-Ozkaya, 2000)

Genel Ozellikleri

Habitatlar

Olusturdugu hastaliklar

Bacillaceae Toprak ve bitki Ortiisii Akut kusma
Gram (+) Pigmis piring, makarna Kronik diyare
Spor (+) Kirmizi ve beyaz etler
Hareketli Sebzelerden hazirlanan yemekler
Aerobik Corba, puding, sos, baharat

Tuz’da (%7,5) iireme (+)

Siit dirtinleri

Hemolizin (+), lesitinaz, jelatinaz, proteaz, amilaz (+)
Polimiksine direngli

Cizelge 1.16. Enterococcus faecalis (Kaleli ve Durlu-Ozkaya, 2000, Ayhan, 2010)

Genel Ozellikleri Habitatlar Olusturdugu Hastaliklar
Kokus seklinde Yaygin olarak her yerde Klinik enfeksiyonlar
Gram (+) Insan ve memeli diskis Endokardit
Spor (-) Toprak, su, bitki ve bocek
Hareketlilik (degisken) Siit tiriinleri
Kapsiil (-) Diger gidalar
Fakiiltatif Anaerob

Tuz ortaminda (% 6,5 NaCl) gelisme (+)

Safra tuzunda gelisme (+)

Gidalarin digki ile dogrudan kontamine oldugu fakat
diger enterik patojenlerin bulunmasi anlamma
gelmemektedir.

Bitkilerde yaygin olarak
bulunmasi sanitasyon
indikatorii olarak degerini
biiyiik ol¢iide azaltmaktadir.

Cizelge 1.17. Listeria monocytogenes (Dogan, 2000)

Genel Ozellikleri

Habitatlar1

Olusturdugu Hastaliklar

Fakiiltatif anaerob ve mikroaerofil

Dogada ¢ok yaygin

Urettigi hemolizine bagh olarak

hastalik olusturur.

Gram (+) Ciiriiyen sebzeler
Spor (-) Toprak, su, lagim, silaj, hayvan
yemi,
Hareket (degisken) Taze dondurulmus kanatl etleri
Katalaz (+) Taze ve islenmis et iriinleri
Oksidaz (-) Cig siit ve yumusak peynirler

Bocekler
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Cizelge 1.18. Clostridium perfringens (Kuleasan, 2000)

Genel Ozellikleri Habitatlar Olusturdugu Hastaliklar
Bacillaceae Urettigi toksinler ile
hastalik olusturur.
Gram (+) Gida zehirlenmeleri sadece
Toksin A ile olusur.
Cubuk seklinde Kirmiz1 ve beyaz etler Gazli gangren
Spor (+) Nekrotik enteritidis
Anaerobik Diyare
Kapsiil (+)
Hareket (-)
Cizelge 1.19. Aeromonas hydrophila (Cakir, 2000)
Genel Ozellikleri Habitatlar Olusturdugu

hastaliklar

Vibrionaceae

Tath ve tuzlu su kaynaklari

Gastroenterit

Fakiiltatif anaerob Toprak Septisemi
Gram (-) Kanalizasyon sulari Pneumoni
Cubuk seklinde Klorlu ve klorlu olmayan igme Menenjit
sular1
Hareketli Midye, balik gibi deniz iiriinleri

Amilaz, proteaz, fosfolipaz ve DNase (+)

Sigir etleri, tavuk ve baliketleri

Inek, koyun, kegi siitii ve iiriinleri

Cizelge 1.20. Pseudomonas aureginosa (Ayhan, 2010, Akin ve Akin, 2010)

Genel Ozellikleri Habitatlar Olusturdugu Hastaliklar
Oksidaz Toprak ve su Gastroenterit
Sebzeler
Katalaz (+) Sogukta saklanan et ve et {iriinleri
Gram (-) Deniz iiriinleri
Aerobik
Cubuk seklinde

Proteolitik ve lipolitik aktivite (+)

Cizelge 1.21. Salmonella (Durlu-Ozkaya, 2000)

Genel Ozellikleri Habitatlar Olusturdugu Hastaliklar
Enterobacteriaceae Insan diskist Ates
Gram negatif Hayvan diskist Septisemi

Cubuk sekli Lagim sular Gastro enteritis
Motil (genel olarak) Su ve Gida Tifo
Fakdiltatif anaerob Dogrudan kontaminasyon Paratifo

NOs’ii NO;’ye indirgeme

Glukozdan gaz olusturma

H,S (+)

Indol (-)

Genellikle Sakkaroz fermentasyonu (-)

Genellikle Salisin fermentasyonu (-)
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Polen Tiiketiminin Standartlar Bakimindan Uygunlugu

Diger gidalarda oldugu gibi, polen yiiklerinde de patojen mikroorganizmalarin ve
kiiflerin bulunmamasi gereklidir. Polen, i¢in en tehlikeli kontaminantlarin, tarimsal
uygulamalar ve ¢evreden gelen agir metaller ve pestisitlerin oldugu bildirilmektedir.
Optimum polen kalitesi i¢in yogun trafik veya pestisit uygulanan tarim alanlarindan
en az 3 km uzaklikta olan alanlardan polen toplanmasi1 gerekliligi onerilmektedir.
Polen yiikiinde agir metal miktarinin, kadmiyum i¢in kg’da 0,1 mg, kursun i¢in 0,5
mg, arsenik icin 0,5 mg, civa i¢in 0,03 mg’in iizerinde olmamasi gerekliligi
bildirilmistir. Polende incelenmesi gerekli olan diger bir parametrenin ise
mikotoksinler oldugu bildirilmistir. Mantarlar ile kontamine olan polenlerde
mikotoksin gelismesi dogal olarak olusacagindan, analizlerinin yapilmasi ve
degerlendirilmesinin gerekli oldugu onerilmistir (Campos, vd., 2008). Genetik olarak
modifiye olan organizmalarin (GMO) polene olan etkisinin heniiz arastirilmamis bir
konu oldugu rapor edilmistir. Glinlimiizde ise bu organizmalarin ¢ok sayida oldugu
dikkate alindiginda bu tip iriinlere ait polenlerin bulunma ihtimalinin ¢ok yiiksek

olabilecegi konusunda tahminler bulunmaktadir (Campos, vd., 2008).

Polenin saglik tizerine negatif bir etki yaptigi konusunda hicbir arastirma
bulunmamaktadir. Avrupa Birligi Yiiriirligiine (EC 1829/2003) gore iiriinlerde GMO
miktarinin  %1°’1 agmamas1 konusunda bir zorunlulugun oldugu bildirilmistir.
Belirtilen bu kriterin ayn1 zamanda polen icin de gecerli oldugu rapor edilmistir
(Campos, vd., 2008). Orijinal formda toplanan ar1 poleninde su miktart % 20 ile 30
arasinda degismektedir. Yiiksek nem, polende bakteriler, mantarlar ve akarlarin

gelisimi igin uygun bir ortam olusturdugu tespit edilmistir (Campos, vd., 2008).

Toplanan polen, bakteri ve kiif bulasmasinin engellenmesi ve iyi muhafazasi igin
polenin giinliik olarak toplanmasi ve toplandiktan hemen sonra derin dondurucu
kosullarinda depolanmas1 gerektigi bildirilmistir. Buzdolabi kosullarindan, dis
ortama alindiginda, buzun ¢dziilmesinin hemen ardindan 1 kag saat tutulabilecegi ya
da miimkiin olur olmaz hemen isleme maruz birakilmasi gerekliligi bildirilmistir

(Campos, vd., 2008).
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42 °C’yi agmayan sicakliklarda kurutulmus polende su miktarinin % 6’y1 gegmemesi
gerekliligi bildirilmektedir. Monofloral kaynakli polende major taksonun % 80°de az
olmamas1 gerektigi rapor edilmistir. Multifloral kaynakli ar1 poleninin farkl
taksonlar igcerdigi tespit edilmistir. Ticari olarak satisa sunabilmesi i¢in su miktar1 ve

cicek kaynagimin belirtilmesi gerekliligi rapor edilmistir (Campos, vd., 2008).

Uriiniin paketlerde, atmosferik nem girisini engelleyen ve gida giivenligi acisindan
uyguna ambalajlarda paketlenmesi gerekmektedir. Bu islemlerin esnasinda
santizasyon kosullarima uygun bir sekilde hazirlanmasi gerekmektedir. Polenin,

hi¢bir katki materyali icermemesi gerekliligi de bildirilmistir (Campos, vd., 2008).

Organik ya da inorganik kaynakli kirleticilerin Onerilen smirlardan daha fazla
olmamasi gerektigi bildirilmistir (Campos, vd., 2008). Avrupa Birliginin polen i¢in
onerdigi mikrobiyolojik kalite ve diger kalite parametreleri icin AOAC’1n 6nerdigi

diger kriterler Cizelge 1.22°de verilmistir.

Cizelge 1.22. Ar poleninde mikrobiyolojik ve diger kirletici etkenlerin sinirlar
(Campos, vd., 2008)

Mikrobiyolojik Analizler

Salmonella sp.

Bulunmamali (10g)

Staphylococcus aureus

Bulunmamali (1g)

Enterobacteriaceae

Maksimum 100/g)

Escherichia coli

Bulunmamali (g)

Toplam Aerobik Bakteri Sayist

<100000/g

Kiif ve Maya

< 50000/g

Organoklor pentofosfor pestisitler

Balda onerilen limitlerden daha az

olmalidir.

Organofosfat pestisitler Balda onerilen limitlerden daha az
olmalidir.

Piretroidler Balda onerilen limitlerden daha az
olmalidir.

Aflatoksin B1

Maksimum 2 lg/kg

Aflatoksin B1 + B2 + G1 +G2

Maksimum 4 lg/kg

Kloramfenikol Bulunmamali
Nitrofuran metabolitler Bulunmamali
Siilfonamitler Bulunmamali
Agir Metal (Kursun) Maksimum 0,5 mg/kg
Agir Metal (Civa) Maksimum 0,01 mg/kg
Agir Metal (Kadmiyum) Maksimum 0,03 mg/kg

Radyoaktivite (Cs-134 ve Cs-137)

<600 Bg/kg
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ispanya’da yapilmis olan bir ¢alismada, bal arilar1 tarafindan toplanan polenlerin
yiksek diizeyde kiif, koliform ve Lancefield group D Streptococci igerdigi
bildirilmistir (Serra ve Escola, 1997).

Cezayir’de yapilan bir ¢alismada, lokal marketlerden temin edilen 13 polen ve
aricidan temin edilen 2 adet polen Ornegi bazi kimyasal parametreler ve
mikrobiyolojik agisindan kalite analizlerine tabi tutmustur (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2)
(Belhadj, vd., 2014). Polen 6rneklerinde tespit edilen pH degerlerinin 4,55 ile 6,29,
nem oraninin (%) ise 18,11 ile 36,29, toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin 3,00
ile 5,48 log kob/g, kiif/maya sayisinin 2,3 ile 6,99 log kob/g arasinda degistigi
bildirilmistir. Staphylococcus aureus’un 14 ornekte tespit edildigini ve sayisinin 8,32
log kob/g diizeyine kadar ulastigini, Enterobactericeae sayisinin 4.18 ile 8,01 log
kob/g arasinda degistigini, 7 polen 6rneginin Salmonella spp. ve 10 polen 6rneginin
ise Listeria spp. agisindan pozitif oldugunu rapor etmislerdir. Polende giiclii toksin
olusturan Aspergillus flavus, A. niger, Aspergillus alliaceus, Penicillium sp.,
Alternaria alternata, Alternaria sp., Monila sitophilia, Rhisomucor pusillus ve
Mucor hiemalis gibi kiiflerin bulundugunu rapor etmislerdir. Enterobacteriaceae
familyasinda biyokimyasal yontemler ile karakterize edilen baz1 patojen
mikroorganizmalarin (Salmonella sp. Shigella sp., Proteus mirabilis, Citrobacter
diversus, Klebsiella sp., Escherichia coli, Providencia sp. ve Enterobacter cloacae)
bulundugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar, Cezayir’de satisa sunulan polenlerin

mikrobiyolojik kalite bakimindan kabul edilemeyen bir kalitede oldugu ve tehlikeli

bir gida maddesi oldugu goriisiine varmislardir.
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Sekil 2.1. Cezayir’den toplanan polen 6rneklerinde tespit edilen pH, nem,
toplam aerobik mezofilik mikroorganizma (TAM), maya ve kiif sayis1 (M/K)
(Belhadj, vd., 2014)
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Sekil 2.2. Cezayir’den toplanan polen 6rneklerinde tespit edilen S. aureus ve

Enterobacteriaceae sayisi (Belhadj, vd., 2014)
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Portekiz’de yapilan bir ¢alismada, Douro Uluslararast Dogal Parkindan toplanmig 22
adet organik polen 6rnegi ¢esitli parametreler yoniinden analiz edilmistir (Feas, vd.,
2012). Orneklerin mikrobiyolojik kalite (aerobik mezofil mikroorganizma ve
kiif/maya) bakimindan son derece iyi oldugu sonucuna ulasmislardir. Polen
orneklerinin higbirisinin E. coli, siilfit indirgeyen Clostridia, Salmonella ve S. aureus
icermedigi, fakat sadece, 2 ornegin fekal koliformlar bakimindan pozitif sonug
gosterdigini rapor etmislerdir (Sekil 2.3). Arastirmacilar, elde etmis olduklari iyi
sonuclarin, 6rnegin dogal yapisina, islemler esnasinda yapilan iyi uygulamalarla

baglantili oldugu goriisiine ulasmislardir.

N
N

N
[y
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o

=
©

T
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w
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N

Kuf/Maya (log kob/g)

[
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B Aerobik Mezofiller (log
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Sekil 2.3. Douro Uluslararasi Dogal Parkindan (Portekiz) toplanmig 22 adet organik
polen 6rneginin aerobik mezofil ve kiif/maya sayis1 (Feas, vd., 2012)

32



Portekiz’de yapilan diger bir calismada, marketlerden satin alinmig Portekiz kaynakli
4 adet, Ispanyol kaynakli 3 adet ve kaynag: belirli olmayan 1 adet polen 6rnegi
analiz edilmistir (Nogueira, vd., 2012). Arastirilan polenlerde aerobik mezofil
mikroorganizma sayisinin 1 ornekte 3,93 log kob/g diizeyinde oldugu ve maya/kiif
sayisinin 4 Ornekte 2,41-2,97 arasinda degistigini ve ayrica Orneklerin higbirisinin
koliform, E. coli, S. aureus, Salmonella ve siilfit indirgeyen Clostridia igermedigini
rapor etmislerdir (Sekil 2.4) (Nogueira, vd., 2012). Arastirmacilar, ¢alismada tespit
edilen aerobik mezofil mikroorganizma ve maya/kiif sayilarinin standart kriterlere
uygun oldugunu ve giivenli bir sekilde tiiketilebilecegi goriisiine ulagsmislardir. Ticari
olarak satilan polenlerde tespit edilmis yliksek diizeyde mikroorganizma varliginin,
polenlerin icermis oldugu su miktar ile iligkili olabilecegi goriisiine ulagsmislardir.
Uretim zincirinde hijyenik uygulamalarin optimizasyonun {iriiniin kalite ve
giivenligini gelistirmede gerekli oldugu vurgulamislardir. Gida kaynakli hastaliklar
ve bozulma riskini azaltilmasi i¢in, tarimda, hijyende ve iiretimde iyi uygulamalarin

yapilmasinin zorunlu oldugu sonucuna varmiglardir (Nogueira, vd., 2012).

