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OZET

TURKIYE'NIN FARKLI COGRAFi BOLGELERINDEN TOPLANAN ARI
POLENININ FENOLIK BILESIKLERI VE ANTIOKSIDAN
KAPASITELERININ ARASTIRILMASI
Amag: Bal arilan (4pis mallifera) tarafindan cesitli ¢icekli bitkilerden segilerek
toplanan polen insan ve hayvan beslenmesinde dogal gida maddelerinden biridir.
Polenler 6nemli diizeyde polifenol maddeler icermektedir. Diger taraftan bir antioksidan
kaynag1 olarak bilinmektedir. Fenolik asit ve flavonoidlerin giiglii antioksidan
aktiviteleri nedeniyle destekleyici tedavide etkili oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada,
tilkemizin degisik bolgelerinde iiretilen polenlerin fenolik asit, flavonoid diizeyleri ve

total antioksidan kapasitelerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Polen numuneleri Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden; Orta ve Dogu
Karadeniz, Marmara, I¢ Anadolu, Akdeniz, Ege, Dogu-Giiney Anadolu olmak iizere
toplam 81 Ornek olarak temin edilmistir. Calisma Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvari'nda yiiriitiilmiistiir. Hazirlanmis olan polen ekstrelerin,
indirekt metot olarak polen’nin DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) iizerindeki
serbest radikal siipiiriicli etkilerine gore yapilmistir. Toplam fenolik asit konsantrasyonu
bir gr polende galik asit esdegerligi (GAE) olarak belirlendi. Total flavonoid analizi ise
mg bazinda kuersetin (QE/g) konsantrasyonu temel alinarak spektrofotometrik
yontemle yapilmustir.

Bulgular: Calismamizda elde edilen bulgulara gore polenin total fenolik asit diizeyleri
21,23 ile 27,66 (mgGAE/g), DPPH 77,93 ile 69,49 % inhibisyon ve flavonoid miktari
03,72 ile 4,97 (mgQE/g) araliginda degiskenlik gostermistir.

Sonug¢: Bu aragtirmanin sonuglar1 Tiirk polenin apiterapideki yerinin sorgulanmasinda

referans noktalardan birini teskil edebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan; Apiterapi; Ar1 poleni; Fenolik Asit, Flavonoid
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SIMGELER VE KISALTMALAR

CUPRAC : Oksidan olarak bakir(Il) kullanan toplam antioksidan potansiyel

DPPH
ET
FCR
FRAP

GAE
GPx
GR
HAT
ORAC

ROS
SOD
SR
TEAC

TRAP

: 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil
: Elektron Transferi
: Folin-Ciocalteu Reaktifi
: Demir (I1I) Iyonu indirgeyici Antioksidan Giig
: Gallik Asit
: Glutatyon Peroksidaz
: Glutatyon Rediikteaz
: Hidrojen Atomu Transferi

: Oksijen Radikal Absorbans Kapasite

: Reaktif Oksijen Tiirleri
: Siiperoksit Dismutaz
: Serbest Radikal

: Troloks esit antioksidan kapasite

: Toplam Radikal Yakalayic1 Antioksidan Parametre
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1. GIRIS

Gelismekte olan teknolojiye paralel olusan c¢evre kirliliginin yani sira zirai
ilaglar, GDO firiinler, yanlis beslenme, radyasyon, ultraviyole 1sinlar ve diger pek cok
etken, canlilaringesitli toksik bilesenler ile kars1 karsiya kalmasina neden olmaktadir.
Buna ilaveten is ve yasam kosullart gibi sebepler de, stres diizeyinin artmasina neden
olmaktadir. Cevresel ve psikolojik etkiler bireylerde serbest radikal (SR) olusumunu
hizlandirarak cesitli hastaliklarin meydana gelmesine yol agmakta ve toplum sagligini
olumsuz etkilemektedir. Bu hastaliklara karsi ¢oziim aramada ilaglardan ote tiiketilen
saglikli besinler 6nem kazanmaktadir. Bugiin diinya niifusunun biiylik bir boliimii
(%70-80) hastaliktan korunmak amaciyla “Destekleyici Tip” tan yararlanmaktadir.
Ozellikle ¢ok sonradan ortaya ¢ikan ilaglarin yan etkilerine karsi, daha saglikli, uzun ve
kaliteli yasamak amaciyla dogal iirtinler kullanilmas biitiin diinyada hiz kazanmakta ve
onemli bir sektdr haline gelmektedir. Tamamlayici tip ile ilgili uygulamalar her gegen
giin daha fazla yayginlagsmaktadir. Destekleyici tip uygulamalarindan olan ar1 tirlinleri
lizerine her gecen giin sonuglanan arastirmalar toplumlarin dikkatini bu konu iizerine
cekmekte ve Ozellikle gelismis {iilkelerde ar1 triinleri ile tedavi yontemleri hizla
yayginlagsmaktadir. Japonya basta olmak tizere Avrupa, Amerika, Kanada gibi iilkelerde
apiterapi adiyla bilinen tedavi merkezleri kurulmustur. Yurt disinda ar1 {iriinlerinin
tiiketimine olan ilgi iilkemizdeki ile kiyaslanamayacak derecede fazla ise de gelisen
teknoloji ve bilgi aginin artmasi sayesinde iilkemizde de ar1 {iriinlerinin farkli amagla
kullanilabilirligi konusunda mesafe alinmis durumdadir. Bu iiriinler igerisinde ar1 poleni
uzun siiredir gida maddesi olarak kullanilmakta ve son yillarda saglik alaninda
destekleyici tedavide Onemli bir yer tutmaktadir. Art poleni karbonhidratlar,
aminoasitler, yaglar, lipidler, vitaminler, mineral maddeler gibi bir gurup dogal kaynakl
maddelerden olusmaktadir. Ozellikle icerdigi flavonoid ve fenolik grubu bilesenleri ile
gicli  bir antioksidan kaynagi olarak dikkate alinmaktadir. Antioksidanlar
kardiovaskiiler, sindirim ve immiin sistemi olumlu yonde etkiledigi, yaslanmay1
geciktirdigi, allerjik reaksiyonlar1 azalttigi, solunum yolu hastaliklari, gastroenterit,

arterosklerozis gibi problemlerin 6niine gegmede fayda sagladig: bilinmektedir.

Ozellikle eskiden bala dayali olarak yapilan aricihgmiz giin gectikge kabuk
degistirmekte, polen basta olmak {lizere ar siitii, ar1 zehiri, propolis gibi yeni iiriinlerin

liretimine yavas yavas baslanmaktadir. Bu iiretim ile birlikte halkimizin da tiiketim



tercihlerinde de degisiklik goriilmektedir. Tiirkiye on binlerce bitki tiirii varligiyla
diinyanin en zengin {lilkeleri arasinda yer almaktadir. Bunlar i¢inde aricilik yoniinden
onem arz eden balli bitkilerin %701 iilkemizde yetismektedir. Ulkemiz zengin biyolojik
kaynaklar1 yani sira flora agisindan da uygun mevsim ve topografik yapiya sahiptir.
Ulkemizin sahip oldugu bu potansiyele karsilik ari iiriinlerinin terapotik &zelliklerini
tam olarak ortaya koymus degildir. Bu proje, Tiirkiye’nin degisik bdlgelerinden elde
edilen ve halkin tiiketimine sunulan ar1 poleninin kimyasal yapisinin ve biyolojik

aktivitesinin ortaya konulmasi amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tamamlayici ve Alternatif Tedavi

Insanoglu tarih boyunca patojen ve patojen olmayan cesitli rahatsizliklara
maruz kalmistir, bununla miicadelede ise degisik yollar izlemistir. Dogal iiriinlerin
kullanilmas: hastaliklarin tedavisi ve 6nlenmesinde tarihsel bir ge¢gmise sahiptir. Tiim
kiiltiirlerde saglikla ilgili geleneksel ve alternatif tedavi uygulamalar1 yapilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiiti'ne gore; geleneksel tip, fiziksel ve ruhsal hastaliklardan
korunmada veya tedavi de kullanilan, farkl kiiltiirlere 6zgii teori, inang ve tecriibelere
dayali izah1 yapilabilen veya yapilamayan beceri ve uygulamalar biitiiniidir (WHO,

2003).

Bu terim farkli iilkelerde dogal tip, destekleyici tedavi, folklorik tip,
destekleyici tip, halk hekimligi vb. isimler ile de tanimlanmaktadir. Fakat bilim
diinyasinda yaygin olan kullanim1 daha ¢ok “geleneksel ve tamamlayici tip” seklindedir.
Ozellikle pek ¢ok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de “alternatif tip” terimi sik kullanilsa
da basgta WHO olmak iizere uluslararasi kuruluslar ve bilim camiasi tarafindan yapilan
tartismalar sonucu tibbin degil tedavinin alternatifi olabilecegi vurgusu ile bu kavram
terk edilmeye baslanmistir. Ulkemizde 2014 yilinda yiiriirliige giren “Geleneksel ve
Tamamlayic1 Tip Uygulamalar1 Yonetmeligi” resmi olarak uygulanabilecek geleneksel
tip esaslar1 belirlenmistir. Buna gore akupunktur, apiterapi, fitoterapi, hipnoz, siiliik
uygulamasi, homeopati, kayropraktik, kupa uygulamasi, ozon uygulamasi, proloterapi,

mezoterapi, osteopati, miizik terapi verefleksoloji, geleneksel ve tamamlayici tip

uygulamalar olarak ilk defa bu yonetmelikte tanimlanmistir (Tablo 1).

Tamamlayic1 tip ile ilgili son gelismeler ve destekleyici tedavi alaninin
genislemesi beraberinde bilim insanlart arasinda tartigmalarin yogunlagmasina sebep
oldugu gozlenmektedir (Joos ve ark., 2011). Bir grup; kullanilan tanimlamalarin net
olmadigini, uygulanan biyolojik materyallerin giivenligi ve komplikasyonlar1 hakkinda
sistemik analizlerin yapilmadigi, alternatif tedavinin yan etkileri konusunda istatistiksel
verilerin bulunmadigi,hastaya ger¢ek olmayan limitler verildigi ve istismar edildigine
vurgu yapilarakarsi ¢ikmaktadir. Bir grup ise modern tibbin bu giine kadar biitiinciil
tedavi yaklagimindan ve nedenin ortadan kaldirilmasi amacinda uzaklagilarak daha ¢ok

semptomlarin tedavi edilmeye calisildigini, kullanilan ilaglarin hastadan ziyade



ekonomik kaygi ile yapildigini iddia ederek tamamlayici tibba destek cikmaktadir.
Fakat kars1 goriiste olanlarin kaygi ve endiselerine katilmakla birlikte, akupunktur, yoga
ve fitoterapi gibi, modern tedavinin destekleyebilecek yontemleri arastirmadan bunlari
reddetmenin bilimsellikle uyusmadigini, tibbin da tedavide yetersiz kaldigi pek cok
hastaligin oldugunu, tedavinin pahali olmasi, tibbin ¢6ziim bulamadigi durumlarda
yasadig1 ¢aresizlik, bitkisel ilaglarin zararsiz oldugu inanci, bu nedenle kisilerin bitkisel

ilaglart kimyasal ilaglara tercihi gibi sorunlarin bulunmasi insanlar1 geleneksel ve

tamamlayici tip alanina sevk etmektedir (Mollahaliloglu ve ark., 2015).

Tablo 1. Tamamlayici ve alternatif tedavinin siniflandirilmasi (Set’den, 2011)

TAMAMLAYICI VE ALTERNATIF TEDAVILER

Dogal Uriinler ve

Polen gibi bitkisel besinler, bitkisel ilaclar, vitaminler, mineraller ve diger dogal

Yontemler iriinler

Refleksoloji Ayak tabanindaki ilgili noktalarin uyarilmasiyla i¢ organlarda bulunan hedef
boélgenin tedavisine yonelik

Yoga Hastaliklar zihin meditasyonu ve belli hareketler ile tedavisi gerceklestirilir.

Fitoterapi Hastaliklara yonelik bitkisel ilaglar kullanilmasi

Masaj Kas iskelet sistemi agrilar1 ve bel agrilarinda kullanilan bir yontem

Akupunktur Akupunktur noktalarina igne batirilarak yapilan bir tedavi ¢esidi. Migren, bel,
kas ve iskelet sistemi agrilari, trigeminal nevralji, asir1 kilo sikayeti, osteoartirite
bagli agr1 gibi birgok olguda kullanilmaktadir.

Zihin Beden Dua, nefes egzersizleri, hipnoterapi, tai chi gibi uygulamalar1 kapsar ve viicut

Etkilesimi Durumlart

fonksiyonlarin zihin tarafindan etki altina alinarak sagligin iyilesmesi igin beyin,

zihin, beden ve davranis arasindaki etkilesimlere odaklanir.

Hipnoz Zihni trans haline sokularak yonlendirmelere agik hale getirilerek tedavi yapilir.

Hemeopati Seyreltilen ilaglarin "benzer benzeri iyilestirir" prensibi ile kullanilan bir
yontemdir.

Apiterapi Ar1 ve ar1 Triinleri ile tedavi yontemleri dir. Bu iriinler bal, ar1 zehri, ar siitd,

polen ve propolisdir.

Tim bu tartigmalara ragmen diinyada yapilan arastirmalar smirli olmakla

beraber toplumlarda tamamlayici tibba ilgi giin gectikce artmaktadir. Bu nedenle
alternatif tedavide kullanilacak biyolojik maddelerin daha detayli arastirmalarini

zorunlu kilmaktadir (Corbin ve ark., 2002).



2.2. Apiterapi (Apitherapy, bee therapy)

Dogal ve geleneksel tedavi yontemlerden biri olan apiterapi, ar1 ve ar tiriinleri
ile tedavi yontemidir (Trumbeckaite ve ark., 2015). Insanoglu yiizyillardir ar1 iiriinlerini
gida olarak tiikketmenin yami sira tedavi amaciyla da kullanmistir. Giliniimiizde ise
apiterapi adi verilen bu yontemin modern tedaviye destek oldugu ve pek cok
uygulamasinin bulundugu bilimsel aragtirmalar ile kanitlanmis durumdadir (Nisbet,

2009).

Apiterapi "Apis" yani ar1 anlamina gelen Latince bir kelimeden tiiremistir.
Apiterapi hastaliklardan korunma ve tedavi amaciyla bal, polen, propolis, art siitii, ar1
zehiri gibi ar1 irlinlerine dayanan bir uygulamadir. Yiizyillardir hastaliklarin
Onlenmesinde, yaralarin tedavisi ve saglikli bir yasam amaci ile ar1 driinleri

kullanilmaktadir (Baltuskevicius, 2003; Cherbuliez, 2013).

Arilar en az 150 milyon yildan beri bal iiretmekte ve 40 asirdan daha uzun
stiredir bal bir gida maddesi olarak tiiketilmektedir. Elde edilen magara resimleri ile
milattan 10 bin yil Once insanlarin bali tedavi amaciyla kullandigini belgelenmistir.
MO.1500 lii yillarin Misir tibbinda ar1 {iriinlerinin énemli yer aldig1 ve propolisi siyah
mum olarak firavunun mumyalanmasinda kullanildig: bildirilmistir. Milattan 200 yil
once Cinlilerin tedavide kullandiklar elli iki regeteden iki tanesi ar1 larvasi ve balin
tibbi kullanimi ile ilgili oldugu gosterilmektedir. Hipokratin (MO.460-357) ar
tirtinlerinin diare ve mide rahatsizliklarinda, oksiiriik, bogaz agrisinda, yaralarda ve goz

hastaliklarinda kullandig bildirilmistir (Oztiirk, 2010).