-1 ] | )

8
1] I L

7
1] | |

6 —

5 _I Maya ve Kiif sayis1 (log
. kob/g)

a ' B Aerobik mezofil sayis1
'| (log kob/g)

3

2 |

1|
0 1 2 3 4

Sekil 2.4. Portekiz’de yapilmis olan bir ¢alismada, 8 adet polen 6rneginde tespit edilmis
aerobik mezofil ve kiif/maya sayis1 (Nogueira, vd., 2012)
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Literatiir ¢calismalar1 incelendiginde, mikrobiyal kalite parametrelerinde oldugu gibi
polenlerin antioksidan aktiviteleri konusunda da fazla arastirmalarin yapilmamis
oldugu goriilmektedir. Portekiz’de yapilan bir ¢alismada, Douro Uluslararast Dogal
Parkindan toplanmis 22 adet organik polen 6rneginin pH, toplam fenol flavonoid
miktarlar1 belirlenmis ve degisik diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugu

bildirilmistir (Sekil 2.5) (Feas, vd., 2012).

Yapilmis olan diger bir arastirmada ise, Portekiz’in 5 dogal parkindan (Peneda
Geres, Montesinho, Alvao, Serra da Estrela, Douro Internacional) toplamis
olduklar1 polenlerin fenol miktarlarini tespit etmislerdir. Polen ornekleri ayrica 2
farkli antioksidan yontemi ile test edilmistir. Analiz edilmis tiim polenlerin farkli
diizeylerde antioksidant etkinliklerinin oldugu sonucuna ulagmislardir (Sekil 2.6)

(Morais, vd., 2011).

Istanbul (n=6), farkli sehirler (Tiirkiye) n=20, Ispanya (n=2) ve Cin (n=1 ) ’den
temin edilen 29 polen Orneginin toplam fenolik ve flavonoid miktarlart tayin
edilmistir. Arastirmacilar 4 farkli antioksidan yontemi ile biyoetkinliklerini de test
etmislerdir. Arastirilan polenlerin antioksidan kapasitelerinin mevcut oldugunu ve bu

kapasitenin test yontemlerine gore farklilik gosterdigini rapor etmislerdir (Cizelge

2.1) (Yesiltas, vd., 2012).

Typha domigensis Pers.’in polen taneciklerinin antioksidan aktiviteleri (Cizelge 2.2)
(Sardar, vd., 2014) ve Giiney Brezilya’'nin 3 farkli eyaletinden toplanmis polen
orneklerinin etanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri tespit edilmis (Cizelge 2.3)
(Carpes, vd., 2009) ve yapilan galismalar polenlerin dnemli antioksidan etkinlikleri

oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 2.5. Douro Dogal Parki-Portekiz organik polen 6rneklerinin
pH, fenolik, flavanoid madde ve antioksidan akiviteleri (Feas, vd., 2012)
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Sekil 2.6. Portekiz’in 5 dogal parkindan toplanan polenlerin antioksidan kapasiteleri

(Morais, vd., 2011)
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Cizelge 2.1. Tiirkiye’nin farkli sehirlerinden temin edilen polenlerin antioksidan
aktiviteleri (Yesiltas, vd., 2012)

Toplam fenolik madde Toplam Test edilen
(mg PC/100g) flavonoid Antioksidan
Min: 9,3 madde metotlari(
Mak: 49,9 (mg QE/100g) | mg/100g)
13,2-69,4 ABTS
DPPH
FRAP
CUPRAC
TEAC *89,4 (en

giiclii olani)

Cizelge 2.2. Typha domigensis Pers.’in poleni ve antioksidan aktiviteleri
(Sardar, vd., 2014)

Typha domigensis Pers.’in polen | Toplam fenolik | Toplam FRAP TEAC
tanecikleri  farkli  bdlgelerde | madde flavanoid (mMol) (mMol)
bulunan golciik, kanal ve nehir | mg/l Gallic Acid | madde (mg/L

kenarlarindan toplanmustir. (mg/L QE) FeSO,)

Polen taneciklerinin 262-354 110-409 1,312- 3,94-8,96
n-hekzan, etil asetat, kloroform, 5,944

metanol ve su ekstraktlari

Cizelge 2.3. Gliney Brezilya’nin 3 farkli eyaletinden toplanmis polen
orneklerinin etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi (Carpes, vd., 2009)

16°s1 Parana, 10’u Santa Catarina ve Nem Toplam Toplam DPPH
100u Rio Grande do  Sul (%) fenolik flavonoid (EC50)
Eyaletlerinden toplam 36 adet miktari miktari pg.mL™
dehidre  olmus polen  Ornegi (GAE. g-* (mg (quercetin.

aricilardan  toplanmigtir  (Giiney polen) g polen)

Brezilya).

Polenlerin % 70’lik etanolde 1,7-7,8 30,46-8,22 8,92-55 810-4690
ekstrakte edilmistir. mg
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2.1 Tezin Amaci

Osmaniye-Hatay ve Adana illeri, Akdeniz Bolgesinin 6nemli bir bolgesinde yer alan
onemli illerimizdir. Bu illerde tesadiife dayali toplanan polen &rnekleri bitkisel
triinler satan marketlerden satin alinmis ve ¢esitli parametreler yoniinden

incelenmistir. Bu kapsamda,

1) pH, nem ve kuru madde miktarlarinin belirlenmesi;

2) Renk analizlerinin yapilmast;

3) Mikrobiyal kalite parametrelerin belirlenmesi;

4) Insan saglig1 agisindan 6nemli bazi fitokimyasal miktarlarinin belirlenmesi;

5) Antioksidan aktivitelerinin c¢oklu yontemler ile test edilmesi tezin amaglari

kapsamindadir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Cahisma Materyallerinin Toplandig1 Alanlar

Akdeniz Bolgesi’nde bulunan 3 farkli ilden (Osmaniye, Hatay ve Adana) toplanan
toplam 14 adet polen 6rnegi caligma materyali olarak kullanilmistir. Akdeniz

Bolgesinin haritasi ve Sekil 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir.

K ARADENIzZ

GURCISTAN

! TURKIYE COGRAFI BOLGELER HARITASI
g Bolge sinirlar K
=

ﬁ A KDENI Z SURIYE ISARETLER (s s
n
GKRY

Haritanin tim haklar sakldir coprafyaharta com R. SAVGILI 2015

Sekil 3.1. Turkiye’nin cografi bolgeleri haritast (Anonim23, 2016)

Sekil 3.2. Akdeniz Bolgesi haritas1 (Anonim24, 2016)
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3.1.1 Osmaniye ili Hakkinda Genel Bilgiler

Osmaniye ili Akdeniz Bolgesi’nde yer alan ve gesitli iller (Dogu Gaziantep, Giiney
Hatay, Bati Adana, Kuzey Kahramanmaras) ile sinir komsulugu olan bir ilimizdir
(Sekil 3.3). Ilgeler, barajlar, goletler/akarsulari, iklim ve bitkiler, diizliikler, daglar ve
ovalari ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1’de verilmistir. Osmaniye iline ait toprak, yiikselti

ve meteorolojik veriler ile diger genel bilgiler Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6’da verilmistir.

Sekil 3.3. Osmaniye ili haritas1 (Anonim25, 2016)
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Cizelge 3.1. Osmaniye’nin barajlari, goletleri, akarsulari, iklim ve bitki
ortiist, diizliikleri, daglari ve ovalari (Anonim25, 2016, Anonim26, 2016)

Tlgeler

Bahge

Diizigi

Hasanbeyli,

Kadirli

Sumbas

Toprakkale

Akarsular

Ceyhan Nehri

Kalecik Deresi

Horu (Hamis) Cay1

Karacay Deresi

Savrun Cayi

Kesiksuyu Deresi

Sabunsuyu Cay1

Yarpuz Cayi

Barajlar, Goletler/Akarsular:

Kalecik Baraji/Kalecik
Akarsuyu

Ariklikas
Goleti/Bugdaycik

Berke Baraji/Ceyhan

Aslantag Baraji/Ceyhan

Kesiksuyu Brj/Kesiksuyu

Mehmetli
Baraji/Kesiksuyu

iklim ve Bitkiler

Akdeniz ve Akdeniz
Bitkileri

Diizlikler

Osmaniye Bat1 Yonii-
Adana ovasina kadar

Daglar

Osmaniye Giiney Yonii-
Iskendurun’dan Doguya
uzanan

Amanos Daglari

Kuzeybati-Osmaniye

Toros Daglari

Dogu-Osmaniye

Dumanli Daglar1

Diildiil Daglar1 (2400 m)

Turna Dag1 (2285 m)

Tirt1l Daglart

Ovalar

Merkez,

Toprakkale,

Kadirli

Diizigi ilgesi

40



%
Tarim Bakimindan Elverisli Olmayan..
Farkli Amaglar i¢in Kullanilan Alan

Ekim Yapilmis Alan
Ormanlik ve Fundalik Alan

-1 T T T

0 20 40 60

Sekil 3.4. Osmaniye’nin genel bitki ortiisii (Anonim25, 2016)

Bogatepe
Hagbel

Hacidagi
Tozaklik
Biiyiik Kosiir
Kosiir

Kelda
Koyunmelen
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o

Sekil 3.5. Osmaniye’nin gesitli yiikselti alanlar1 (Anonim25, 2016)

120

=—&—>Sicaklik (ortalama, °C)

100
\ == Sicaklik (en yiksek,*C)

==e=Sicaklik (en duslik, °C)

== Glineslenme zamani
(saat)

== Yagls (gln sayisl,
ortalama)

=@-Yagis (aylik toplam,
kg/m2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 3.6. Osmaniye’nin aylara gére meteorolojik verileri (Anonim27, 2016)
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3.1.2 Hatay ili Hakkinda Genel Bilgiler

Hatay ili ve ilgelerinin genel haritas1 Sekil 3.7’de verilmistir. Amik Ovasi sehrin
nerdeyse tamamini kapsamaktadir. Akdeniz iklimine sahip olan bir ilimizdir. Genel
bitki ortiisli olarak son derece ¢esitlilik gosteren ve her ¢esit bitki tiirlinlin oldugu bir
konuma sahip olan il olarak rapor edilmistir (Anonim26, 2016). Hatay ilinin daglari,
ovalari, akarsulari, ¢aylari, barajlar, goller ve golciikleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
Hatay ili topraklarinin genel florasi ve meteorolojisi ile ilgili bilgiler Sekil 3.8 ve

3.9’da verilmistir.
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Sekil 3.7. Hatay ili ve ilgeleri (Anonim23, 2016)
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Cizelge 3.2. Hatay’in daglari, ovalari, akarsulari, ¢aylari, barajlar, goller ve golciikleri (Anonim26, 2016)

Hatay topraklar1 | Daglar

(%) (46)
Ovalar
(34)
Yaylalar
(20)

Daglar Nur Uzunluk: Amanos Daglar Amanos Amanos
(Amanos 180 km tizerinde ve Asi Daglarinin 800- | Daglari en
=Gavur) Genislik: Nehrinin dirsegi 1000 m o6nemli gecidi

15-30 km icinde kalan 6nemli | yiikseklikteki
daglar yamaglarindaki
yaylalar
Musa Sogukoluk, Elmadag-Belen
Daz=Migir Tepesi Belen, Gegidi
(rakim, 2,240 m), Zorkun (rakim:660 m)
Kizil Dagt ve
(rakim, 1,735 m), Atik Yaylalari,
Ikiztepe
(rakim, 1,700 m),
Kanlik Tepe
Keldag= Cebel-i
Akra
(rakim, 1,730 m)
Ziyaret Dag1
(rakim, 1235 m)
Ovalar Amik Ovasi | Yiikseklik (m) 80
Alan (km?) 900
Akarsular Asi Irmagi uzunluk 380 km Hatay’in
en onemli
akarsuyudur

Caylar Vadiler Biiyiik
(Amanos Akarcay
ile Keldag | Kiigiik
arast) Akarcay

Hiiseyinli
Dereleri
Hupnik
Cay1
Afrin Cay1
Karasu

Barajlar Tahta
Koprii
Baraj

Goller Tahta
Koprii
Baraj

Golctukler Baglama,

Giilbas1 ve
Yenigehir
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Tarima elverigli olmayan arazi
(%)
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Sekil 3.8. Hatay topraklarmin genel bitki ortiisii (Anonim26, 2016)

250
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=®=Yagis (aylik toplam, kg/m2)
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Sekil 3.9. Hatay’in meteorolojik verileri (Anonim27, 2016)
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3.1.3 Adana ili Hakkinda Genel Bilgiler

Ulkemizin giineyinde, Cukurova bolgesinde bulunan Adana ili, dogu kesiminde
Osmaniye, Kahramanmaras ve Gaziantep illeri, batisinda igel ili, kuzeybatisinda
Nigde, giineydogusunda ise Hatay ile sinir komsulugu yapan bir ildir. Giiney
kisminda bulunan ova Cukurova, kuzey kisminda bulunan ova ise Yukariova
(Anavarza) olarak tanimlanmaktadir. Orta Toros Daglarinin eteklerinden baglayip
Akdeniz’e kadar uzanan ve bilinen en genis delta ovasi olarak kabul edilen Adana
ovasl, 5 alt birime (Yiregir, Misis, Ceyhan, Haruniye, ve Yumurtalik) ayrilmaktadir.
Hektar bakimindan en genis olan ovalar Ceyhan (205.000) ve Yiiregir’dir (125,000).
Rakim bakimindan ise yiikseltileri ise Ceyhan’da 20 ile 50 m, Yiiregir’de ise 0 ile 50
m arasinda degisim gostermektedir. Adana ilinin nehirleri, barajlari, baraj golleri,
kiy1, buzul ve karstik golleri Cizelge 3.3’de verilmistir. Akdeniz iklim 6zelligi
tastyan Adana ili, sicak ve kurak gecen bir yaz mevsimi ve 1lik ve yagisl gegen tipik
bir bir kis mevsimine sahiptir. Adana ilinin bitki ortiisii olarak tipik Akdeniz Bitki

elementlerinden olugmaktadir (Anonim28, 2016).

Adana ili ve ilgelerinin haritast Sekil 3.10°da, genel cografik durumu Sekil 3.11°de,
dag ve dag dizeleri, en 6nemli nehirler, barajlar ve golleri Cizelge 3.3’de, yiikselti
bakimindan en yiiksek tepeleri, daglik alanlar1 ve doruklar1 Sekil 3.12°de ve ilin

meterolojik verileri de Sekil 3.13’de verilmistir.

Qf i =4 Kozan

Karaisah Imamogiu

Sekil 3.10. Adana ili ve ilgeleri (Anonim28, 2016)
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Akdeniz Kiyis1 (km)
Mera (%)

Tarimsal Arazi (%)
Ova (%)

Sinir Alani (%)
Daglar (%)

Rakim Farki (m)
Rakim (m)
Yiizolgimii (km2)
Adana

14

5000

10000

030

15000

Sekil 3.11. Adana ilinin genel cografik dzellikleri (Anonim28, 2016)

Cizelge 3.3. Adana’da bulunan dag sistemleri ve dag dizileri en 6nemli nehirler,

barajlar ve golleri (Anonim28, 2016)

Yon Dag Yon Cevreleyen Dag Dizileri
Sistemleri
Kuzeybati Orta OT-Bati Bolkar Daglari
Kuzey Toroslar OT-Bat Aladaglar
Kuzeydogu (OT) OT-Bati Tahtali
OT- Binboga Daglari
Kuzeydogu
Dogu Amanos
Daglari
Nehirler Barajlar Baraj Kiy1 Buzul Gol | Karstik
Golleri Golii Dipsiz
Gol
Seyhan (560 Seyhan Seyhan Agyatan | Yedigoller | Barak
km) (Aladaglar) | Koyt
(Karaisali)
Ceyhan (509 Kozan Kozan Akyayan
km)
Nergizlik | Nergizlik | Akyatan
Catalan Catalan Tuzla
Golu

46



Hacihalil Dag:
Meydan Dag1
Yildiz Tepe
Gavur Dag1
Medetsiz Tepesi
Kuzeydogu Bolgesi (>m)
Aydos Dag1
Orta Bolgesi (>m)
Kiimbet Tepesi
Yiglik Tepesi
Bati bolgesi (<m) |
Yiikselti (m) |

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Sekil 3.12. Adana’nin yiikselti bakimindan en ytiksek tepe, daglik alanlar ve
doruklar1 (Anonim28, 2016)

140

120 r

\ / =—&—>Sicaklik (ortalama, °C)
100

\ / == Sicaklik (en yiiksek,C)

=== Sicaklik (en duslk, °C)

Glneslenme zamani (saat)

=3t=Yagis (glin sayisl,
ortalama)

=®=Yagis (ayhk toplam,
kg/m2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 3.13. Adana’nin aylara gére meteorolojik verileri (Anonim27, 2016)
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3.2 Cizelge Calismada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlara ait goriintiiler Sekil 3.14° de gosterilmistir.