Anadolu’da aricilik ile ilgili ilk bilgilere MO.1650 dénemine ait eski
Hitit’lerde rastlamaktayiz. Balin ila¢ olarak kullanilmasi da yine ayni déneme denk
gelmektedir. Osmanli donemin toplumsal yasaminda ve edebiyatinda bal 6nemli bir yer
tutmaktadir ve tatlandirici, ilag veya macun olarak hemen her alanda kullanilmistir.
1940-45 yillarindan baglayarak Sovyetler Birligi ve Cin basta olmak iizere bir¢ok iilke
ar1 Urlinlerinin bilimsel ¢alismalarina baslamis ve 6zellikle 1965 yilindan sonra arttig
ve bu yoOntemin modern tibba destek olmasi bilimsel arastirmalarin sonuglarina
dayandigindan tibb1 uygulamalarda dikkate alinmaktadir (Ahuja, 2006; Hellner, 2007;
Nisbet, 2012).



Giliniimiizde aricilik diinyada yapilan en yaygin tarimsal faaliyetlerden birini
teskil etmektedir. Bugiin diinyada yaklasik 60 milyon kovan bulunmakta ve bunlardan
1-1.5 milyon ton bal iiretilmektedir. Tiirkiye sahip oldugu 4 milyon kovan varligi ve 63
bin ton bal {iretimiyle diinyada 6nemli bir yere sahiptir. Diinden bugiine gelinen noktada
tarihi gelismelere paralel olarak ari ile iligkilerde, 6zellikle ar1 iiriinleri ile tedavide

(apiterapi) onemli gelismeler yaganmaktadir.

Apiterapik {irlin olan bal bitki nektarindan Apismallifera tarafindan {iretilen
tathh bir {irlindiir. Bal insan beslenmesi standartlarinda tam bir gida olarak kabul
edilmese bile bir gida takviyesi olarak sunulmaktadir (Silva ve ark., 2009). Balin
fenolik bilesikler, organik asit, amino asit,protein, mineral, vitamin ve yaglar gibi
yaklagik 200 bilesenden olustugu ve geleneksel tibbin 6nemli bir parcast oldugu kabul
edilmektedir (Gomez-Caravaca ve ark., 2006). Bal binlerce yillardan beri 6zellikle yara
ve yaniklarin tedavisinde (Waili, 2001), inflamasyonun baskilanmasinda(Taormina ve
ark., 2001), periodontal hastaliklarda (Yilmaz ve ark.,2009), sindirim sistemi
rahatsizliklarinda (Ching, 2002), antibakteriyel (Atrott, 2009) ve antioksidan ajan
(Mammary ve ark., 2002) olarak kullanilmaktadir. Ayrica balin karsinojenik hiicrelerin

gelismesini yavaslattigr bildirilmistir (Swellam ve ark., 2003).

Apiterapik {triinlerden bir digeri ise ar1 zehridir (bee venom).Ar1 zehiri
Ozellikle immunoterapide (Seppala ve ark., 2012), karaciger hastaliklarinin tedavisinde
(Park ve ark., 2010), anti-tiimoér (Huh ve ark., 2010), anti-enflamatuar (Baek ve ark.,
2000), artrit tedavisi (Nisbet ve ark., 2012) ve analjezik (Kim ve ark., 2011) etkinligi
lizerine aragtirmalar 6n plana ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, ar1 zehrinin iki temel
bileseni olan melittin ve fosfolipazin, yangisal reaksiyonlarda anti-enflamatuar ve anti-
nosiseptif etkiler gosterdigi, bu baglamda, agr1 ve romatoidartrit gibi kronik yangisal
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Kang ve ark., 2002; Kwon ve

ark., 2003).

Propolis, bal arilar tarafindan tiretilen re¢ineli, mum kivaminda, keskin kokulu
ve farkli renkte bulunan, arilar tarafindan degisik amaclar i¢in kullanilan bir diger
apiterapik {riindiir. Propolis, polifenoller (flavonoidler, fenolik asit ve esterleri),
terpenoidler, steroidler, aminoasitler, aromatik aminoasitler ve inorganik bilesikler gibi

cesitli kimyasallaricermektedir. Propolisin tip alanindaki bir ¢ok 0&zelliginden



faydalanilarak hastaliklarin tedavisinde dogal bir ilag olarak kullanimi ¢ok eski yillardir
bilinmektedir. Antioksidan ve antibakteriyel (Basim ve ark.,, 2006; Lotfy,
2006),antifungal (Isla ve ark.,2012), antiviral (Ito ve ark.,2001), agiz saglig1 (Parolia ve
ark.,2012), antiiilser (Barros ve ark.,2008), antikanser (Borges ve ark.,2011) gibi

etkilerinin olmasi da literatiirde bir ¢ok ¢alismaya konu olmustur.

Ar Tlriinleri arasinda besin maddelerince en zengin olan ari siitii, geng is¢i
arilarin yutak alt1 salg1 bezlerinden salgilanir. Ar siitii yaklagik %12-15 ham protein,
%3-6 yag, %10-16 karbonhidrat formlari, bir¢ok serbest yag asiti, serbest aminoasitler,
pek cok vitamin ve iz element icermektedir (Chen, 1995). An siitiinde insan i¢in
esansiyel olan biitiin aminoasitler ve tiirevleri bulunmaktadir (Korkmaz ve ark., 2010).
En fazla bulunan serbest aminoasitler ise prolin, lisin, glutamat, B-alanin, fenilanin,
aspartat ve serin seklindedir (Boselli, 2003). Ar siitiiniin antibakteriyel ve antiviral etki
gosterdigi,ratlar iizerine yapilan ¢alismada ar1 siitiiniin sperm aktivitesinde ve canlilik
yiizdesinin artirmasinda olumlu etkisinin oldugu (Hassan, 2009), ar1 siitii ile beslenen
insanlar da eritropoez, glukoz tolerans ve mental saghigi agisindan olumlu etkileri

oldugu bildirilmistir (Morita ve ark., 2012).

2.3. Polen

Ar1 poleni, ¢igek poleni (¢igekli bitkilerin antenlerinde olusan ve déllenmede
rol alan erkek iireme gameti) ile ar1 salgisinin birlesiminden olusan ve koloni gelisimi
icin kullanilan temel besin kaynaklarindan biridir (Almeid-Munadion ve ark., 2005).
Polen 6-200 mikron ¢apinda olan, degisik renkte, sekillerde ve yapidadir. Ciceklerde
bulunan polen graniilleri, is¢i arilarin bacaklarinda bulunan polen sepetine ve diger
viicut organlarina yapisarak kovana tasinir. Polen, bal arisi, larva ve ergin
bireylerinbesin (protein, vitamin, yag asitleri ve mineral) ihtiyaglarin1 karsilayan dogal
tek gidadir. Ergin bal arilar1 sadece bal tiiketerek hayatlarini idame ettirirken, larvalarin
ve geng arilarin beslenmeleri, gelismesi, biiylimesi, liremesi ve ana armnin diizenli
yumurta yumurtlamasi i¢in polene gereksinim vardir. Bir ig¢i ar1 ergin hale gelinceye
kadar yaklasik 3,5 mg nitrojene ihtiya¢ duyar ve bu miktardaki nitrojeni yaklagik 120-
150 mg polen tiiketerek karsilar (Sekil 1), (Geng ve Dodologlu, 2002; Standifer., 2003;
Giiler., 2006).



Sekil 1. Ar1 (Anonim'den, 2016a)

Ar1 poleni besin degeri agisindan simdiye kadar kesfedilen en zengin ve saf
dogal gidalardan biridir (Gtiler, 2006). Protein bakimindan ¢ok zengin olan polen insan
organizmast i¢in gerekli tiim temel amino asitleri icermektedir (Freas ve ark., 2012).
Pek cok calismada; polenlerin 15-19 amino asit igerdigi bildirilmistir. Polenlerde
rastlanabilen baglica aminoasitler: sistin, lizin, triptofan, histidin, fenilalanin, arjinin,
metiyonin, aspartik asit, serin, 16sin, prolin, izolosin, glutamin ve valin seklindedir

(Kedzia ve ark., 2005; Szczésnat, 2006).