Sekil 3.14. Laboratuarda kullanilan cihazlara ait goriintiiler
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3.3 Polen Orneklerinin Toplanmasi

Calismada analiz edilen polen ornekleri, Osmaniye (n=5), Hatay (n=5) ve Adana

(n=4) ilinde, bitkisel {irlinler satis1 yapan marketlerden satin alinmistir.

Sekil 3.15. Calismada kullanilan bazi polen 6rneklerine ait gériintimler

3.4 Polen Graniillerinin Renk Analizi

Polen orneklerinin renkleri gorsel olarak yapildigi gibi renk olger ile de yapilmistir.
Renk, numerik olarak, Amerikali bir bilim adami1 olan A. H. Munsell tarafindan
1942°1i yillarinda 3 ayr1 kapsamda ele alinmigtir. Renk Slger ile belirlenen, L, ave b
degerleri, incelenen materyale ait ana renk bilesenlerini teskil etmektedir. Ancak bu 3
parametre tiiketici agisindan rengi algilamasini biitlinliyle temsil edememektedir. Bu
parametreler ile yapilan ¢esitli degerlendirmeler (a/b, Hue agisi, ve Chroma degeri)
tiiketicinin rengi algilama bigimini daha belirgin bir sekilde ortaya koymaktadir
(Mutlu ve Ergiines, 2008, Polatci, 2012, Trakyali, 2013).

Adana ilinden toplanan 4 adet, Hatay ilinden toplanan 5 adet ve Osmaniye ilinden
toplanan 5 adet polen 6rneginin toplam renk analizleri yapilmistir. Her bir polene ait
ornekten hassas terazide 2 g tartilmis ve petri kutusuna aktarilmistir. Minolta marka

renk Olger ile polen 6rneginin rengi farkli noktalardan L, a, b ol¢limleri yapilmistir.
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L, a, b degerleri esas alinarak polen 6rneklerinin Hue degeri ve Chroma degerleri

Cizelge 3.4 *de verilen formiillere dayanarak hesaplanmistir. Her bir 6rnekte bulunan

polen graniilleri farkli oldugu icin 2 g polen Ornegindeki tim farkli renkteki

graniillerin ayrimlar1 yapilarak farkli petrilere transfer edilmistir. Ayrimlar1 yapilan

her bir graniiliin sayimlar1 yapildiktan sonra renk Olger ile renk verileri (L, a, b) tespit

edilmigtir. Ayrilan Orneklerin Hue degeri ve Chroma degerleri de hesaplanmistir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Renk degerlendirilmesi ve kullanilan formiiller
(Mutlu ve Ergiines, 2008, Polatci, 2012, Trakyali, 2013)

gosterir (0-100)

degerlendirilmektedir.

Parametre Sembolii Renk Degerlendirilmesi Formiil

Hue H* Renk dairesi olarak tanimlanan Hue
acisinda 0 ile 360° aras1 degerler kirmizi- h°= tan™
mor renkleri, 90° ac1 degeri sar1 rengi, (b*/a*)
180-270° ac1 degerleri ise mavimsi-yesil
renkleri kapsamaktadir.

Chroma Cc* Yogunlugu ya da doygunlugu C*=
Mat renklerde bu deger diisiik degerler [(a**+b*?)"?]
gosterirken canli olan renklerde ise
yiiksek degerler gostermektedir.

Value Lab Parlaklik (agik veya koyu)

L: aydinlik ya da | O:siyah (siyah renkte hicbir yansimanin
parlakligt  temsil | olmamasi durumunda tespit edilen deger)
eder ve koyu ile | 100:beyaz (yansimanin tam oldugu
parlak  degerler | beyaz renkte tespit edilen deger)

arasinda degisim | L degeri dikey yondeki eksende

a: kirmizilik yada
yesil degeri temsil
etmekte

a ve b degeri yatay yondeki eksende
degerlendirilmektedir.

at+, a>0, kirmizi-mor temsil
etmekte

a=0 renksiz yada griligi temsil etmekte

yonii

a-, a<0, mavi-yesil yonii temsil etmekte

b: sarilik yada
mavi degeri
temsil etmekte

b+, b>0, sar1 yonii temsil etmekte
b=0 renksiz yada griligi temsil etmekte

b-, b<0, mor-mavi yonii temsil etmekte
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3.5 Kuru Madde ve Nem Tayini

Her bir polen 6rneginden 10 g olacak sekilde petrilere tartilmistir. Daha sonra petri
kutular1 150°C’lik de etiive konulmustur ve 1 saat bekletilmistir. Etiivden alinan petri
kutulart el degmeden masa yardimiyla alinmis ve nem tutucuda birka¢ dakika
bekletilmistir. Alinan 6rnekler tartim yapildiktan sonra ve son agirlik ile ilk tartilan
arasindaki fark tespit edilerek nem ve kuru madde miktarlart belirlenmistir

(Cemeroglu, 2010).
3.6 pH Analizi

Her bir polen 6rnegi 10 gram olacak sekilde tartimlari yapilmis ve stomacher
posetine aktarilmistir. Her bir posete 90 ml distile su ilave edildikten sonra 1 dakika
stire ile calkalanmistir. Homojenize olan 6rnegin pH’si, pH metre’de Olgiilerek

belirlenmistir.

3.7 Toplam Klorofil a, b ve Karotenoid Tayini

Polen graniillerinde klorofil a ve b, karotenoid analizi Arnon (1949) ve Duxbury ve
Yentsch’in (1956) oOnerdigi yontemlere gore yapilmigtir. 100 mg polen Ornegi
tartildiktan sonra porselen bir havan icerisine aktarilmistir. Uzerine +4 °C’de
sogutulmus 2 ml % 80 Aseton c¢ozeltisinden ilave edilmis ve iyice ezilmistir.
Homojenat, dereceli santrifiij tiipiine aktarildiktan sonra, toplam hacmi 10 ml
oluncaya kadar %80’lik aseton ilave edilmistir. Hazirlanan ekstratlar1 iceren tiipler
aliminyum folyo ile kapatildiktan sonra +4 °C’de 48 saat boyunca bekletilmistir.
Inkiibasyondan sonra 4000 g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant kismi
spektrofotometre kiivetine aktarilmis ve 480, 510, 645 ve 663 nm dalga boylarinda
kore (%80’lik aseton) kars1 okumasi yapilmistir. Tespit edilen dalga boylar1 asagida
verilen formiillere uygulanarak polen Orneklerindeki klorofil a, b ve toplam

karotenoid hesaplamalar1 yapilmistir.

Klorofil —a = (11,75 X Aggz — 2,35 X Agss) X 0,1
Klorofil — b = (18,61 X Agss — 3,96 X Agez) X 0,1
Karoteneoid = [(1000 X A,go) — (2,27 X Klorofil — a)
— (81,4 x Klorofil — b)]/227
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3.8 Polen Orneklerinin Etanol Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

20 g polen tartildiktan sonra 250 ml’lik vida kapakli bir siseye aktarilmistir. Daha
sonra tizerine 60 ml saf etanol ilave edilmistir. Hazirlanan polen + etanol karigimi, su
banyosunda 65 °C’de 3 giin boyunca inkiibe edilmistir. Hazirlanan ekstrakt filtre ile
stiziildiikten sonra, geride kalan etanol agirligr belirlenmis bir balon jojeye
konulmustur. Daha sonra, igerisinde etanol bulunan bu balon, déner buharlastiricida
40 °C’de vyaklagik 30-35 dakika boyunca tutulmus ve etanoliin tamamen
uzaklastirildigi emin olduktan sonra balonun agirlig: tekrar tartilmistir. Yapilmis olan

islemlere ait goriintiiler Sekil 3.16°da gosterilmistir.

Etanol ucurulduktan sonra geride kalan madde + balon’nunun agirligindan, deneye
baslamadan once agirlig belirlenen bos balonun agirligi ¢ikarilmistir. Ve elde edilen
ekstrakt miktar1 belirlenmistir. Elde edilen etanol ekstraktinin % verimi ise agsagida

verilen formiile gore belirlenmistir.
% verim = elde edilen ekstrakt (g) X 100/20

3.9 Polen Etanol Ekstraktlarinin Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde

Miktarlar: ve Antioksidan Testleri

Etanol ekstratlarinin toplam fenolik, flavanoid yontemlerinin yapilis1 Cizelge 3.5 ve
3.6’da verilmistir. DPPH giderici aktivite, indirgeme giicii, % NO ve H,0; siiplirme
test yontemleri ise Cizelge 3.7, 3.8, 3.9 ve 3.10°de verilmistir. Antioksidan test
yontemlerinde standart olarak Butilated Hidroksi Toluen (BHT) kullanilmstir.
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Sekil 3.16. Polenlerin etanol ekstraktlarinin hazirlanmasi esnasinda yapilan islemler
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0,5 mg polen etanol ekstrakti tartilmis ve
toplam hacmi 1 ml oluncaya kadar metanol
(CH3OH) ilave edilmistir.

0.2 N’lik Folin-Cicoleau reaktifi

(F9252 Sigma Aldrich)

Distile Su

Susuz sodyum karbonat (Na,COs) (75 g/lt)
cozeltisi
Distile su

Cizelge 3.5. Toplam fenol tayini (Meda, vd., 2005)

psi

05 ml

N

o o
3 (2]
= 3

j

E
= {

Yukarida belirtilen hacimler sirastyla cam bir tiipe ilave edildikten sonra
vorteks edilmis ve daha sonra oda kosullarinda 3 dakika siire ile bekletilmistir.

Bu siire sonunda tiipe sirasiyla asagidaki maddeler ilave edilmistir.

N
]

Tiipler aliminyum folyo ile kapatildiktan sonra, oda kosullarinda 2 saat inkiibe
edilmistir.

Ornegin absorbansi, kore karsi (saf su) 725 nm dalga boyunda okutulmustur.
Gallik asit ¢ozeltisinin kalibrasyon egrisi hazirlandiktan sonra elde edilen
grafik denklemi ile polenlerde bulunan toplam fenol miktarlart mg gallik
asit/100 ml esdegeri olarak belirlenmistir.

Toplam fenol miktart asagida verilen formiil ile hesaplanmigtir. Toplam Fenol
(mg/100ml1)=Ornegin absorbansi+0,00960/0,0063
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Cizelge 3.6. Toplam flavonoid analizi (Chen, vd., 2015)

5 mg polen etanol ekstrakti tartilir 0,3ml
ve iizerine 1 ml oluncaya kadar Metanol (CH;O0H) ilave edilmistir.
% 60 Metanol (60:40, metanol:su) 4,7 ml ﬁ
% 5 Sodyum Nitrit (NaNO,) 0,3ml

——— >

i

Oda kosullarinda 6 dakika siireyle bekletilmistir. 8

%10 AICI; 0,3 ml U
Oda kosullarinda 10 dakika bekletilmistir.
1 M NaOH 4ml
510 nm’de kore kars1 okunmustur. sonuglar mg rutin/100g
olarak hesaplanmistir.
Kor Metanol (60:Su:40)
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Cizelge 3.7. DPPH yo6ntemi (Williams, vd., 1995)

Bir cam tiip icerisine test maddesi ve DPPH soliisyonu asagidaki hacimlerde ilave edilmistir.

Asama 1. 1,25mg/ml polen etanol ekstrakti 2,5mg/ml polen etanol ekstrakti Smg/ml polen etanol ekstrakti
— 0,3ml 1 0,3ml [1 03ml
g B g
Asama 2. DPPH Cozeltisi 2,7 ml DPPH Cozeltisi 2,7 ml DPPH Cozeltisi 2,7 ml
(0,012 g DPPH+500 ml methanol) J_L
§ ] i
Asama 3. Tiipler daha sonra vorteks edilmistir. Tiipler daha sonra vorteks edilmistir. Tiipler daha sonra vorteks edilmistir.
Asama 4. Vortek edilen tiipler, alimiinyum folyo ile | Vortek edilen tiipler, alimiinyum folyo ile | Vortek edilen tiipler, aliminyum folyo ile
kapatilmustir. kapatilmistir. kapatilmustir.
Asama 5. Oda kosullarinda, karanlikta 1 saat | Oda kosullarinda, karanlikta 1 saat | Oda kosullarinda, karanlikta 1 saat bekletilmistir.
bekletilmistir. bekletilmistir.
Asama 6. Spektrofotometre kiivetine sadece | Spektrofotometre kiivetine sadece | Spektrofotometre kiivetine sadece metanol (kor)

metanol (kor) konulup absorbansi dl¢iimii
yapilmig ve kiivet spektrofotometreden
¢ikartilmustir. Daha sonra
spektrofotometre sifirlanmustir.

Sifirlama igleminden sonra kontrolun
(DPPH soliisyonu, 1 ml) absorbansi ve
test maddesinin absorbans degerleri (kore
karsi= Metanol (60:Su:40)) 517 nm’de
Olciilmiistiir.

metanol (kor) konulup absorbansi 6l¢giimii
yapilmig ve kiivet spektrofotometreden
¢ikartilmustir. Daha sonra
spektrofotometre sifirlanmigtir.

Sifirlama isleminden sonra kontrolun
(DPPH soliisyonu, 1 ml) absorbans1 ve
test maddesinin absorbans degerleri (kore
karsi= Metanol (60:Su:40)) 517 nm’de
Olciilmiistiir.

konulup absorbansi 6l¢iimii yapilmis ve kiivet
spektrofotometreden ¢ikartilmistir. Daha sonra
spektrofotometre sifirlanmustir.

Sifirlama isleminden sonra kontrolun (DPPH
soliisyonu, 1 ml) absorbansi ve test maddesinin
absorbans degerleri (kore karsi= Metanol
(60:Su:40)) 517 nm’de Slgiilmiistiir.

Inhibisyon = Akontrol — Adrnek / Akontrol *
100
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Cizelge 3.8. Indirgeyici giic yontemi (Oyaizu, 1986).

Polen Ekstrakti (1,25 mg/ml) 0,25 ml

——— >

2,5 ml

>

10,88 g NaH,PO, ve 3,48 g NaHPO; tartildiktan sonra vida kapakli dereceli bir siseye aktarilmistir. Sise igerisine 450 ml distile su ilave edildikten
sonra, manyetik bir karigtirici lizerinde ¢oziiliinceye kadar karigtirilmis ve ¢ozeltinin pH’s1 1 M NaOH ile 6,6’ya ayarlanmigtir. Daha sonra toplam
hacim 500 ml oluncaya kadar distile su konulmustur.