Caligmalar polenin antimikrobik (Morais ve ark., 2011), antienflamatuar
(Maruyama ve ark., 2010), antimutajenik (Tohamy ve ark., 2014), antifungal (Kog ve
ark., 2011; Ozcan ve ark., 2003), antinosiseptif (Kiipeli ve ark., 2010) ve antioksidan
(Freire ve ark.,, 2012) aktivitelerinden fenolik bilesiklerin sorumlu oldugunu
gostermektedir. Bu etkiler tamamen ar1 poleninin kimyasal yapisina ve biyokimyasal
Ozelliklerine baglidir. Diger bir deyisle flavonoid konsantrasyonu ve bilesenleri polenin
farkl1 biyolojik aktivitesinin niteligini de degistirmektedir (Freire ve ark., 2012). Hatta
bal arilari, polen kaynakli fitosteroller olmadan viicut i¢in gerekli olan baz1 hormonlari
sentezleyemez. Bu nedenle polenin kompozisyonu son derece onemlidir (Behmer ve

ark., 2003).



Ar poleninin gosterdigi terapotik aktivite, tim polenler i¢in ayni diizeyde
gecerli degildir. Ciinkii polen, esasen c¢icek liriinlerinden elde edilmektedir. Bunun
sonucunda da kimyasal igerigi bitki kaynagina bagl olarak degismektedir. Diger bir
deyisle arilar, farkli tiir ¢igeklerden polenin yanisira bu bitki biinyesinde bulunan
degisik kimyasal maddeleri de almaktadir (Nisbet ve ark., 2009; Denisow ve ark.,
2015). Dolayisiyla polenin kimyasal kompozisyonu bitki tiiriine gore farklilik
gostermektedir. Polenin kimyasal bilesimi ve biyokimyasal 06zellikleri polenin
toplandig: bitki tiirlerine (Szczesna ve ark., 2006), cografi kaynagina (Morgano ark.,
2012), mevsime (Morgano ve ark., 2012; Denisow ve ark., 2015), toprak tipine ve
depolama yontemine (Siuda ve ark., 2012) bagh olarak degismektedir.Bu degisim
Ozellikle polenin aktif maddelerinin kompozisyonunu da degistirmektedir (Freas ve ark.,
2012). Ornegin; ar1 poleninde antioksidan kaynag olarak, fenolik asitler ve flavonoidler
gosterilmistir (Nagai, 2002; Campos, 2003). Dolayistyla flavonoid igeriginin degigmesi
polenin farkli biyolojik aktivitesinin niteligini de degisiklige ugratmaktadir (Freire ve

ark., 2012). Balin en 6nemli protein kaynagini teskil eden nektar ve polenin amino asit

profili de bitki kaynagina bagli énemli degisiklikler gostermektedir (Sekil 2), (Hermosin
ve ark.,2003).

Sekil 2. Polen (Anonim'den, 2016b)



2.4. An Poleninin Kimyasal Bilesimi:

Farkli bitki kaynaklarina bagli elde edilen polen yaklasik 200 bilesenden
olugmaktadir (Campos ve ark., 2008). Ar1 poleni %13 ile %55 arasinda degisen ve
ortalama %30,8 oraninda karbonhidrat icermektedir. Bu oranin %25,7'sini friikktoz ve
glukoz olusturmaktadir (Roulston ve ark., 2000). Polen ortalama %22,7 protein icerdigi,
bu oranlarin bitki kaynagina bagl olarak %10-40 arasinda degiskenlik gostermektedir.
Onemliamino asitler metiyonin, lizin, treonin, histidin, 16sin, izoldsin, valin, fenilalanin
ve triptofandir. Niikleik asitler 6zellikle riboniikleik asit polenin bilesenleri arasinda yer
almaktadir (Tablo 2), (Kedzia ve ark., 2005). Ortalama lipit miktarinin %5,1 oldugu, bu
miktar %1 ile %10 arasinda degistigi bildirilmistir. Ozellikle linoleik asit, linolenik asit
(%0,4) fosfolipidler (%1,5) ve fitosterol (%1,1) acisindan zengindir (Szczesna ve ark.,
2006). Diger taraftan yaklasik % 1,6 makroelement (kalsiyum, fosfor, magnezyum,
sodyum ve potasyum) ve %0,02 diizeyinde ise iz element (demir, ¢inko, bakir, mangan
ve selenyum) igerdigi rapor edilmistir (Tablo 4), (Kedzia ve ark., 2012). Polen ayrica
ortalama %0,7 vitamin igermektedir. Bu kapsamda %0,1 yagda eriyen vitaminler (A, E,
D vitamin) ve %0,6 ise B;, B,, B¢ ve C vitaminleri ve pantotenik asit, folik asit, biotin
inozitol ve nikotinik asit bulundurmaktadir (Tablo 3),(Roulston ve ark., 2000; Kedzia ve
ark., 2005; Bogdanov ve ark., 2011).

Ar poleninin %I12'si su ve %3 ile %20 arasinda degisen miktardalif
olusturmaktadir(Bogdanov, 2011). Yaklasik%]1,6 oraninda fenolik bilesikler iceren
polen ozellikle flavonoidler, 16kotrienler, katesinler, fenolik asit, flavonol ve flavonol
glikozitlere sahiptir(Asfova ve ark., 2001). Ar1 poleninin antioksidan aktivitesinin
serbest radikal siipiiriicli ve lipit peroksidasyonu inhibitorii olarak tanimlanmistir. Bu

aktivite polendeki fenolik igerigi ile iliskilendirilmistir (Compos ve ark., 2003).

Tablo 2. Polenin bilesimi(Campos ve ark.’dan, 2008; Bogdanov ve ark.'dan, 2014)

Ana bilesen Min-Max
g/100gr polen
Karbonhidrat (Fruktoz, Glukoz, Sakkaroz) 13-55
Protein 10-40
Yag 1-3
Lif 0,3-20
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Tablo 3. Polenin vitamin icerigi (Campos ve ark.’dan, 2008; Bogdanov ve ark.'dan, 2014)

Vitaminler Min-Max
mg/100gr polen
Askorbik Asit (Vit.C) 7-56
B-karoten (Provitamin A) 1-20
Tokoferol (Vit.E) 4-32
Niasin (Vit.Bs) 4-14,4
Pridoksin (Vit. Bs) 0,2-0,7
Tiamin (Vit.B,) 0,6-1,3
Riboflavin (Vit.B,) 0,6-2,6
Pantatonik asit 0,5-2
Folik asit 0,3-1
Biotin (Vit. H) 0,05-0,07

Tablo 4. Polenin mineral igerigi (Campos ve ark.’dan, 2008; Bogdanov ve ark.'dan, 2014)

Mineral Min-Max
mg/100gr polen
Potasyum (K) 400-2000
Fosfor (P) 80-600
Kalsiyum (Ca) 20-300
Magnezyum (Mg) 20-300
Cinko (Zn) 3-25
Manganez (Mn) 2-11
Demir (Fe) 1,1-17
Bakir (Cu) 0,2-1,6

Flavonol glikozitler, 6zellikle kaempferol, kuersetin ve isorhamnetin genis bir
biyolojik aktiviteye sahiptir (Silva ve ark., 2006; Arreaz-Roman ve ark., 2007).

Arastirmalar bazi polenlerin luteolin, kuersetin ve mirisetin gibi flavonoid aglikonlar
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icerdigi bildirilmistir (Compos ve ark., 2003).Gliney Brezilya'da iiretilen ar1 poleninde
yiikksek diizeyde rutin ve mirisetinin igeriklerine rastlanmistir (Carpes ve ark., 2008).
Bazi ¢alismalarda hidroksisinamik asit amitleri polende izole edilmis ve tanimlanmistir

(Sobolev ve ark., 2008; Fellenberg ve ark., 2009).