2,5ml

—

%?1'lik Potasyum Ferrisiyanid (KsFe(CN)s) Cozeltisi

0,2mol/It Fosfat Tamponu(pH:6,6) 8

1g Potasyum ferrisiyanid tartildiktan sonra bir siseye aktarilmis ve igerisine 50 ml distile su ilave edilmistir. Manyetik bir karistirict tizerinde
coziiliinceye kadar karistirildiktan sonra, toplam hacim 100 ml oluncaya kadar distile su ile ilave edilmistir.

Su banyosunda (50 °C) 20 dakika bekletilmistir.

25ml
%10’luk Triklorasetik Asit (TCA) Cozeltisi

10g Triklorasetik asit tartimi yapildiktan sonra vida kapakli bir siseye aktarilmistir. Daha sonra siseye, 50 ml distile su edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti,

manyetik bir karistirici iizerinde ¢oziiliinceye kadar karistirildiktan sonra, toplam hacim 100 ml oluncaya kadar distile su ile ilave edilmistir.

+4 °C’de 4500 rpm’de 13 dakika santrifiij edilmistir

Ust fazdan almip ayr bir tiipe aktarildiktan sonra
2,5ml distile su ilave edilmistir.

%0,1°lik Demir Kloriir (FeCls) Cozeltisi 05mi
0,1 g demir kloriir tartimu yapildiktan sonra dereceli vida kapakli bir siseye aktarilmis ve siseye 50 ml distile su ilave edilmistir. Manyetik bir karistirict ::> 8
tizerinde ¢oziilinceye kadar karistirildiktan sonra, toplam hacim 100 ml oluncaya kadar distile su ile ilave edilmistir.

Iyice vortekslendikten sonra karanlikta 10 dakika
bekletilmistir. 700 nm’de metanole kars1 okutma
islemi yapilmistir.




Cizelge 3.9. Hidrojen peroksit yontemi (Ruch, vd., 1989)

Polen ekstrakti (1,25 mg/ml )

1ml

——— >

2,4 mol/lt Fosfat Tamponu (pH: 7,4)

10,88 g NaH,PO, ve 3,48 g NaHPO, tartildiktan sonra vida kapakli dereceli bir siseye aktarilmistir. Sise icerisine 450 ml
distile su ilave edildikten sonra, manyetik bir karistirici izerinde ¢oziiliinceye kadar karistirilmis ve ¢ozeltinin pH’s1 1 M
NaOH ile 7,4’e ayarlanmistir. Daha sonra toplam hacim 500 ml oluncaya kadar distile su konulmustur.

2,4 ml

>

O | CO

40 mmol Hidrojen peroksit (H,0,):
%30 H,0,’den 0,409 ml H,O, alinip vida kapakli cam siseye aktarilmigtir. Sise i¢erisine toplam hacim 100 ml oluncaya
kadar Fosfat Tamponu ilave edilmistir.

0,6 ml

>

§

Iyice vortekslendikten sonra karanlik
ortamda oda kosullarinda 30 dakika

bekletilmistir.

Test sollisyonunun absorbans degeri 230

nm’de kore karsi okuma islemi yapilmigtir.

Kor: 1 ml Polen ekstrakti ve 3 ml Fosfat tamponu

——>

J
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Cizelge 3.10. Nitrit oksit yontemi (Cigremis, vd., 2010)

0,1M Fosfat Tamponu (PBS) (pH:7,4)

18,93 g NaCl, 3,075 g Na,HPO,.2H,0 ve 2,075 g NaH,PO,.2H,0 tartilip vida kapakl siseye aktarilmistir. Sise icerisine 200 ml distile su ilave
edildikten sonra, manyetik bir karistirict iizerinde ¢oziiliinceye kadar karigtirilmis ve ¢6zeltinin pH’s1 1 M NaOH ile 7,4’¢ ayarlanmustir. Daha sonra
toplam hacim 250 ml oluncaya kadar distile su konulmustur.

10 mM Sodyum Nitroprusside

297,95 mg sodyum nitroprusside tartilip vida kapakl siseye aktarilmig ve 0,1 M hazirlanmis olan Fosfat tamponu ile hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

Greiss Reaktifinin Hazirlanmast

%35°lik Fosforik asit (HsPO,): 5 ml Fosforik asit vida kapakl tiipe aktarilmis ve tizerine 95 ml distile su ilave ederek 100 ml’ye tamamlanmugtir.
Greiss reaktifi (a) %1 lik p-aminobenzen siilfanilamid: vida kapakli tiipe 1 g p-aminobenzen siilfanilamid tartilmis ve tizerine 100 ml %5°’lik fosforik
asit ilave edilmistir.

Greiss reaktifi (b) %0 0,1 lik alfa-naphtlethylenediamin (HCI): 100 mg Alfa-naphtlethylenediamin tartilip vida kapakli tiipe aktarilmis ve tizerine 100
ml distile su ilave edilmistir. Hazirlanan reaktifler karanlikta muhafaza edilmistir. Griess reaktifi a ve b kullanilmadan 6nce 1:1 oraninda karigtirilmistir.

0,5 ml polen ekstrakt: tiipe aktarilmstir.

0,5 ml 6rnek 8

.Uzerine 0,5 ml 0,1M fosfat tamponu ve 2 ml Sodyum nitroprusside eklenmis ve iyice vortekslendikten sonra oda kosullarinda karanlik ortamda 2,5 saat

bekletilmistir.

J

1,25 ml griess reaktif
karisimi ilave edilmistir. 8
—-

KOR= 0,5 ml polen ekstrakti ve 2,5 ml fosfat tamponu

Vortekslenir. %061? oda kosullarinda karanlikta
bekletilmistir. Orneklerin absorbans degerleri kore
kars1 548nm de okunmustur.
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3.10 Mikrobiyolojik Analizler

Polen ornekleri mikrobiyal yiik ve bazi patojen varliklart yoniinden test edilmistir.
Calismalar boyunca kullanilan besiyerleri ve katki maddelerine ait baz1 goriiniimler

Sekil 3.17°de verilmistir.

Sekil 3.17. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerlerine ait
goriintiiler
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3.10.1 Besiyerleri ve Hazirlanislar:

Calismada kullanilan Maximum Recovery Diluent, Plate Count Agar ve Potato
Dextrose Agar besiyerlerine ait bilgiler Cizelge 3.11°de, ¢alismada kullanilan diger
farkli tipteki besiyerlerinin bilesenleri ve hazirlaniglar1 da Cizelge 3.12-3.18’te
verilmistir. Hazirlanan besiyerlerinin  petri  kutusuna aktarildiktan sonraki

gorlniimleri de Sekil 3.19°da gosterilmistir.
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Cizelge 3.11. Maximum Recovery Diluent, Plate Count Agar ve Potato Dextrose
Agar besiyerlerinin bilesenleri ve hazirlanislar

Maximum Recovery Diluent

Markasi: Merck

Kodu: 1,12535,0500

Bilesenleri g/l
Pepton 1,0
Sodyum kloriir 8,5

pH:7,0

Hazirlamsi: Firmanin 6nerdigi miktar (9,5 g) tartildiktan sonra iizerine 1 1 distile su ilave

edilmistir. Kaynayan suda c¢oziilinceye kadar tutulmustur. Mikrobiyolojik analizlerde
kullanilacak ilk 6rnegin seyreltmesi i¢cin 90 ml hacimlar da vida kapakl sigelere aktarimustir.
Seyreltme sivist olarak, cam pipetle 9 ml alinarak, vida kapakli tiiplere aktarilmistir. Aktarimdan
sonra tlim tiiplerin kapaklar1 kapatilarak beherlere yerlestirilmistir. Hazirlanan tiim seyreltme

stvilar, otoklavda 121 °C’de 15 dk siireyle sterilize edilmistir.

Plate Count Agar

Markasi: Merck

Kodu: 1,05463,0500

Bilesenleri g/l
Pepton (kazein) 5,0
Maya 6ziitii 2,5
D(+)Glukoz 1,0
Agar-Agar 14,0
pH:7,0

Hazirlamsi: Besiyeri (22,5 g) tartildiktan sonra iizerine 1 1 distile su ilave edilmistir. Kaynayan
suda ¢oziiliinceye kadar tutulduktan sonra 121 °C’de 15 dk siireyle otoklavda sterilize edilmistir.
Besiyeri sicakligi, 50 °C’ye ulagincaya kadar su banyosunda tutulmus ve analizlerde, besiyerinde
mantar/maya gelisimini engellemek amaciyla filtre ile sterilize edilmis 100 mg/l siklohekzimid
ilave edilmistir (Saftner, vd. 2006). Besiyeri antifungal maddenin ilave edilmesinden sonra iyice

karigtirtlarak petri kutularina aktarimlar: yapilmistir.

Potato Dextrose Agar

Markasi: Merck Kodu: 1,10130,0500
Bilesenleri g/l
Patates inflizyonu (200 g patates) 4,0
D(+)Glukoz 20,0
Agar-Agar 15,0
pH: 5,6

Hazirlamsi: Besiyeri (39 g) tartildiktan sonra {izerine 1 1 distile su ilave edilmistir. Kaynayan
suda ¢oziiliinceye kadar tutulduktan sonra 121 °C’de 15 dk siireyle otoklavda sterilize edilmistir.
Besiyeri sicakligi 50 °C’ye ulasincaya kadar su banyosunda tutulmustur. Besiyerinde, bakteri
gelisimini engellemek amaciyla 50 mg/l kloramfenikol ilave edilmistir (Saftner, vd. 2006).
Antibiyotik ilave edildikten sonra besiyeri iyice karigtirilmig ve petri kutularina aktarimlari

yapilmistir.
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Cizelge 3.12. Baird Parker Besiyeri, Violet Red Bile (Glukoz) Agar besiyerlerinin
bilesenleri ve hazirlaniglari

Baird Parker Besiyeri

Markasi: Merck Kodu: 1,05406
Bilesenleri g/l
Pepton (kazein) 10,0
Et ekstrakti 50
Maya dziitii 1,0
Sodyum piruvat 10,0
Glisin 12,0
Lityum kloriir 5,0
Agar-Agar 15,0
pH: 6,8

Hazirlamisi: Besiyeri (58 g) tartilns ve vida kapakli otoklav sisesine aktartlmigtir. Uzerine 950 ml
oluncaya kadar distile su ilave edildikten sonra, kaynayan suda ¢oziiliinceye kadar tutulmus ve
otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle sterilize edilmistir. Besiyeri sicakligi 45 °C’ye ulasincaya kadar,
sicakligi 45 °C’ye ayarlanmis su banyosunda tutulmustur. Besiyeri icerisine 50 ml Egg yolk
tellurite emulsion (Merk 1.03785.0001) ilave edilip iyice karistirildiktan sonra, petri kutularina

aktarimlar1 yapilmistir.

Violet Red Bile (Glucose) Agar

Markasi: Mast Diagnostics Kodu: DM, 493, D
Bilesenleri g/l
Pepton 7,0
Maya 6ziitii 3,0
Glukoz 10,0
Sodyum kloriir 5,0
Safra tuzu 1,2
Notral kirmizisi 0,03
Kristal viyole 0,002
Agar 12,0
pH:7,4

Hazirlamsi: Besiyeri (38 g) tartildiktan sonra, tizerine 1 | distile su ilave edilmistir. Besiyeri
kaynayan suda yaklasik olarak 45-50 dk kadar tutulmustur. Besiyerinin homojen olmasini
saglamak icin 5 dk siireyle ara ara ¢alkalanmugtir. Besiyeri berrak bir hale gelince, petri kutularina

aktarimlar1 yapilmistir.
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Cizelge 3.13. MRS Agar ve Kanamycin Esculine Azide Agar besiyerlerinin
bilesenleri ve hazirlaniglari

MRS Agar

Markasi: Merck Kodu: 1,10660,0500

Bilesenleri g/l

Pepton (kazein) 10,0

Et ekstrakt1 10,0

Maya oziitii 4.0

D (+)-Glukoz 20,0

di-Potasyum hidrojen fosfat 2,0

Tween 80 1,0

di-Amonyum hidrojen sitrat 2,0

Sodyum asetat 5,0

Magnezyum siilfat 0,2

Manganez siilfat 0,04

Agar Agar 14,0

pH: 5,7

Hazirlamisi: Besiyeri (68,2) tartildiktan sonra iizerine 1 1 distile su ilave edilmistir. Kaynayan suda

¢oziiliinceye kadar tutulduktan sonra otoklavda 121°C de 15 dk siireyle sterilize edilmistir. Otoklav

sonrasi besiyeri sicakligi 50 °C’ye ayarlanmig su banyosunda tutulmustur. Besiyerine, analizler

esnasinda gelisebilecek maya ve kiif gelisimini engellemek amaciyla filtre ile sterilize edilmis

sorbik asit (S1626-100 g SIGMA) 1,4 g/l olacak sekilde ilave edilmistir (Ragaert, vd., 2006).

Kanamycin Esculine Azide Agar

Markasi: Merck

Kodu: 1,0522,0500

Bilesenleri g/l
Pepton (kazein) 20,0
Maya 6ziitii 50
Sodyum kloriir 5,0
Sodyum sitrat 1,0
Sodyum azid 0,15
Kanamisin stilfat 0,02
Eskulin 1,0
Amonyum demir (IIT) sitrat 0,5
Agar Agar 15,0
pH: 7,1

Hazirlamsi: Besiyeri (47,5 g) tartildiktan sonra tizerine 1 | distile su ilave edilmis ve kaynayan

suda ¢oziiliinceye kadar tutulmugtur. Berrak hale gelen besiyeri, otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle

sterilize edilmistir. Otoklav sonrasi, besiyeri sicakligi 50 °C’ye ayarlanmis su banyosunda

tutulmustur. Daha sonra petri kutularina aktarimi yapilmistir.
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Cizelge 3.14. Bacillus cereus Agar Base ve Pseudomonas Agar Base besiyerlerinin
bilesenleri ve hazirlanisi

Bacillus Cereus Agar Base

Markasi: Oxoid Kodu: CM, 0617
Bilesenleri g/l
Pepton 1,0
Mannitol 10,0
Sodyum kloriir 2,0
Magnezyum siilfat 0,1
Di-sodyum hidrojenfosfat 2,5
Potasyum dihidrojenfosfat 0,25
Sodyum piruvat 10,0
Bromtimol mavisi 0,12
Agar 15,0

pH:7,2

Hazirlamisi: Besiyeri (20,5) tartildiktan sonra {izerine 475 ml distile su ilave edilmistir. Kaynayan
suda ¢oziinlinceye kadar tutulan besiyeri, otoklavda 121°C de 15 dk siireyle sterilize edilmistir.
50°C ye gelince bir sise Oxoid Bacillus Cereus Selective Supplement (SRO099E) ve 25 ml sterile
Egg Yolk Emulson (SR47) ilave edildikten sonra iyice karistirilip, petri kutularina aktarilmistir.