Hidroksisinamik asitlerin antifungal, antibakteriyel, antiparazit aktiviteye sahip
oldugu ve biiylime regiilasyonu, hiicre ¢cogalmasi gibi fonksiyon gdsterdigi bildirilmistir
(Sobolev ve ark., 2008). Betulaceae (husgiller) ve Juglandaceae (cevizgiller) gibi mese
tiiri polenlerinde triakrilatespermidin bilesikleri, diasillenmis spermidin bilesikleri
bulunmustur(Fellenberg ve ark., 2009). Fenolik hidroksiller ve flavonoidler son derece
giiclli antioksidan aktiviteye sahiptirler (Almaraz-Abarca ve ark., 2007; Orhan ve ark.,
2009; Truchado ve ark., 2009). Bu nedenle, polenin dogal bir antioksidan kaynagi
olarak koruyucu ve terapotik etkisi bulundugu kabul edilmektedir (Leja ve ark., 2007;
LeBlanc ve ark., 2009).

2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Bir kimyasal bilesen iki veya daha fazla elementin aralarinda bag olusturmasi
ille meydana gelir. Baglardaki elektronlarin  diizeni bilesigin  kararliligini
olusturmaktadir. Eger elektronlari ¢iftlenmis durumda olursa bilesik kararli durumdadir.
Fakat elektron ¢ift bagl degil ise molekiil daha kararsiz duruma gecer. Ortaklanmamis
elektronlara sahip element veya bilesiklere serbest radikaller ismi verilmektedir. Bu
durumda bazi istisnalar da mevcuttur. Ornegin Fe™, Cu™, Mn™ve Mo™ gibi gecis
metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip olmalarina ragmen serbest radikal olarak
kabul edilmezler, ancak serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (Altinisik,
2016).

Serbest radikallerelektriksel olarakkatyon, anyon veyanétr olabilirler. Serbest
radikaller cift bagli olmayan elektronlarini kararli duruma gecirmek icin kararli halde
bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline
doniistiiriirler. Ozellikle canlilarin metabolizma siirecinde oksijen kullanimina bagl
olarak alkoksil(RO"), hidroksil (OH"), siiperoksit (O;"), peroksil (ROO"), semikunon (Q
), nitrik oksit (NO") kokleri ile hidrojen peroksit (H,O;), peroksinitrit (ONOQO") ve
singlet oksijen ('0,) gibi radikaller meydana gelmektedir. Bagska molekiiller ile ¢ok
kolayca elektron aligverisine giren bu bilesenlere "oksidan molekiiller" veya "reaktif

oksijen tiirleri"(ROS) denmektedir (Halliwell, 1991).
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Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devamli bir radikal yapimi mevcuttur. Hayatin her evresinde yasamakta
oldugumuz bu durum dogal bir siirectir ve antioksidanlar tarafindan durduruluncaya
kadar zincirleme reaksiyonlar seklinde devam eder(Gokpinar ve ark., 2006). Bu
radikaller organizmada normal metabolik faaliyetlerin yani sira radyasyon, ultraviyole
isinlar, agir metaller, ¢esitli gazlar, tarim ilaclari, kronik enflamasyonlar, asir1 fiziksel
egzersiz, yaslanma ve kotii beslenme gibi dis faktorlere bagli olugsmakta ve kontrol
edilmedigi taktirde oksidatif strese sebep olmaktadir (Gokpinar ve ark., 2006). (Tablo 5
ve Tablo 6)

Organizmada karbonhidrat, protein, lipit ve DNA gibi okside olabilen
molekiillerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen bilesenlere antioksidan, bu
sisteme ise antioksidan savunma mekanizmasi denilmektedir (Mates ve ark 1999; Moon
ve Shibamoto, 2009).

Antioksidanlar

1. Elektron aktarimi yaparak olusan serbest radikalleri kararli hale getirerek,

2. Radikal iireten kimyasal reaksiyonlarinzincirinin kirilmasini saglayarak,

3. Radikal iireten kimyasal reaksiyonlarin hizin1 azaltarak,

4. Biyolojik molekiillerdeki hasarin onarimini yaparak gorev yaparlar (Diindar

ve Aslan, 2000).

Tablo 5.Artmis reaktif oksijen partikiillerininzararlar1 (Cavdar ve ark.’dan,1996)

Hiicresel elementler ve membran yapisinda lipit ve protein yapisinin bozulmasi

Hiicre igi enzimlerinin etkisizlestirilmesi

DNA'nin tahrip edilmesi

Mitokondrilerde aerobik solunumun bozulmasi

Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantinoksidaz, indolamindioksijenaz,

triptofandioksijenaz, galaktozoksidaz gibi litik enzimlerin aktivasyonunun hizlandiriimasi

Hiicrenin potasyum kaybinin artmasi

Trombositagregasyonununartmasi

Dokulara fagosit toplanmasinin kolaylagmasi

Hiicre disindaki kollajen doku komponentlerini, savunma enzimlerinin ve transmitterlerin yikilmasi
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Tablo 6. Reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklar1 (Cavdar ve ark.’dan, 1996)

I - Normal metabolik aktiviteler:
1. Oksijenli solunum
2. Katabolizma ve anabolizma siiregleri

II-Oksidatif stres yapici aktiviteler:

1. Iskemi, travma, elektromanyetik radyasyon, intoksikasyon
2. Ksenobiotik bilesenlerin etkisi:
a) Inhale edilenler
b) Uyusturucu maddeler
c) llaglar
3. Oksidan enzimler:
a) Ksantinoksidaz
b) Indolamindioksigenaz
c¢) Triptofandioksigenaz
d) Galaktozoksidaz
e) Siklooksijenaz
f) Lipooksijenaz
g) Monoaminooksidaz
4. Strese bagli olugan katekolaminlerin oksidasyonu
5. Kronik inflamasyonlar:
6. Kronik metabolik hastaliklar
7. Diger etkenler: Sicak soku, giines 1sinlari, sigara kullanima, asir1 fiziksel egzersiz

III - Yaslanma siireci

Hiicresel aktivite de serbest radikaller i mekanizmaya bagli olusurlar.

1. Kovalent baglarin homolitik koparilmasi ile olusan sistemde, bag yapisindaki iki elektronun
her biri ayr1 ayr1 atomlar {izerinde kalir. Ornegin yiiksek elektromanyetik dalgalar ve sicaklik
(500-600 °C) kimyasal baglarin kirilmasina yol acar.

2. Radikal 6zelligi bulunmayan normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile dis orbitalinde
paylagtlmamis elektron kalir ise radikal forma doniisiir. Ornegin askorbik asit (C vit),
glutatyon ve tokoferoller (E vit) gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip
radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlar1 olustur.

3. Normal bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylagilmamis elektron
olusturuluyorsa, bu durum radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek
elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin (O,) olusumuna yol agmaktadir
(Kilig ve ark., 2002).

Bu durumlara bagli olusan radikaller aktif oksijen-antioksidan dengesini aktif oksijen lehine bozuldugu
durumlarda DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde hasar olugturmakta ve aralarinda koroner kalp
hastaliklari, kanser, ateroskleroz, romatoidartrit, serebrovaskiiler hastaliklar, hepatit, diyabet,
ndrodejeneratif hastaliklar ( Parkinson ve alzimer v.s), akut renal yetmezlik ve akciger hastaliklar1 gibi
yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarn da yer aldigi patolojik durumlarin olusumuna katki
saglamaktadir(Ying Yeh ve ark., 2011).
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Tim hayvansal organizmalar serbest radikallerin etkilerini Onlemek igin
antioksidan sisteme sahiptirler. Bu sistemler enzimatik olan ve olmayan iki gruba
ayrilir. Diger taraftan viicutta 6nemli rol oynayan eksojen kaynakli antioksidanlar da
mevcuttur. Bu nedenle antioksidanlar1 endojen ve eksojen kaynakli seklinde

siniflandirmak miimkiindiir (Akkus, 1995; Valko,2007), (Sekil 3 ve Sekil 6).