Pseudomonas Agar Base

Markasi: Oxoid Kodu: CM, 0559
Bilesenleri g/l
Jelatin peptonu 16,0
Kazein hidrolizati 10,0
Potasyum siilfat 10,0
Magnezyum kloriir 1,4
Agar 11,0

pH: 7,1

Hazirlanisi: Besiyeri (24,2 g) tartilmig ve {lizerine 500 ml distile su ve 5 ml gliserol ilave edilmis
ve besiyeri ¢oziiniinceye kadar kaynar suda tutulmustur. Homojen hale geldiktan sonra, 121°C de
15 dk siire ile sterilize edilmistir. Otoklav sonrasi, besiyeri sicakligi 50 °C ye gelince 1 sise
Pseudomonas C-N supplement (Oxoid) ilave edilip, iyice karigtirilmasi yapilmis ve petri kutularma

aktarimlar1 yapilmistir.
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Cizelge 3.15. Tamponlanmis peptonlu su, Salmonella Enrichment Broth ve
Salmonella-Shigella Agar besiyerlerinin hazirlanisi

Tamponlanmis pepton su g/l
Pepton 10 Tim kimyasallar tartilir ve
Sodyum kloriir 5 tizerine 1 1 distile su ilave
Disodyum fosfat 35 edilmis ve 121 °C’de 15 dk
Potasyum dihidrojen fosfat 1,5 stire ile sterilize edilmistir.

pH:7,2

Salmonella Zenginlestirme Besiyeri (Rappaport ve Vassiliadis’e gore)

Markasi: Merck

Kodu: 1,07700,0500

Bilesenleri g/l

Peptone (soya unundan) 4,5
Magnezyum kloriir hekzahidrat 28,6

Sodyum kloriir 7,2
di- potasyum hidrojen fosfat 0,18
potassium di hidrojen fosfat 1,26
Malasit yesili okzalat 0,036

pH:5,2

Hazirlamsi: Besiyeri (41,8 g) tartildiktan sonra iizerine 1 1 distile su ilave edilmistir. Kaynayan

suda ¢6ziiniinceye kadar tutulduktan sonra otoklavda 115°C de 15 dk siire ile sterilize edilmistir.

Salmonella-Shigella Agar

Markasi: Oxoid Kodu: CM,99
Bilesenleri g/l
Lab-Lemco 6ziitii 5,0
Pepton 50
Laktoz 10,0
Safra tuzu 8,5
Sodyum sitrat 10,0
Sodyum tiyosiilfat 8,5
Demir sitrat 1,0
Brilliant yesili 0,00033
Notral kirmizist 0,025
Agar 15,0
pH:7,0

Hazirlamisi: Besiyeri (63 g) tartildiktan sonra tizerine 1 1 distile su ilave edilmistir. Besiyeri

daha sonra, kaynayan suda iyice ¢oziiniinceye kadar tutulmustur. 45-50 dakika sonra petri

kutularina aktarilmastir.




Cizelge 3.16. Aeromonas Medium Base besiyerinin bilesenleri ve hazirlanisi

Aeromonas Medium Base (RYAN)

Markasi: Oxoid Kodu: CM,0833
Bilesenleri gl
Proteoz pepton 5,0
Maya 6ziitii 3,0
L- Lizin monohidrokloriir 3,5
L-Arjinin monohidrokloriir 2,0
Inositol 2,5
Laktoz 15
Sorbitol 3,0
Ksiloz 3,75
Safra tuzu No:3 3,0
Sodyum tiyosiilfat 10,67
Sodyum klortir 5,0
Demir amonyum sitrat 0,8
Bromtimol mavisi 0,04
Timol mavisi 0,04
Agar 12,5
pH: 8,0

Hazirlamisi: Besiyeri (29,5 g) tartildiktan sonra tizerine 500 ml distile su ilave edilmistir.
Besiyeri, kaynayan suda ¢oziiliinceye kadar 45-50 dakika siireyle tutulmustur. Daha sonra
besiyeri i¢erisine Amfisilin Selective Supplementi (Oxoid Code SR0136) aseptik olarak ilave

edilmis ve iyice karistirildiktan sonra petri kutularina aktarimlari yapilmistir.




Cizelge 3.17. Listeria selective agar base ve Chromocult Coliform Agar
besiyerlerinin bilesenleri ve hazirlaniglari

Listeria selective agar base

Markasi: Oxoid

Kodu: CM,0856

Bilesenleri g/l
Columbia kanli agar 39,0
Eskulin 1,0

Demir amonyum sitrat 0,5
Lityum kloriir 15,0

pH: 7,0

Hazirlamisi: Besiyeri (27,75 g) tartilmig ve {izerine 500 ml distile su ilave edilmistir. Sicak suda

¢oziinlinceye kadar tutulmus ve daha sonra otoklavda 121°C de 15 dk siireyle sterilize edilmistir.

Besiyeri sicakligi 50°C ye ulasinca igerisine Listeria Selective Supplementi (Oxford Formulation-

SR140 ilave edilmis ve iyice karistirildiktan sonra petri kutularina aktarimlar: yapilmstir.

Chromocult Coliform Agar

Markasi: Merck

Kodu: 1,10426,0500

Bilesenleri g/l
Kazein (enzimatik) 1,0
Maya 6ziitii 2,0
Sodyum kloriir 5,0
Sodium dihidrojenfosfat 2,2
di-sodyum hidrojenfosfat 2,7
Triptofan 1,0
Sodyum piruvat 1,0
Tergitol-7 0,15
Sorbitol 1,0
Kromojenik karigim 049
Agar Agar 10,0
pH: 6,8

Hazirlamsi: Besiyeri (26,5 g) tartilmus ve tizerine 1 1 distile su ilave edildikten sonra kaynayan

suda 45-50 dk. boyunca tutulmus ve daha sonra petri kutularina aktarimlar1 yapilmistir.
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Cizelge 3.18. Perfringens Agar Base besiyerinin bilesenleri ve hazirlanigi

Perfringens Agar Base (TSC & SFP)

Markasi: Oxoid

Kodu: CM,0587

Bilesenleri g/l
Triptoz 15,0
Soya peptonu 5,0
oziitiMaya 5,0
Sodyum metabisiilfit 1,0
Demir amonyum sitrat 1,0
Agar 19,0
pH: 7,6

Hazirlamisi: Besiyeri (23 g) tartildiktan sonra iizerine 500 ml distile su ilave edilmis ve

daha sonra kaynayan suda iyice ¢oziiniinceye kadar tutulmustur. Besiyeri, otoklavda 121°C

de 10 dk siire ile steril edilmistir. Besiyerinin sicakligi 50°C ye ulasinca 25 ml Oxoid Egg

Yolk Emulsion ve 1 sise Oxoid TSC Supplement (SR0088) ilave edilmis ve iyice

karistirildiktan sonra petri kutularina aktarimlart yapilmistir.

Sekil 3.18. Perfringens Agar Base besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan
kitler, katki materyalleri ve anaerobik jar’a ait gortintiiler




Sekil 3.19. Hazirlanan besiyerlerinin steril polipropilen petri kutularina aktarildiktan
sonraki goriintiisii
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3.10.2 Polenlerin Mikrobiyolojik Analizleri

Her bir polen 6rnegi, aseptik kosullarda 10 g olacak sekilde tartimlari yapilmistir
(Sekil 3.20-3.22). Petri kutularinda tartimlari yapilmis polen ornekleri, steril
stomacher posetlerine aktarilmistir. Her bir posete 90 ml Maximum Recovery
Diluent seyreltme s1vis1 konulmustur. Stomacher’da 1 dakika siire ile ¢alkalanmustir.
Homojenize olan 6rnekten 1 ml alimip 2.nci tiipe (9 ml seyreltme sivisi olan)
aktarilmustir. Ve bu sekilde drnekler 10° diizeyine kadar seyreltmeleri yapilmustir

(Sekil 3.23).

Seyreltmeden sonra her bir tiipten 0,1 ml alinip test parametresi ile ilgili petrilere
aktarilmis ve drigalski saptiilii ile yayillmis ve inkiibe edilmistir. Kullanilan
besiyerleri ve inkiibasyon kosullar1 Cizelge 3.19°da verilmistir. Salmonella sp.’in 6n
ve selektif zenginlestirme islemi ve kati besiyerlerine aktarimlari ise diger
yontemlerden farkli olarak uygulanmis ve bu yontemin yapilmasi ise Sekil 3.24’de

verilmistir.

Calismada yapilmis olan bazi testlerin degerlendirmeleri esnasinda tespit edilen

goriintimler ise Sekil 3. 25°de gosterilmistir.
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Sekil 3.20. Osmaniye ilinden toplanan polen 6rneklerinin mikrobiyolojik analizler
icin hazirlanmast
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Sekil 3.21. Hatay ilinden toplanan polen 6rneklerinin mikrobiyolojik analizler i¢in hazirlanmasi
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Sekil 3.22. Adana ilinden toplanan polen drneklerinin mikrobiyolojik analizler i¢in
hazirlanmasi
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Sekil 3.23. Mikrobiyolojik analizler i¢in 6rnegin seyreltilmesi ve homojenizasyonu
icin yapilan islemlerden bazi goriintiiler
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Cizelge 3.19.

Kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon kosullari

Kullanilan | Inkiibasyon | Inkiibasyon | Aerobik
Besiyeri Sicaklig Siiresi /Anaerobik
Toplam Aerobik | PCA 37°C 48 saat Aerobik
Bakteri
Sayisi
Maya/Kiif Sayisi PDA 25 °C 120 saat Aerobik
Laktik asit Bakterileri | MRS 37 °C 24-48 saat Anaerobik
Enterobacteriaceae VRBG 37 °C 24-48 saat Aerobik
Koliform Sayis1 Coliform 37 °C 24-48 saat | Aerobik
Escherichia coli Coliform 37 °C 24-48 saat Aerobik
Salmonella sp. TP+RVM 37 °C/42 °C/ | 24/24/24-48 | Aerobik
+SS agar 37 °C saat
Aeromonas AM 37 °C 24-48 saat Aerobik
hydrophila
Pseudomonas PA 37 °C 24-48 saat Aerobik
aeuruginosa
Enterococcus faecalis | KAA 37 °C 24-48 saat Aerobik
Bacillus cereus BCA 37 °C 24-48 saat Aerobik
Staphylococcus BPA 37°C 24-48 saat | Aerobik
aureus
Listeria LSA 37°C 24-48 saat Aerobik
monocytogenes
Clostridium TSC 37°C 24-48 saat Anaerobik

perfringens
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10 g polen
+
95 mi
tamponlanmis L
peptonlu su
(37 °C/20 saat)
on zenginlestirme

1ml 6n
zenginlestirme
+

10 ml RV Broth
(42 °C/24 saat)
Selektif

zenginlestirme RV Broth (10 ml)

0.1ml

SS Agar
(37 °C/20 saat)

Sekil 3.24. Salmonella sp.’in 6n ve selektif zenginlestirme islemi ve kati
besiyerlerine aktarimlar1 (Durlu-Ozkaya, 2000)
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Sekil 3.25. Mikrobiyolojik analizlerde ekim sonucu yapilmis olan bazi sonuglara ait
gorintiiler
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3.10.3 Teshis i¢in Kullanilan Bazi Tamimlayici Testler

S. aureus, B. cereus ve E. faecalis bazi temel spesifik identifikasyon testleri ile

dogrulanmasi yapilmistir (Cizelge 3.20).

Cizelge 3.20. Identifikasyonda kullanilan bazi testleri

Katalaz Koagiilaz O/FGlukoz OF/Mannitol
S.aureus | pozitif pozitif pozitif pozitif

Gram ve NO; O/FGlukoz

spor boyama indirgeme

testi
B. cereus | pozitif pozitif
O/F Melibioz | O/F Sorboz

E. faecalis negatif pozitif

3.10.3.1 Gram ve Spor Boyama

Gram ve Spor boyamada kullanilan boya ve ¢o6zeltilerin hazirlanis1 Cizelge 3.21 ve
3.22°de, Cizelge 3.23 ve 3.24’te verilmistir.

Cizelge 3.21. Kristal viyolet boyasi, iyot ¢ozeltisi ve safranin boyasinin hazirlanisi

(Anonim29, 2016)

1) | Kristal Viyole Boyasinin Hazirlanisi:
Kristal viyolet 29
Etanol 20 ml
Her 2 si karigtirilir.
Amonyum okzalat 0,89
Distile su 80 ml
Her 2 si karigtirilir.
Daha sonra her 2 ¢ozelti
birlikte karistirilir.
2) | Lugol’iin Iyot Cézeltisinin Hazirlanisi:
Potasyum Iyodiir +Distile su+iyot 2 g+100 ml+1g
3) | Renk Giderici Soliisyon
Aseton
4) | Safranin Boyasinin Hazirlanis
Safranin O 0,259
Etanol 10 ml
Distile su 90 ml

79




Cizelge 3.22. Gram boyamasinda takip edilen yontem (Anonim30, 2016)

1) Temiz bir lamin tizerine 2-3 damla distile su ilave edilmis ve agar iizerinde
gelisen bakteri kiiltiirlinden 6ze ile almip lam tizerindeki distile suda
yayilmigtir.

2) Lam, oda kosullarinda kurumasi igin bekletilmistir.

3) | Bakteriyi tespit etmek i¢in bunzen bekinde yanan alevin ucundan lam 3-4
kez gegirilmistir.

4) Lam, kristal boya ile kaplanmstir. 30 sn-60 sn
5) Lam ¢esme suyu ile yikanmustir.

6) Lam liigol soliisyonu ile kaplanmustir. 30 sn-60 sn
7) Lam ¢esme suyu ile yikanmustir.

8) Lam, Aseton ile yikanmistir. 30 sn

9) Lam, safranin boyast ile kaplanmustir. 30 sn

10) | Lam ¢esme suyu ile yikanmugtir.

11) | Lam kuruduktan sonra immersiyon yaginda 100x objektifte incelenmistir.

Cizelge 3.23. Endospor boyamada kullanilan boyalarin hazirlanisi
(Anonim31, 2016)

Malachite green boyasinin hazirlanist:

Malachite green 05¢g
Distile su 100 ml
Safranin Boyasinin hazirlanisi:

Safranin 2,50
Etanol (%95) 100 ml

Cizelge 3.24. Malachite Green ile spor boyamasinda takip edilen yontem
(Anonim31, 2016)

1) Temiz bir lamin tizerine 2-3 damla distile su ilave edilmis ve agar
iizerinde gelisen bakteri kiiltiiriinden 6ze ile alinip lam tizerinde
yayilmistir.

2) Lam, oda kosullarinda kurumasi i¢in bekletilmistir.

3) Bakteriyi tespit etmek i¢cin bunzen bekinde yanan alevin ucundan 3-4
kez gecirilmistir.

4) Bir tencerede kaynayan suyun lizerine 2 metal gubuk yerlestirilmis

ve hazirlanan preparat bu diizenegin tlizerine konulmustur. Lamin
iizeri malasit green ile kaplandiktan sonra lamin tizerine lamin
boyutlarina uygun bir filtre kagid1 yerlestirilmistir. Saturasyon i¢in
Malasit green boyasi ara ara lamin lizerine aktarilmistir. Bu islem 5
dakika siire boyunca bekletilmistir.

5) Lamin tizerinden filtre kagid1 alinmigtir.

6) Lam ¢esme suyu ile yikanmigtir.

7) Safranin (0,5%) ile boyanmistir (30 sn)

8) Lam daha sonra distile su ile yikanmustir.

9) Oda kosullarinda kurumasi i¢in bekletilmistir.

10) Spor kisimlar yesil ile boyanirken bakterinin diger kisimlar1 pembe

boyandig1 gozlemlenmistir.




3.10.3.2 Oksidasyon ve Fermentasyon Testi (Hugh ve Leifson)

Bazi1 Dbakteriler karbonhidratlar1 aerobik ortamda okside ederek kullanabilirler
(6rnegin  Pseudomonas), bazilarida anaerobik ortamda fermente ederek
kullanabilirler (fermentasyon, 0Ornegin Enterobacteriacea). OF Besiyeri ve

oksidasyon ve fermentasyon testinin yapilisi Cizelge 3.25 ve 3.26’da verilmistir.

Cizelge 3.25. OF Besiyeri (Anonim32, 2016)

g/lt

Pepton (Tripton) | 2,0

Sodyum kloriir | 5,0

Bromtimol mavisi | 0,03

Agar | 3,0

Dipotasyum fosfat | 0,30

Hazirlanis1 | Tim maddeler tartildiktan sonra
tizerine 900 ml distile su ilave

edilmistir. Iyice  ¢bziinmesi

saglandiktan sonra pH’s1 7,1°e

ayarlanmustir. Daha sonra

besiyerinin sterilizasyonu

yapilmigtir (121°C/15 dKk).
Test edilecek karbonhidrat kaynagi | 10 g Hazirlanist: Test edilecek
(Glukoz ya da diger karbonhidrat kaynagi 10 g tartilmis
karbonhidratlar) ve iizerine 100 ml’ye

tamamlayacak sekilde distile su
ilave edilmistir. Iyice ¢oziinmesi
saglandiktan  sonra filtre ile
sterilize edilmistir.

Sterilizasyon sonucunda besiyerine
test edilecek karbonhidrat kaynag1
aseptik olarak aktarilmistir. Iyice
karistirtldiktan sonra vida kapakli
tiiplere aktarilir ve katilagmasi igin
bekletilmistir.

Cizelge 3.26. Oksidasyon ve fermentasyon testinin yapilis1 (Anonim32, 2016)

1) Tiip 1 Tiip 2

2) Batirma yontemi ile tiibin dibine | Batirma yontemi ile tiibiin dibine kadar ekim yapilir.
kadar ekim yapilir.

3) Steril mineral yag ilave edilmez. Steril mineral yag ilave edilir (O;’nin gegisini

engellemek icin).

4) 35 °C’de inkiibe edilir (14 giin | 35 °C’de inkiibe edilir (14 giin boyunca).
boyunca). Tiipler rutin olarak kontrol edilir.
Tiipler rutin olarak kontrol edilir.

5) Mavi’den Sartya dontislirse | Mavi’den Sartya doniistim (+)
(Oksidatif metabolizmaya sahip | Besiyerinin renginde degisim yoksa ya da yesil ise
oldugu) (+) bu karbonhidratin kullanilmadigini )
Renk degisim yoksa yada yesil ise | gostermektedir.
bu karbonhidratin kullanilmadigim
gostermektedir (-).
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3.10.3.3 Nitrat indirgeme Testi
Bu test ile ilgili besiyeri ve ayiraglarin hazirlanis1 Cizelge 3.27°de verilmistir.

Cizelge 3.27. Nitrat indirgeme testi i¢in gerekli besin ortami ve ayraglar

NO; besiyeri Bilesenler
Beef (Meat) extract 39
Gelatin peptone 5¢
KNO3 19
Distile su 100 ml
Ayrac I Bilesenler
N-N-dimetil-alfa 0,6 ml
naftilamin

5 N Glasiyel Asetik asit 100 ml

Ayrac I1 Bilesenler
Sulfanilik asit 084
5 N Glasiyel Asetik asit 100 ml
5 N Glasiyel Asetik Asitin Hazirlanmis1 | Bilesenler Ml
Glasiyel Asetik asit 287 ml
Distile su 713 ml

Hazirlanan besiyeri, igerisinde Durham tiipii bulunan bos bir vida kapakl test tiipiine
aktarilmis ve 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonucunda sogumus
besiyerine 6ze ile bakteri asilamasi yapilmis ve 35 °C’de 12-24 saat arasi
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda Durham test tiipiinde gaz olusumu
kontrol edilmistir. Ayra¢ 1 ve Ayrac¢ 2 esit sekilde karistirilmis ve kiigiik bir tiipe
konulmustur. Bu tiipiin igerisine 1 ml Broth’dan ilave edilmis ve karistirilmistir. Eger
bakteri NO3’ii NO;’ye indirgeme giicline sahipse kirmizi rengin olusumu 2 dk

icerisinde gdzlemlenen bir durum olarak kabul edilmistir.
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3.10.3.4 Katalaz Testi

Bazi mikroorganizmalar, hidrojen peroksidin oksidatif hasarin1 engelleyen yada
tamir eden katalaz enzimine sahiptirler. Katalaz enzimi, hidrojen peroksidin
bakterisidal etkisini notralize etmektedir. Kati besiyerinde iireyen taze bakteri
kolonisi agara degmeden dikkatli bir sekilde alinmis ve lam iizerine yayilmustir.
Uzerine pastdr pipeti ile 1 damla % 3’liik hidrojen peroksit damlatilmis ve
bekletilmistir. Kabarciklarin  olusumu test bakterisinin  hidrojen peroksidi
parcalayacak katalaz enzimine sahip oldugunu gostermektedir. Eger kabarcik
durumu goézlenmedigi durumda ise, test bakterisinin katalaz negatif olarak

degerlendirilir.

3.10.3.5 Koagiilaz Testi

S. aureus tiirlinii ait oldugu genusun diger iiyelerin ayirt edilmesinde kullanilan bir
testtir. Bu enzim bu tiir tarafinda iretilen ve pihti olusumuna (fibrinojenin fibrine
cevrilmesine) neden olan isiya dayanikli trombine benzeyen bir yapidadir. Bir lam
tizerine damlatilan distile su ile bakteri siispanse edildikten sonra bir 6ze ucu kadar
plasma ilave edilip hafif bir sekilde karistirilir ve kiimelesmenin olup olmadigi (10 sn
stiresi icerisinde) kontrol edilmistir. Kiimelesme varsa koagiilaz pozitif, yoksa

negatif olarak kabul edilmistir (Anonim 33, 2016).

3.11 istatistik Analiz Yontemler

Ortalama degerler arasindaki farkliliklarin tespit edilmesinde ANOVA varyans
analizi ve Tukey HDS testi kullanilmigtir. Verilerin degerlendirilmesinde ise SPSS
istatistik programi kullanilmistir. Kargilagtirmalarda 6nem diizeyi p<0.05 olarak

kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Renk

Polenler, arilar tarafindan ¢esitli ¢igeklerden toplandigindan dolayr degisik renkte
olabilen biyolojik yapilardir. Yapilan bu tez ¢alismasinda polen graniillerinin farkli
renkte olduklar1 gorsel olarak tespit edilmistir. Bu durum, arilarin polen toplamak
icin farkli flora kaynaklarma dogru ugus yaptigin1 gostermektedir. Tespit edilen
polenler, renklerine gore gruplandirilmis ve sayimlari yapilmistir. Her bir renge ait

graniillerin agirliklar1 tespit edilmistir (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3).

Adana’dan toplanan polen graniillerinin renk cesitliligi incelendiginde, yesil sar1 ve
siyah; Osmaniye’den toplanan polenlerin yesil, sar1, kahverengi ve turuncu; Hatay

polenlerinin ise yesil, sar1, turuncu ve siyah graniillerden olustugu belirlenmistir.
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Yesil Graniil Toplami (g)

Yesil Graniil/adet

Sar1 Graniil Toplami (g)

Sar1 Graniil /adet

Siyah Graniil Toplami (g)

Siyah Graniil/adet

G
0,265
1,047
0,976

0,685
1,066
0,858
0,764

1,278
0,608
0,114
0,174

l283

158
162

82
28
28
50 100 150 200 250 300

A4
mA3
mA2
EAL

Sekil 4.1. Adana’dan toplanan polen graniillerinin renk c¢esitliligi ve agirliklart
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Kahverengi Graniil Toplami (g)

Kahverengi Graniil/adet

Turuncu Graniil Toplami (g)

Turuncu Graniil/adet

Yesil Graniil Toplami (g)

Yesil Graniil/adet

Sar1 Graniil Toplam (g)

Sar1 Graniil /adet

366

332

108

419

100

200

300

400

500

05
n 04
=03
m02
E01

Sekil 4.2. Osmaniye’den toplanan polen graniillerinin renk ¢esitliligi ve agirliklari
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Turuncu Graniil Toplami (g)

Turuncu Graniil/adet

Yesil Graniil Toplam (g)

Yesil Graniil/adet

Sar1 Graniil Toplam (g)

Sar1 Graniil /adet

Siyah Graniil Toplami (g)

Siyah Graniil/adet

122

107
103

103

100

284

50

100

150

200

250

300

H5
" H4
" H3
mH2
mH1L

Sekil 4.3. Hatay’dan toplanan polen graniillerinin renk ¢esitliligi ve agirliklari
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Polen 6rneklerinde gorsel olarak renk siniflandirmasi disinda renk 6lger ile ana renk
temel parametreleri olan L, a ve b degerleri ol¢iilmiistiir (Mutlu ve Ergiines, 2008,
Polatc1, 2012, Trakyali, 2013). L, a ve b parametreleri, tiikketici agisindan rengin
algilanmasini biitiiniiyle temsil edemedigi bildirilmistir. Bu parametreler ile yapilan
cesitli degerlendirmeler (a/b, Hue agis1 ve Chroma degeri) tiikketicinin rengi algilama
bicimini daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikardigi rapor edilmistir. Polen
orneklerinde L, a, b, Chroma ve Hue degerleri arasinda istatistiksel olarak

farkliliklarin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).

L degerinin 49,99-67,96, a degerinin 2,34-8,59, b degerinin 32,08-51,4, Chroma
degerinin 32,23-51,65, Hue degerinin 78,19-85,99 arasinda degistigi tespit edilmistir.
Istatistiksel olarak polenlerde tespit edilen degerler arasindaki farkliliklar en

yiiksekten en diisiige dogru su sekilde bulunmustur;

L degeri: O4>A2>Al1= A3= O1= 03= O5=H3=H4> A4=H2=H5> O2= H1

a degeri: O5> A4=02=H1=H4> A3> Al= H2> O1= O3=H3=H5> A2> O4.

b degeri: A1> 05> A3> H4> 01=02=03=H1=H3> A4=H2> A2=04=H5

Chroma: A1=05> A3> H4> 01=02=03=H1=H3>A4>A2=04=H2=H5

Hue degeri: O4> A2> Al= A3= O1= O3= O5=H2=H3=H4=H5> 02= H1> A4
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Cizelge 4.1. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 6rneklerinin renk parametreleri

L a b Chroma Hue
Al 60,761,267 5,001,512 51,40+4,13% 51,65+4,25% 84 5+1,23%°
A2 64,93+2,5%® 2,83+1,56%% 32,08+1,42° 32,23+1,30° 84,88+3,00%°
A3 60,614,097 6,25+1,72%¢ 44,1342 28%° 44,5942 19% 81,89+2,33%¢
Ad 53,24+11,31% 7,18+0,93% 34,67+3,15% 35,42+3,02% 78,19+2,13¢
o1 61,54+3,18%° 4,77+1,19> 38,83+4,99%% 39,144,941 82,9142,11%¢
02 50,7542,40° 7,19+0,94% 38,66+1,99¢% 39,33+1,86° 79,40+1,70°
03 59,70+3,807° 4,53+1,19> 36,04+3,53%% 36,35+3,35% 82,65+2,62%°
04 67,961,097 2,34+0,31% 35,53+1,05° 33,61%1,03° 85,99+0,64%
05 60,68+1,35% 8,59+0,63° 4836+2,31% 49,1142 32° 79,910,67%°
H1 49,99+2,04° 6,97+0,92 ® 35,96+2,87°% 36,642,881 79,00+1,38%
H2 55,88+5,00%° 4,920,883 34,22+3,14% 34,58+3,12° 81,76+1,57*°
H3 60,712,413 4,67+1,70° 37,5+3,64%¢ 37,82+3,45% 82,713,113
H4 60,48+2,74%°¢ 7,34+0,51% 43,01+1,23" 43,64+1,15% 80,27+0,88%>°
H5 55,55+3,95% 4,40+0,94° 34,04+5,55° 34,39+5,66° 82,75+4,50%°

SD (standart sapma), Standart sapma {izerinde verilen harfler,
ornekler arasindaki istatistiksel farkliligi géstermektedir (Tukey HSD, P<0,05)



4.2 Kuru Madde, Nem ve pH

Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen Orneklerinde, tespit edilen kuru
madde, nem ve pH degerleri arasinda istatistiksel olarak farkliliklarin oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Istatistiksel olarak polenlerde tespit edilen kuru madde,
nem ve pH degerleri arasindaki farkliliklar en yiiksekten en diisiik degere dogru olan

araligin su sekilde oldugu tespit edilmistir.

Kuru madde (%): Al=H1> H3= A2= 01> A4= 02= 03=05=H2=H4> A3=H5>04

Nem (%): O4> H5> A3> A2= A4=02=03=05=H2=H4> O1=H3> H1> Al

pH: A2> 04> H4> 01> 02=H5> 05> A4> H1> A1=H3> 03> A3> H2

Avrupa Birligi kriterine gore, polenlerin ticari olarak satisa sunulabilmesi i¢in su
miktar1 ve ¢igek kaynaklarinin, tespit edilmesinin 6nemli parametreler oldugu rapor
edilmistir. 42 °C’yi agmayan sicakliklarda kurutulmus polende su miktarinin % 6’y1
gecmemesi gerektigi bildirilmistir (Campos, vd., 2008). Onceki bir calismada
polenlerde tespit edilen nem miktarinin %7,8-11,7 arasinda degistigi (Carpes, vd.,
2009), diger bir ¢alismada ise nem miktarinin %18,11-36,29 arasinda, pH degerinin
ise 4,55-6,3 arasinda degistigi bildirilmistir (Belhadj, vd., 2014). Diger farkli iki
arastirmada ise polenlerde tespit edilen pH degerinin 4,3-5,2 (Feas, vd., 2012), nem
degerinin %6,02-8,40, pH degerinin 2,23-5,17 (Nogueira, vd., 2012) arasinda
dagilim gosterdigi rapor edilmistir. Yapilan bu g¢alismasinda ise pH degerlerinin
3,81-5,82 arasinda oldugu ve elde edilen sonuglarin Belhadj vd. (2014), Feas vd.
(2012) ve Nogueira vd. (2012)’nin bulgularina benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bu

durum, polenlerin pH degerinin asidik diizeyde oldugunu gostermektedir.

Bu calismada, 6rneklerde kuru madde miktar1 %90,8-93,5 ve nem miktarnin ise
%6,14-9,19 arasinda degistigi belirlenmistir. Ve ¢alismada tespit edilen bu degerin
Carpes vd. (2009)’nin bulgulariyla benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bu ¢alismada
tespit edilen tiim degerlerin, Avrupa Birliginin 6nerdigi degerden daha yiiksek fakat
Belhadj vd.’nin buldugu degerlerden daha diisiik oldugu saptanmistir. Nem
miktarinin, Onerilen degerlerden daha yiiksek oldugu ve kurutma islemlerinde

yetersizlik oldugunu ya da depolama kosullarinin iy1 yapilmadigini gostermektedir.
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4.3 Toplam Klorofil a, Klorofil b ve Karotenoid

Analiz edilen 6rneklerde, klorofil a, klorofil b ve toplam karotenoid miktarlari
(mg/kg) arasinda istatistiksel olarak farkliliklarin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Klorofil a miktar1 9,68-49,03, klorofil b miktarlarinin 1,39-25,14, karotenoid
miktarinin 91,44 ile 232,69 mg/kg arasinda degistigi tespit edilmistir. Istatistiksel
olarak polenlerdeki klorofil a, klorofil b ve toplam karotenoid miktarlar1 arasindaki

farkliliklar en yiiksekten en diisiige dogru asagidaki sekilde bulunmustur;

Klorofil a: Al= A4> H1= H5> A2= 02> A3=01=03=H4> 05= H3> H2> O4
Klorofil b: A2> A1> A3> A4=H1=H2> 03=H3>H4> 02> H5> 04> 01=05
Karotenoid: A2> A1=A4=04=H2=H3> H5> H1> A3= O1= 02= 03= 05= H4
Daha Onceki calismalarda polenlerde klorofil varligi konusunda hicbir rapor
bulunmamaktadir. Normal kosullarda klorofil ¢igekte olmamasi gereken bir durum
olarak kabul edilmektedir. Klorofilin polen iiriinlerine hangi vasitalarla gectigi
bilinmemektedir. Daha 6nceki polen calismalarinda klorofil miktari ile ilgili bir
calismanin bulunmadigi goriilmiistiir. Giinlimiizde yapilan pek c¢ok arastirmada,
gerek sebze gerekse meyvelerde ya da bitkisel kaynakl iiriinlerde flora kaynagina

bagli olarak degisik diizeyde karotenoid miktari rapor edilmistir.