2.5.1. Endojen Antioksidanlar

1. Bilirubin

2. Tiyoller (glutatyon, lipoik asit, N-asetilsistein)

3. Nikotinamid adenin dintikleotitfosfat (NADPH) ve
Nikotinamidadenindiniikleotid (NADH)

4. Ubikinon (Koenzim Q10)

5. Urik asit

6. Enzimler

7. Metal bagl proteinler
Antioksidan Enzimler

1. Siiperoksitdismutaz (SOD): Siiperoksitdismutaz, siiperoksitin hidrojen
perokside dismutasyonunu katalize eden bir metalloenzimdir. Aerobik tiim hiicrelerde
bulunan SOD bes farkli formdadir. Viicutta en bol bakir ve ¢inko iyonu igeren CuZn-
SOD sitoplazmada ve manganez iyonu iceren Mn-SOD ise mitokondride bulunur.
Stiperoksitdismutaz radikallerden stiperoksidi bir elektron vererek H,O,’e indirgerken;
katalaz ve selenyum bagimli glutatyonperoksidaz (GPx) ise H,O;’1 suya indirger.
Dokularda oksijen basmcinin  (PO;) artmasiyla SOD aktivitesi de artar.
Stiperoksitdismutazin fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler olarak o6ldiiriilmesinde

rol oynadig1 bildirilmistir (Baskin ve Salem,1997).
20,7 2H ——» HO, + O,

2. Katalaz (CAT): Hayvansal organizmalarin aerobik hiicrelerinde
(peroksizom ve sitozol) ozellikle karaciger ve eritrositlerde yogun olarak bulunan bir
enzimdir. Yapisinda dorthem grubu iceren katalaz, H,O,’in molekiiler oksijen ve suya

cevrilmesini katalize etmektedir. Diger yandan metil hidroperoksit ve etil hidroperoksit
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gibi kiiciik molekiillerin indirgenmesini saglamasina karsin, biiylik molekiil agirlikli
lipit hidroperoksitlere kars1 etkili degildir (Parks ve ark., 1995).

2H,0, Katalaz > 2H,O0 + O,

3. Glutatyon Peroksidaz (GPx): Sitozolde bulunan ve yapisinda dort
selenyum (Se) atomu tasiyanGPx, hidrojen peroksit ile hidroperoksitlerin
indirgenmesindemerkezi rol oynamaktadir. Glutatyon redoks dongiisiinde GPx
glutatyonu okside ederek H,O,’1 H,O’e indirgemektedir. Glutatyonun okside formunun
(GSSG) tekrar rediikte GSH’a indirgenmesi ise glutatyonrediiktaz (GR) tarafindan
saglanmaktadir (Santilli ve ark.,2015).

H,0, +2 GSH — GSSG +2 H,O

GSSG + NADPH + H+ — 2 GSH + NADP"

4.Glutatyon Rediiktaz (GR): Glutatyonrediiktaz, bir flavoprotein olup,
NADPH yardimiyla okside glutatyonun (GSSG), glutatyona indirgenmesini katalize
eder.Selenyumdiizeyindaki azalma GPx ve GRaktivitelerinde azalmaya neden
olmaktadir. Diger taraftan Glutatyon Rediiktaz enzim eksikligi eritrositlerin H,O;’e
daha duyarli hale gelmesine ve ozmotikfrajilitede artisa yol agmaktadir (Santilli ve

ark.,2015).

XANTINE
oxidase

Uncoupled
eNO5

Mitochondria

Sekil 3.Antioksidan mekanizmasi (Santilli ve ark.'dan, 2015)
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Metal Bagh Proteinler

1.Albumin: Albiimin LOOH ve HOCI toplayicisidir. Bakir iyonunu
baglanarak bakir iyonuna bagl lipidperoksidasyonunu ve hidroksil radikali olusumunu

inhibe eder.

2.Seruloplazmin: Siiperoksitdismutaza benzer mekanizmayla etki gdsteren

+2 +3
SeruloplazminFerro demiri (Fe ) ferri demire (Fe ) ylikseltgeyerek Fenton

reaksiyonunu ve hidroksil radikali olusumunu inhibe eder.

3. Metallotiyonein: Metallotiyoneinsisteince zengin bir proteindir. Cu Zn, Cd
ve Hg gibi divalent katyonlar1 baglayarak bu metallerin toksik etki olusturmalarini

engeller.
4. Bilirubin: Bilirubinsiiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.
5.Ferritin: Ferritin dokudaki demiri baglar
6.Transferrin: Transferrin dolagimdaki serbest demiri baglar.
7. Sistein: Sisteinsiiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.
2.5.2. Ekzojen Antioksidanlar

Askorbik Asit (Vitamin C)

Askorbik asit suda ¢Ozlinen vitaminler grubundandir. Hidrojen peroksit,
hidroksil,hipoklorit, siiperoksit ve peroksil radikaller ile singlet oksijen formundaki aktif
oksijenlerin temizlenmesinde gorevli cok Onemli bir antioksidandir.Membranlarda
olusan a-tokoferol radikali ile reaksiyona girerek a-tokoferoliinrejenerasyonunu saglar.
Sebze ve meyveler, 6zellikle turunggiller, yesil yaprakli sebzeler, brokoli, karnabahar,
briiksel lahanasi, domates, biber ve patates, Vit C'nin basglica kaynaklardir (Sekil 4),
(Phillips ve ark.,2016).
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Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

Sekil 4. Askorbik Asit(Davey ve ark.'dan, 2000)

a-Tokoferol(Vitamin E)

Tokoferolsiiperoksit, hidroksil, alkoksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid
peroksit radikallerinin indirgeme yetenegine sahip gii¢lii bir antioksidandir. Antioksidan
aktivitesi yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halkadan
kaynaklanir. Zincir kirici antioksidan olarak bilinenvitamin E Lipit peroksidasyonu
zincir  reaksiyonu  sonlandirarak  radikal  olusumunu  engeller.  Ozellikle
glutatyonperoksidaz ile serbest radikallere kars1 birbirlerini tamamlayici etki gosterirler.
Glutatyonperoksidaz olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken vitamin E peroksitlerin
sentezini engeller.Badem, yerfistig1, zeytinyag1 ve aycigek yag dnemli E vit kaynagidir
(Sekil 5), (Shahidi ve ark.,2016).

L.+ VitE » LH+ VitE.

Vit E + L. » LH+VitE.

4

HD -]

4% _ _
I ; | LR ST I T /:r\k
=0 Ll NI S
1 : 3 - i ] N

n]pha-tnmph{fml

Sekil 5. Alfa-tokoferol (Champe ve Harvey'den,1997)
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Beta Karoten ve Diger Karotenoidler (Likopen, Lutein vb.)
B-karoten A vitaminin 6n maddesidir. Antioksidan olarak singlet oksijeni
bastirdigi, sliperoksit radikalini temizledigi ve peroksit radikalleri ile etkileserek etki

gosterdigi bildirilmistir (Tablo 7), (Sivritepe, 2000).

Polifenoller

Polifenoller diyetle alinan dogal antioksidanlarin en Onemli unsurlarinin
basinda gelmektedir. Biitiin bitkilerin metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak
bulunan ve benzen halkasi tasiyan bu organik maddelere fenolik bilesikler veya
polifenoller ad1 verilmektedir. Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine haz
buruk tadini, rengini ve kokusunu verirler. Diger taraftan enzim inhibisyonuna neden
olmalar1 anti-bakteriyel ve antioksidan etki gdstermeleri ve degisik gidalarda saflik

kontrol kriteriolmalar1 gibi bir¢ok agidan 6nem arz etmektedir.