4.4 Etanol Ekstraktlarinin Verimi (%)

Calismada polenlerin etanol ekstraktinin % verim sonuglar1 Sekil 4.2°de verilmistir.
Verimler arasindaki farkliliklar flora kaynagma bagli olarak degisim gosterdigi

sonucuna ulasilabilir.
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Cizelge 4.2. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 6rneklerinin

kuru madde, nem ve pH degerleri

Kuru Madde (%) Nem (%) pH
Al 93,050,822 6,94+0,82¢ 4,10+0,01'
A2 92,4+0,14%® 7,93+0,71%% 5,80+0,09°
A3 91,59+0,48> 8,40+0,48%° 3,94+0,00%
Ad 91,890,107 8,110,107 4,57+0,08¢
o1 92,46+0,69* 7,53+0,69™ 5,06+0,05¢
02 91,84+0,17% 8,16+0,17% 4,92+0,02°
03 91,88+0,707* 8,11+0,70%% 4,010,027
04 90,80+0,21° 9,19+0,21° 5,60+0,01°
05 91,84+0,37% 8,15+0,37% 4,75+0,00
H1 92,94+0,55% 7,05+0,55% 4,22+0,03"
H2 91,93+0,29** 8,060,292 3,91+0,01"
H3 92,27+0,66° 7,72+0,66" 4,06+0,02'
H4 91,93+0,16™* 8,07+0, 16" 5,2040,01°
H5 91,33+0,38> 8,66+0,38 % 4,93+0,02°

SD (standart sapma), Standart sapma tizerinde verilen harfler,

ornekler arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir (Tukey HSD, P<0,05)
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Cizelge 4.3. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 6rneklerinin
klorofil a, klorofil b ve toplam karotenoid miktarlar1

Klorofil a (mg/kg)

Klorofil b (mg/kg)

Toplam Karotenoid (mg/kg)

Al 49,03+4,26° 22,11+2,03° 147,99+3,20°
A2 31,31+5,63 25,14+1,20° 232,69+3,65
A3 28,01+2,72° 24,71+41,22% 76,06+9,46°
Ad 46,18+7,63° 12,82+1,85° 144,91+22,29"
01 27,3+1,24> 2,37+0,02%" 88,11+7,03¢
02 31,03+0,58" 5,78+0,74% 92,14+6,12¢
03 26,9+0,72° 8,41+1,41¢ 82,68+8,44°
04 9,68+0,85° 2,94+0,85"9" 155,56+27,10°
05 25,15+0,74% 1,39+0,46%" 87,73+10,00°
H1 34,78+2,08" 12,43+1,10° 104,73+7,11%
H2 21,43+1,32° 12,11+1,17° 149,33+9,16°
H3 25,79+3,03% 8,35+0,95¢ 153,57+6,19"
H4 27,44+1,06" 6,37+1,05% 91,44+1,92°
H5 34,55+1,91° 3,840,679 125,30+10,16™

SD (standart sapma), Standart sapma tizerinde verilen harfler,
ornekler arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir (Tukey HSD, P<0,05)
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Sekil 4.2. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 6rneklerinde antioksidan deneylerinde kullanilacak
etanol ekstraktinin % verim sonuglar
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4.5. Toplam Fenolik, Flavonoid Madde Miktarlar: ve Antioksidan Testleri

Bu ¢alismada, polenlerin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari, % DPPH
aktivitesi, indirgeyici giig, % NO giderme kapasitesi ve % H,0O, giderme kapasite
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlanmli farkliliklarin oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.4-4.8).

Toplam fenolik madde miktar1 incelenen 6rneklerde 398,43-529,61 mg/kg arasinda
edilmistir. DPPH, indirgeyici gii¢, NO ve H,0; siipiirme aktiviteleri ise 1,25, 2,5 ve 5
mg/ml’de test edilmis ve doz artisina bagli olarak antioksidant aktivitenin artis
gosterdigi belirlenmistir. Incelenen tiim antioksidian yontemleriyle polenlerin yiiksek
diizeyde antioksidan bilesenler icerdigi tespit edilmistir. En yiiksek doz olan 5
mg/ml’de DPPH % inhibisyonu 80,43-94,78 arasinda, indirgeyici gii¢ kapasitesi
1,73-2,47 arasinda, % NO aktivitesi ise 38,92-93,46 arasinda, H,O; siipiirme
aktivitesi ise %42,99-100 arasinda degistigi bulunmustur. Farkli konsantrasyonlar da
test edilen polenlerin etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin giiniimiizde en
giiclli antioksidan olarak bilinen BHT ile esit ya da benzer aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir. Istatistiksel olarak polenlerde tespit edilen degerler arasindaki

farkliliklar (en yiiksek ile en diisiik deger araligi) Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.4. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 6rneklerinin
toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari

Toplam Fenolik Madde (mg/kg) (ort+SD)

Toplam Flavonoid Madde (mg/kg)

(ort£SD)
Al 366,22+3,33° 544,55+21,96™
A2 420,54+0,99% 496,91+6,67%
A3 483,65+14,12% 418,46+1,43°
Ad 414,02+26,77% 598,88+18,23"
o1 400,213+82,26® 488,79427,29%
02 366,28+72,92" 459,81435,14%
03 364,657+9,94° 426,30+11,67°
04 474,893+88,33% 717,69+1,60°
05 481,553+119,58% 588,45+59,93"
H1 398,9434+21,29%® 422,0349,32°
H2 441,38+46,39% 466,92+20,35%
H3 405,07+12,03% 341,56+1,84"
H4 447,10+31,22% 547,77+15,92"
H5 529,61+31,74° 494,45+14,12%

SD (standart sapma), Standart sapma tizerinde verilen harfler,
ornekler arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir (Tukey HSD, P<0,05)
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Cizelge 4.5. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen drneklerinin % DPPH aktivitesi

% DPPH 1,25 (mg/ml) 2,5 (mg/ml) 5 (mg/ml)

(ort+SD) (ort£SD) (ort£SD)
Al 58,01+2,74% 75,23+1,59% 88,07+6,03%
A2 45.42+6,149 55,88+4,96' 80,43+0,50"
A3 79,41+4,99% 85,33+1,09% 89,74+5,02®
A4 68,09:4,34™ 83,45+1,43%° 90,73+4,20®
o1 68,66+7,66™ 89,33+3,05° 91,33+4,04®
02 49,00+4,58° 60,66+1,52° 88,66+2,30%
03 46,00+7,81¢ 61,00+5,56° 89,00+2,64%°
04 47,00+3,60¢ 64,66+1,52° 88,66+3,78%
05 49,00+2,009 68,66+1,52% 89,33+4,93%
H1 69,76+3,38% 86,98+0,93% 93,04+1,70°
H2 70,53+0,78> 83,102,013 94,16+1,54°
H3 68,64+8,18 81,63+3,16* 94,78+0,68%
H4 71,01=1,18% 79,3340,32% 92,63+5,49%
H5 81,57+1,51® 84,96+1,72%® 94,67+0,58°
BHT 88,66+9,45° 89,66+9,29° 90,33+8,96®

SD (standart sapma), Standart sapma iizerinde verilen harfler,6rnekler arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir (Tukey

HSD, P<0,05)
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Cizelge 4.6. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen &rneklerinin Indirgeme giicii kapasitesi

RP 1,25 (mg/ml) 2,5 (mg/ml) 5 (mg/ml)
(ort+SD) (ort+SD) (ort+SD)
Al 0,91+0,02%" 1,26+0,04%" 2,02+0,04°
A2 0,60+0,00° 0,90+0,02 1,63+0,01°
A3 1,03+0,01° 1,4140,03%" 2,3140,02%°
Ad 0,96+0,03% 1,3340,02 2,1240,05%
01 1,08+0,04% 1,76+0,05° 2,3240,14%°
02 0,82+0,01° 1,16+0,04™ 1,98+0,06°
03 0,78+0,00°" 1,19+0,04™ 1,77+0,05°
04 0,77+0,07" 0,95+0,02 1,71+0,08°
05 0,80+0,04°" 1,1440,04' 1,73+0,13°
H1 0,96+0,02% 1,46+0,02° 2,154+0,04>¢
H2 1,29+0,22° 1,51+0,07% 2,37+0,13%
H3 1,07+0,02% 1,54+0,02° 2,47+0,14°
H4 1,07+0,02% 1,3840,02" 2,05+0,02¢
H5 1,23+0,03" 1,51+0,08% 2,43+0,09°
BHT 2,32+0,07° 2,37+0,03° 2,48+0,07°

SD (standart sapma), Standart sapma iizerinde verilen harfler,
ornekler arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir (Tukey HSD, P<0,05)



Cizelge 4.7. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen drneklerinin % NO giderme kapasitesi

% NO 1,25 (mg/ml) 2,5 (mg/ml) 5 (mg/ml)

(ort+SD) (ort£SD) (ort£SD)
Al 24,48+8 281 65,59+8,81°¢ 73,30+8,83"
A2 2,86+0,05¢ 28,00+1,68 61,36+2,16%
A3 36,62+4,05° 72,94+2,65% 90,08+4,79°
Ad 36,9+1,43" 62,70+2,22% 68,48+1,02™
o1 15,16+0,57% 77,72+1,12° 91,23+1,88"
02 23,37+2,11% 33,51+4,80" 38,92+0,60°
03 9,43+2 28" 35,45+1,25' 55,02+1,44°
04 65,32+4,05° 76,08+8,56° 89,69+3,54°
05 10,6:£0,37" 51,61+1,19° 54,17+0,96°
H1 22,11+1,52% 30,93+2,74' 91,67+1,06°
H2 33,34+1,56™ 37,93+0,14' 61,8+0,17%
H3 25,51+5,88% 31,44+4 88" 62,93+0,66°
H4 25,1+3,71% 57,38+0,62% 63,63+1,20°
H5 38,27+1,15° 76,51+0,59° 93,46+0,46°
BHT 61,86+0,63° 67,88+1,93%° 75,53+0,63"

SD (standart sapma), Standart sapma tizerinde verilen harfler,
ornekler arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir (Tukey HSD, P<0,05)



Cizelge 4.8. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 6rneklerinin % H,O, giderme kapasitesi

HO 1,25 (mg/ml) 2,5 (mg/ml) 5 (mg/ml)

(ort+SD) (ort+SD) (ort+SD)
Al 48,32+0,68° 63,69+0,39° 79,62+2,04%
A2 49,63+1,72° 57,38+4,57% 73,55+0,48%
A3 37,71+0,34° 43,00+2,42" 49,09+1,56%"
Ad 51,36+0,66% 52,48+0,79" 71,95+0,31°
01 26,70+1,10° 33,27+1,11 42,99+0,54"
02 39,514+2,45% 40,77+1,03' 57,17+4,68'
03 50,10+1,46% 50,11+4,39° 55,61+3,28"
04 61,54+1,61° 62,12+1,39% 84,62+3,94%
05 40,64+1,27° 47,12+1,56% 90,58+3,09°
H1 54,90+5,55°¢ 88,28+2,70° 100,0+7,02°
H2 66,35+1,80" 88,02+3,16° 100,00+4,23°
H3 34,56+1,07" 79,29+2,00° 100,001,043
H4 65,98+3,97° 58,67+0,34% 100,00+1,27°
H5 62,77+1,08° 81,47+0,75° 99,61+1,29%

BHT 96,83+2,36° 100+0,00? 100:£0,00°

SD (standart sapma), Standart sapma iizerinde verilen harfler,
ornekler arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir (Tukey HSD, P<0,05)
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Cizelge 4.9. Polen 6rneklerinin fenolik, flavonoid ve antioksidan aktivitelerinin istatistiksel

olarak degerlendirme aralig1

Test Parametresi

Ornekler

Fenolik madde (mg/kg):

H5> A1=02= 03> A2=A3=A4=01=04=05=H1=H2=H3=H4

Flavanoid (mg/kg):

04> A4=05> Al=H4> A2= O01=H5> 02=H2> A3= 03=H1> H3

DPPH (1,25 mg/ml)

BHT> A3=H5> A4=01=H1=H2=H3=H4> A1>A2=02=03=04=05

DPPH (2,5 mg/ml)

BHT= 01> H5= A3=H1> A4= H2=H3> H4> A1> 05> 02=03=04> A2

DPPH (5 mg/ml)

H1=H2=H3=H5> Al= A3=A4=01=02=03=04=05=H4=BHT> A2

RP (1,25 mg/ml)

BHT> H2> H5> O1=H3=H4> A3> A4=H1> A1> 02=03=05> 04> A2

RP (2,5 mg/ml)

BHT> 01> H3> H2= H5> H1> A3> H4> A4> Al> 02=03> 05> A2=04

RP (5 mg/ml)

H3=H5=BHT> H2> A3= 01> H1> A4> Al= 02=H4> A2= 03=04=05

%NO (1,25 mg/ml)

04=BHT> A3=A4=H5> H2> H3=H4> A1> 02=H1> 01> 03=05> A2

%NO (2,5 mg/ml)

01=04=H5> A3> BHT> Al> A4> H4> 05> A2= 02= H1=H2=H3

%NO (5 mg/ml)

A3=01= 04= H1= H5> Al= BHT> A4> H3=H4> A2= H2> 03= 05> 02

HO-1,25 mg/ml: BHT>H2=H4=H5=04>H1>03=A4=A2>A1>05>02=A3>H3>01
HO-2,5 mg/ml: BHT> H1> H5= H3=H2> A1> H4= 04> A2> A4
HO-5 mg/ml: H1=H2=H3=H4=H5=BHT> 05> Al1> A2> A4> 02> 03> A3> 01

Onceki polen caligmalarini inceledigimizde fenol ve flavonoid miktarlarinin ve

DPPH aktivitesinin genel olarak tespit edildigi goriilmektedir. Bu caligmasinda

belirlenen degerleri 6nceki ¢alismalar ile karsilastigimizda benzerlik ve farkliliklarin

oldugu goriilmektedir. Bu durumda biyogesitligin bir yansimasi oldugu diisiincesini

ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.10. Onceki yapilan polen ¢aligmalarinda fenolik, flavonoid ve antioksidan

aktiviteleri
Fenol Flavonoid DDPH (EC50) Kaynak
12,9-19,8 4,5-7,1 EC50 (Feas, vd., 2012)
(mg/g) (mg/g) 4,6 (mg/ml)
10,5-16,8 EC50 (Morais, vd., 2011)
(mg/g) 3,11-6,52 (mg/ml)
9,3-49,9 13,2-69,4 (Yesiltas, vd., 2012)
(mg/100 g) (mg/100 g)
262-354 9,3- 110-409 (Sardar, vd., 2014)
49,9 (mg/lt)
(mg/1t)
30,46-8,22 8,92-5,5 810-4690 (ug/ml) (Carpes, vd., 2009)
(mg/g) (mg/g)




4.6 Mikrobiyolojik Analizler

Analiz edilen polen Orneklerinin hi¢ birisinde total laktik asit bakteri,
Enterobacteriaceae, koliformlar, E. coli, Salmonella sp., A. hydrophila, P.
aeruginosa, L. monocytogenes, C. perfringens tespit edilmemistir. Dolayisiyla,
belirtilen bu parametreler ile ilgili sonuglar Cizelge olarak verilmemistir. Adana,
Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 0&rneklerinin toplam aerobik bakteri,
maya/kiif, E. faecalis, B. cereus ve S. aureus’a ait sayim sonuglar1 (log kob/g)
Cizelge 4.11°de verilmistir. Elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel olarak
farkliliklarin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11). Istatistiksel olarak, polenlerde
tespit edilen parametreler arasindaki farkliliklar, en yiiksekten en diisiige dogru

strastyla asagidaki gibi bulunmustur;

Toplam aerobik bakteri: O5> O3=H3=H5> 04> 01=02> A2=A3=H1=H2>
Al=A4=H4

Maya ve Kiif: O3> A1> H5> A2=01> 02> 04> A3=05=H3> A4=H1= H2=H4

E. faecalis: H1=H5> 04>01=05> A1=A2=A3=A4=02=03=H2=H3=H4

B. cereus: 03>04=05=H3>A4>H5>H4>A1=A2=A3=01=02=H1=H2

S. aureus: 03> 05> A1=A2=A3=A4=01=02=04=H1=H2=H3=H4=H5
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Cizelge 4.11. Adana, Osmaniye ve Hatay’dan toplanan polen 6rneklerinin

mikrobiyal yiikleri ve bazi patojenlerin varlig1 (log kob/g)

TAB MK Ef Bc Sa
Al 2,9+0,02° 3,81+0,04° 0,000,00° 0,000,00° 0,00::0,00°
A2 3,53+0,08 3,02+0,61% 0,00:£0,00° 0,00+0,00° 0,00::0,00°
A3 3,35+0,21% 2,35+0,04° 0,00+0,00° 0,000,00° 0,00::0,00°
Ad 2,94+0,60° 0,00+0,00 0,00+0,00° 2,42+0,03° 0,00£0,00°
01 3,93+0,03° 3,12+0,01% 2,60+0,18° 0,000,00° 0,00::0,00°
02 4,08+0,63° 2,78+0,07°% 0,00:£0,00° 0,000,00° 0,00::0,00°
03 5,75+0,56% 4,28+0,06° 0,000,00° 3,27+0,21° 2,75+0,14%
04 5,18+0,01° 2,68+0,20% 2,70+0,18% 2,89+0,43° 0,00:0,00°
05 6,35+0,02° 2,45+0,07° 2,63+0,09° 2,92+0,04° 2,440,15°
H1 3,30+0,12% 0,00:0,00" 2,86+0,05 0,00+0,00° 0,000,00°
H2 3,54+0,48% 0,00:0,00" 0,00+0,00° 0,000,00° 0,00+0,00°
H3 6,1120,73% 2,42+0,13° 0,00+0,00° 2,85+0,17° 0,00+0,00°
H4 2,87+0,09¢ 0,00:0,00" 0,00+0,00° 2,070,071 0,00::0,00°
H5 5,49+0,02%° 3,19+0,11° 2,89+0,08? 2,25+0,15% 0,000,00°

TAB: Toplam Aerobik Bakteri; MK: Maya/Kiif; Ef: E. faecalis; Bc: Bacillus cereus; Sa: Staphylococcus aureus
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Aricilar polen hasadr i¢in, polen tuzaklarimi kullanmaktadir. Ancak, yapilan bu
islemler steril olmayan kosullarda yapilmaktadir. Bu islemler (toplama, tasima,
depolama ve ticareti) esnasinda ¢esitli mikroorganizmalar ile bulasabilme ihtimali
ortaya ¢ikmaktadir. Cigekten kovana dogru cesitli basamaklarda (toz, hava, bocekler,
hayvanlar ve insan kaynakli) kirleticilerle maruz kalmaktadir. Aricilar, seker, su ve
siitten olusan bir surup ile arilarini besleme yaptig1 bildirilmistir. Bu besin
bilesiminin bakteriler ve kiifler i¢in uygun bir ortam olusturdugu ve polendeki

mikrobiyal yiikiin riskini arttiracagi goriisii bulunmaktadir (Belhadj, vd., 2014).

Tiiketici acisindan etkin hijyenik ve sanitize islemleri yapilmadan, ar1 poleni toplama
islemi yapildiktan sonra kurutma, saflastirma, paketleme, depolama islemleri
yapilmakta ve satisa sunuldugu bildirilmistir. Polen 6rnekleri 40 °C’de kurutuldugu
zaman igermis oldugu mikrobiyal popiilasyonun elimine edilmesinin miimkiin

olamadigi rapor edilmistir (Belhadj, vd., 2014).

Polen olusumu ve toplanmasi genellikle 1lik ve nemli mevsimlerde yapilmaktadir. Bu
cevre kosullart mikroorganizmalarin gelisimleri ve ¢ogalmasi i¢in ideal ortamlari
olusturmaktadir. Bu sebeple, polen gerek tiiketici gerekse raf omrii bakimindan
muhtemel saglik riskleri olusturabilecek cesitli mikroorganizmalar agisindan 6nemli

bir ara¢ olarak bildirilmistir (Belhadj, vd., 2014).

Bu calismada, 14 polen 6rneginde toplam aerobik bakteri sayisinin (log kob/g) 2,87
ile 6,35 arasinda degistigi bulunmustur. Incelenen 10 drnekte maya ve kiif sayisinin
2,35 ile 4,28, 4 polen 6rneginde E. faecalis’in 2,6 ile 2,86, 7 6rnekte B. cereus’un
2,07 ile 3,27 ve 2 oOrnekte ise S. aureus’un 2,4 ile 2,75 arasinda degistigi
saptanmistir.

Avrupa Birligi kriterlerine gore, polen ile yapilan mikrobiyolojik calismalarda,
Salmonella sp., S. aureus, Enterobacteriaceae ve E. coli’nin bulunmamasi, toplam
aerobik bakteri sayisiun 10° kob/g’dan diisik ve kiif ve maya sayismm 10*
kob/g’dan daha diisiik olmasi1 gerekliligi bildirilmistir (Campos, vd., 2008). Bu

calismada ise 5 polen Orneginde tespit edilen toplam aerobik bakteri sayisinin

10°kob/g’dan ve 1 Srnekte kiif ve maya sayisimn 10* kob/g’dan daha yiiksek oldugu

104



saptanmistir. Ayrica 2 6rnegin S. aureus bakimimdan pozitif olmast Avrupa Birligi

tarafindan Onerilen kritere uygun olmadigin1 géstermektedir.

Onceki ¢alismalar ile bu ¢alismasinda tespit edilen sonuglar1 karsilastirdigimizda ise
baz1 6rneklerde toplam aerobik bakteri ve maya/kiif sayisinin Belhadi vd. (2014)’nin
buldugu degerler ile benzerlik gosterdigi fakat Feas vd. (2012) ve Nogueira, vd.
(2012)’nin buldugu degerlerden daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Ayrica, bu
calismada tespit edilen S. aureus sayisinin Belhadi vd. (2014)’nin buldugu
degerlerden daha diislik oldugu belirlenmistir. Belhadi vd. (2014)’nin yapmis oldugu
calismada Enterobacteriaceae, koliformlar, E. coli, Salmonella sp., ve yine diger bir
arastirmada ise koliform bakterilerin 2 6rnekte bulduklarini rapor edilmistir (Feas,
vd., 2012) (Cizelge 4.12). Onceki calismalardan farkli olarak, yapilan bu ¢alismada
polen Orneklerinin Enterobacteriaceae, koliformlar, E. coli ve Salmonella sp.

icermedigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. Onceki polen ¢aligmalarinin mikrobiyolojik analiz sonuglari ve

degerlendirmeleri
Polenlerin mikrobiyolojik
Cezayir H 4,55-6,29 -
(n=1{3) ner?] D) 18.11-36.29 kalite bakimindan kabul
Toplam aerobik mezofilik sayisi 3,3-5,49 edilemeyen bir kalitede (Belhadj, vd.,
(log kob/g) oldugu ve tehlikeli bir 2014)
Kiif/maya sayisi (log kob/g) 2,3-6,99
S. aureus (log kob/g) 2,30-8,32 gida  maddesi  oldugu
Enterobacteriaceae (log kob/g) 4,18-8,06 belirtilmistir.
Salmonella (+,n=7)
Escherichia coli +
Portekiz | Toplam aerobik mezofilik sayisi 3,38-2,65
(n=22) (log kob/g) Polenlerin mikrobiyolojik
Kiif/maya say1s1 (log kob/g) 2,0-3,58 kalite bakimindan son (Feas, vd., 2012)
fekal koliformlar 1,3-1,47 (n=2) derece iyi oldugu rapor
E. coli - edilmigtir.
Salmonella -
S. aureus -
Siilfit indirgeyen Clostridia -
Portekiz | Toplam aerobik mezofilik sayisi 3,93 Aerobik mezofil
(n=8) (log kob/g) (n=1) mikroorganizma
Kiif/maya sayisi (log kob/g) 2,41-2,97 (n=4) ve maya/kiif sayilarmin
Koliform - standart kriterlere uygun (Nogueira, vd.,
E. coli, R oldugunu  ve  giivenli 2012)
S. aureus, N olarak tiketilebilecegi
Salmonella N rapor edilmistir.
Siilfit indirgeyen klostridia -
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Bu ¢alismada, orneklerin % 36’sinda yani 5 polen 6rneginde tespit edilen toplam
aerobik bakteri sayisinin 10°kob/g’dan ve 6rneklerin % 7’sinde yani 1 érnekte kiif ve
maya sayisinin 10* kob/g’dan daha yliksek oldugu saptanmistir. Toplam aerobik
bakteri sayisinin yliksek olmasmin nedeninin polenin dogal florasinda bulunan
saprofitler ya da gida da bulunan dogal mikroorganizmalardan kaynaklandig:

distiniilmektedir.

E. faecalis, B. cereus ve S. aureus’un polenlerde tespit edilmesi, polenlerin gesitli
basamaklarda kontamine oldugunu gostermektedir. E. faecalis, feges kaynakli olan
bir bakteri olup feges disinda ¢esitli gevrelerde (toprakta, suda, bitkilerde,
boceklerde) bulunmaktadir. Gidalarda bu bakterinin bulunmasi gidanin feges
kaynakl1 bir kirlenmeye ya da diger Salmonella veye Listeria tiirleri gibi bakterilerin
bulunacagi anlamina gelmedigi bildirilmektedir Bu bakterinin genel olarak bitkilerde
bulunmasindan dolay1 sanitasyon indikatorii olarak degerlendirilmemesi gerektigi
bildirilmistir (Kaleli ve Durlu-Ozkaya, 2000). Orneklerin hi¢ birisinde enterik

kaynakli patojen mikroorganizmalarin bulunmamasi da bu bilgileri dogrulamaktadir.

B. cereus’un, toprakta ve bitkilerde genel olarak bulunan bir tiir oldugu rapor
edilmistir. Bu bakterinin 10%°dan daha diizeyde cesitli hazirlanmus gidalarla alindig
zaman gida kaynakli zehirlenmelere sebep oldugu bildirilmistir. Yapilan bu tez
calismasinda analiz edilen 7 6rnekte B. cereus’un 2,07 ile 3,27 arasinda bulundugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara dayanarak, polenin direk olarak tiiketildigi
zaman analiz edilen bu bakteri bakimindan risk olusturmayacak bir sayida oldugu,
ancak ¢esitli gidalarin hazirlanmasi ve bekletilmesi esnasinda kullanildigr zaman,

risk teskil etme ihtimalinin yiiksek olacagi net bir sekilde gortilmektedir.

S. aureus bakterisi dogal floramizda normal olarak bulunan bir bakteri olup gida
kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen ve gidaya bulasmasindaki en énemli etkenin
ise insan kaynakli oldugu bildirilmektedir. Gidalara ¢evresel kaynaklar (toz, hava, su
vb.) araciligiyla da S. aureus’un bulastig1 bildirilmistir (Tiikel ve Dogan, 2000). Bu
tez caligmasinda 2 Ornekte tespit edilen bu bakterinin polene gecis kaynagi
bilinmemektedir. Sonu¢ olarak, bulagmada rol oynayan zincirlerin kontrol edilmesi

ve gerekli onlemlerin alinmasi gerekli oldugu goriilmektedir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Osmaniye, Adana ve Hatay illerinden toplanan 14 polen drnegi ¢esitli parametreler
yoniinden analiz edilmistir. Bu analizler kapsaminda renk hem kalitatif hem de
kantitatif olarak belirlenmistir. Kalitatif analizlerde polenin rengi gorsel olarak
incelenmis ve farkli renkteki (yesil, sar1, turuncu, kahverengi ve siyah) graniillerden
meydana geldigi tespit edilmistir. Farkli renkte olan bu biyolojik yapilar ayrica renk
Olcer ile g¢esitli parametreler yoniinden incelenmistir. Temel renk bilesimleri
kapsaminda L, a ve b degerlerinin 6l¢limleri yapilmistir. Bu degerler esas alinarak
Chroma ve Hue degerleri de tespit edilmistir. Polenlerin farkli renkler tasimasindan
dolay1 bu araliklarinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Polenlerin kuru madde, nem
miktari, pH degerleri, klorofil a ve b, karotenoid, fenolik ve flavonoid miktarlari
tayin edilmistir. Belirtilen bu parametreler ile ilgili benzer veya farkli degerlerin
analiz edilen polen oOrneklerinde mevcut oldugu goriilmiistiir. Polenlerin etanol
ekstraktlari, simdiye kadar test edilmemis farkli antioksidan test yontemleri (DPPH
% inhibisyonu, indirgeyici giic kapasitesi, %NO ve H;0, siipiirme aktivitesi) ile
denemeleri yapilmis ve anlamli diizeyde oksidant maddeleri siiptiriicii 6zellige sahip
olduklar1 belirlenmistir. Polen 6rnekleri mikrobiyal kalite parametreleri ve patojen
varligr yoniinden test edildigi zaman hicbir Ornegin total laktik asit bakteri,
Enterobacteriaceae, koliformlar, E. coli, Salmonella sp., A. hydrophila, P.
aeruginosa, L. monocytogenes, ve C. perfringens icermedigi belirlenmistir. 14 polen
orneginde toplam aerobik bakteri sayisinin (log kob/g) 2,87 ile 6,35, 10 6rnekte maya
ve kiif sayisinin 2,35 ile 4,28, 4 polen 6rneginde E. faecalis ‘in 2,6 ile 2,86, 7 6rnekte
B. cereus’un 2,07 ile 3,27 ve 2 6rnekte ise S. aureus‘un 2,4 ile 2,75 arasinda degistigi
saptanmistir. Bu ¢alismada ise 5 polen 6rneginde tespit edilen toplam aerobik bakteri
sayisinin 10°kob/g’dan ve 1 6rnekte kiif ve maya sayisiin 10% kob/g’dan daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica 2 ornegin S. aureus bakimindan pozitif olmasi
Avrupa Birligi tarafindan onerilen kritere uygun olmadigini1 gostermektedir. Bu tezin

oneriler kapsaminda;

1) Polen graniillerinin flora gesitliliginin belirlenmesi;

2) Etanol ekstraktinin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi;

3) Klorofil bulunmasi ile ilgili arastirmalarin yapilmast;

4) Onemli antioksidan kapasitelerine sahip olmasi nedeniyle bolgede aricilik
potansiyelinin tesvik edilmesi;

5) Polenlerin temel ana bilesenlerinin tespit edilmesi
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