Tablo 7. Cesitli ROS'lar ve nortalize eden antioksidanlar (Percival'den 1998)

Reaktif Oksijen Tiirleri Notralize eden antioksidanlar
Hidroksil radikali Vitamin C, glutatyon, flavonoidler,lipoik asit
Siiperoksit radikali Vitamin C, glutatyon, flavonoidler, SOD
Hidrojen peroksit Vitamin C, glutatyon, beta karoten, vitamin E, Co Qyq,
flavonoidler, lipoik asit
Lipid peroksidaz Beta karoten, vitamin E, ubiquinon, flavonoidler,
glutatyon peroksidaz
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Sekil 6.Antioksidan bilesenlerin siniflandirilmasi(Wootton’dan, 2011)

2.6. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkisel (meyve ve sebze) kaynakli besinlerin lezzetine, tat ve

kokusuna, renk olusumuna ve degisimine etki eden bir bilesenler grubudur. Bu

maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu icermektedirler. En

basit fenolik maddenin bir hidroksil grubu igerdigi, benzen veya fenol halkasi tasidigi

ve diger fenolik bilesenlerin bundan tiiredigi bilinmektedir. Fenolik bilesikler enzimatik

reaksiyon sonucu oksidasyona ugramakta ve gidalarda istenmeyen renk degisimlerine

2
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sebebiyet vermektedir. Ornegin elma, armut, ayva ve patates gibi meyve ve sebzeler
kesildigi veya zedelendigi zaman belirli bir siire gectikten sonra okside olarak renklerin
degisip esmerlestigi gozlenir. Fenolik bilesiklerin oksidasyonuna neden olan bu
reaksiyonlar1 polifenoloksidaz enzimler katalize etmektedir.Bu nedenle esmerlesme
gbzlenen meyve ve sebzelerde polifenoloksidaz enzimleri aktivitesi fazla, buna karsin
askorbik asit miktarlar diisliktiir. Renk degisimi goriilmeyenlerde ise ya askorbik asit

miktar1 ¢cok yiiksek veya polifenoloksidaz aktivitesi ¢cok diigiiktiir.

Fenolik bilesikler, iki ana grup olarak fenolik asitler ve flavonoidlere
ayrilmaktadir. Fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler (gallik asit ve ellajik asit) ve
hidroksisinamik asitler (p-kumarik asit ve ferulik asit)olarak iki, flavonoidler ise
katesinler, antosiyanidinler, flavanonlar, flavonoller, flavonlar ve izoflavonoidler olmak
lizere alt1 alt gruba ayrilmaktadirlar (Gayon, 2006). Fenolik bilesikler, insan ve hayvan
saghigiyla iligkili koruyucu ve hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan bir¢ok bitkide ve

geleneksel ilaclarda aktif maddeler olarak bulunmaktadir (Wadsworth, 1999).

2.6.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, sinamik asit (hidroksisinnamik) ve benzoik asitler (hidroksi
benzoik) olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu bilesiklere OH ve OCHj3 gruplari
baglanarak fenolik asitler tlirevleri olusmaktadir. Genel olarak serbest halde
bulunmayan fenolik asitlerin karboksil gruplar1 karbonhidratlar, glikozitler, aminoasitler
veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve fenol esterleri, glikozitleri ve amidleri

olustururlar (Heleno, 2015).

Hidroksi Sinamik Asitler

Bitkilerde fenilalanin ile baslar ve dort asamada dort farkli enzim
katalizorliigiinde reaksiyonu tamamlanarak sentezlenen hidroksisinnamik asitler bitkisel
gidalarda yaygin olarak bulunan fenolik bilesenlerdir. Hidroksisinnamik asitler Ce-C;
(fenilpropan) halkasina baglanan hidroksil gruplariin konumu ve sayisina gore farkl
ozellik gostermektedirler. Bu gruptan 6zellikle ferulik asit, kafeik asit, sinapik asit ve 3-
kumarik asit onem tagimaktadir. Cok az serbest halde bulunan bu bilesenler ¢ogunlukla
glikozitleri, amidleri ve esterleri halinde bitkilerde yer almaktadir (Sekil 7),(Gayon ve
ark., 2000).
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HO

4-hidroksi sinnamik asit

Sekil 7. Hidroksi sinamik asitin kimyasal yapis1 (Gayon ve ark.'dan, 2000)

Hidroksi Benzoik Asitler

Hidroksibenzoik asitler C¢-C; (fenilmetan) yapisindadir. Bu bilesenler
hidroksisinamik asitlerden yag asitlerinin B-oksidasyonu ile analog olan bir reaksiyon
sonucunda meydana gelmektedir. Bitkisel gidalarin yapisinda ¢ok diisiik diizeylerde (10
ppm kadar) bulunur.Vanilik asit, Protokatesuik asit, salisilik asit,p-hidroksibenzoik
asitve gensitik asit benzoik asit tiirevleridirler (Tablo 8), (Ribéreau-Gayon ve ark.,

2000; Yiicel ve Otles, 2001; Nizamoglu ve Nas, 2010).

OH
O

HO

4- hidroksi benzoik asit

Sekil 8. Hidroksi benzoik asitin kimyasal yapist (Nizamlioglu ve Nas'dan, 2010)

Tablo 8. Gidalarda bulunan baslica fenolik asitler (Ribéreau-Gayon ve ark.'dan, 2000)

Hidroksisinnamik asitler Hidroksibenzoik asitler Hidroksisinnamik tiirevleri
(C6-C3) (C6-C1)
o-kumarik asit p-hidroksibenzoik asit kutarik(p-kumaroiltartarik) asit
izoferulik asit o-hidroksibenzoik asit kaftarik(kefeoiltartarik) asit
sinapik asit p-hidroksibenzoik asit p-kumaroilquinik asit
kafeik asit m-hidroksibenzoik asit kritoklorojenik asit
ferulik asit izovanillik asit neoklorojenik asit
g-rezorsilik asit izoklorojenik asit
salisilik asit klorojenik asit
gentisik asit
vanilik asit
sinapik asit
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2.6.2.Flavonoidler

Flavonoid bitki ve mantarlarin sekonder metabolitlerinin bir sinifidir. Kimyasal olarak,
flavonoidlerin 15 karbonlu genel yapisinda iki heterosiklik,bir fenil halka

bulunmaktadir. Bu karbon halkasida C¢-C3-Cg olarak kisaltilmastir.

Bitkilerin ikincil metabolitleri olan polifenolik bilesikler karbonhidratlar ve aminoasitler
gibi Dbirincil metobolitlerden tiiremislerdir. Fenilbenzo piran yapist A, B, C
halkalarindan meydana gelmistir (Kahraman ve ark.,2002). A halkasi glukoz
metabolizmas1 sonucu olusan asetilkoenzim A'dan olusan malonilkoenzim A'nin 3
molekiiliin kondenzasyonu ile B ve C halkalan ise yine glukoz metabolizmasi sonucu
olusan sikimik asit ilizerinden sinnamik asit gibi fenilpropanoid bilesiklerinden
olusmustur. Yapisindaki OH gruplarinin reaktif o6zelliklerinden dolayiflavonoidler
kolaylikla glikozitlenirler. Giinlimiizde bitkilerden izole edilen dort binden fazla
flavonoid bilinmektedir. Halka yapilarina gore flavanonlar, flavonoller, flavonlar,
katesinler,antosiyaninler ve izoflavonoidlerolmak lizere alt grublara
ayrilmaktadirlar(Tablo 9), (Ribéreau-Gayon ve ark., 2000, Yiicel ve Otles, 2001;
Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Flavonoidler tasidiklar1 hidroksil ve karboksil gruplariyla metaller (Cu, Fe) ile
kompleks olusturarak onlarin bagirsaktan emilimini azaltirlar. Bu 6zelligi isefenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlarini onleyerek antioksidan etki olusturmalarina yol agmaktadir.
Kimyasal olarak flavon pigmentinin bir tiirevi olan tanenler giiclii bir demir baglama
Ozelligine sahiptir. Falavonoidlerin antioksidan Ozellikleriyapilarinda bulunan B
halkasindaki o-dihidroksi grubu, C halkasindaki 4-okzo gruba ve 3 ve 5 hidroksil
gruplarin varligindan ileri gelmektedir. Her {i¢ grubu tasiyan flavonoidler (kuersetin) en
giiclii antiradikal 6zellik gosterirken, daha az grup tasiyanlarin ise antioksidan 6zelligi
daha zayiftir (Bors ve ark.,1990; Kahraman ve ark.,2002). Sayilar1 4000'in iizerinde
oldugu tahmin edilen flavonoidlerin antioksidan o6zelliklerinin yani1 sira anti-
enflamatuar, antiviral, antiallerjik, antitrornbotik etkilerinin oldugu da bildirilmistir

(Miller ve Ruiz-Larrea, 2002; Ross ve Kasum, 2002), (Sekil 9).
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Tablo 9.Yapilarina gore flavonoidler (Kahraman ve ark.’dan, 2002)

Flavonler Krisin, Tanin, Luteonin, Apijenin
Flavonoller Kuarsetin, Kaempferol, Rutin, Rhamnetin
Flavanonlar Narinjenin, Hesperidin, Eriodiktol
Flavanoller Katecin, Epikategin
Dihdroflavonoller Taksifolin, Slibin
Biflavonoidler Amentoflavon
FLAVONQOLS
0H
0B 0H
HO 0 HO 0
| |
0H 0H
0H 0 (H 0
Cuercitin lsorhamnetin Kaempferal Gialangin
FLAVANONS FLAVONES
acH
0H
0H
HO D HO 0
HO 0 i
|
]
of 0O 0H @ 0 H
Hesperitin Natingenin Pinocembrin Chrysin
CINNAMIC ACIDS
CH=CHCOCH =
e CH=CHCOOH
0H H OCH
OH 0H & e
0H
Cuffeic acid Ferulic acid Cumaric acid

Sekil 9. Flavonoidlerin iskelet yapis1 (Buratti ve Talanta'dan, 2007)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal Temini

Calismada kullanilan polen numuneleri Mayis ve Temmuz aylari arasinda Orta
ve Dogu Karadeniz (13), Marmara (13), I¢ Anadolu (16), Akdeniz (13), Ege (13),
Dogu-Giiney Anadolu (13)olmak {iizere Tirkiyenin farkli bolgelerinden toplamda 81
ornek olarak toplanmistir. Numuneler bu bolgelerde bulunan arici birlikleri yardimau ile
temin edilmistir. Laboratuvara getirilen Polenler300’er gr'lik sterilize kavanozlara
aktarilmis ve 40 °C'de 24 saat etiivde kurutulmustur. Analiz yapilana kadar -20°C
derecede muhafaza edilmistir. Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali1 Laboratuvarinda ytiriitiilmustiir.
3.2.Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizlerde kimyasal madde olarak gallik asit, folin ciocalteu rektifi, sodyum
karbonat (NaHCOs), demir siilfat (FeSo04.7H,0), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH), 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), hidroklorik asit (HCl), Demir III kloriir
(FeCls), sodyum asetat (CH;COONa), aliiminyum kloriir (AlCls3), quercetin, metil alkol
(CH3;0H) kullanilmistir. Calismada kullanilan maddeler analitik saflikta olup Sigma,

Aldrich firmasindan satin alinmistir.
3.3.Kullamlan Cihaz ve Ekipmanlar

Calismada gerekli olan tiim ekipmanlar fakiiltemizin Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda mevcut olup bunlardan vorteks, sogutmali santrifiij, sicak su banyosu,
evaporator, distile su cihazi, derin dondurucu (-20°C), otomatik pipetler, analitik terazi,

ph metre ve spektrofotometre cihazlar1 kullanilmistir.

3.4.Cahismada Kullamilan Kimyasal Cozeltiler;
¢  %380'lik metanol: 400 ml metanol alinarak distile su ile balon jojede
500 mI’ye tamamlandi.

e Folin- Ciocalteu reaktifi: Ayrag ticari olarak satin alindig1 sekliye
kullanildi.

e 1 mM DPPH cozeltisi: 0,0986 gr DPPH tartildi, metanol de
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¢ozdiiriildii ve balon jojede 250 ml'ye tamamlandi.

e 0.ImM DPPH cozeltisi:] mM DPPH c¢ozeltisinden10 ml alinds,

balon jojede distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

o %2 AICl; cozeltisi:1 gr AICIl; tartildi, 99 ml methanol igerisinde

¢cOzdiiriliir.

o  %20’lik Na,CO; cozeltisi:20 g Na,COs; tartildi, saf suda ¢ozdiiriildii,

son hacim 100 ml’ye tamamlandi.
3.5. METOT

3.5.1. Metanollii Polen Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Polenin antioksidan aktivitesi ve fenolik madde tayininde metanol¢dzgeni
secildi. -20°C de dondurularak muhafaza edilmis olan polenler uygun kosullarda
cOzdiirtilerek ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Polenlerin metanollii ekstraktlarinin
hazirlanmasi i¢in polen 6rneklerinden 1’er gram alinip, ev tipi rondoda ogiitiildiikten
sonra 10-15 ml distilemetanolde ¢oziiliip manyetik calkalayicida 24 saat calkalandi.
Numuneler distilemetanol ile 25 ml’ye tamamlandiktan sonra filtre edildi (Whatman
filter paper No. 4). Coziinmeyen kisim ise uzaklagtirildi. Daha sonrasinda elde edilmis
olan berrak % 4’liikk metanollii stok polen cozeltileri analizlerde kullanilmak {izere
siselendi ve buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi. Analizler esnasinda ekstraktlarin
istenen konsantrasyonlarim1 hazirlamak i¢in gerekli seyreltmeler distilemetanol

kullanilarak yapildi (Mohdaly ve ark.,2015).

3.5.2.Toplam Antioksidan Aktivite Olciimii

Toplam antioksidan kapasitenin 6lgiilmesi elektron transferi (ET) ve hidrojen
atomu transferi (HAT) reaksiyonlarina dayanan yontemlerdir. Hidrojen atomu transferi
temelli yontemlerin bir¢ogu oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), Toplam
radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve Krosin beyazlatma yontemi azot
bilesiklerin bozulmasi ile olusan serbest radikallerin antioksidan maddenin hidrojeni ile
etkisiz hale gelmesinin Ol¢lilmesine dayanan yarismaci reaksiyonlardir. Elektron
transferi esasli spektrofotometrik yontem, Potansiyel antioksidanlarin elektron transfer
etmesi ile karbonil, metal ve radikal igeren bilesiklerin indirgenmesi esasina dayanan bir

yontemdir. Bu yontemler arasinda folin-ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik

26



yontem(FCR), demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP), Oksidan olarak
bakir(I) kullanan toplam antioksidan potansiyel metodu (CUPRAC), Troloks esit
antioksidan kapasite (TEAC) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metodlarmi
icermektedir (Somogy ve ark.,2007; Albayrak ve ark., 2010).

Renk siddetindeki degisim oranlar1 ¢alisma Orneklerin antioksidan miktari ile
dogru orantilidir. Caligmada hazirlanmis olan polen ekstrakti, indirekt metot olarak
DPPH f{izerindeki serbest radikal siipiiriicii etkilerine gore yapilmistir. DPPHticari
olarak satin aliman, koyu mor renkte bir serbest radikaldir. DPPH radikali bir
antioksidan madde ile reaksiyona girdigi zaman indirgenme sonucu (a,a-difenil-p-
pikrilhidrazil) rengin siddeti azalir. DPPH radikali antioksidan madde ile 517-520 nm
dalga boyunda maksimum absorbans olusturmaktadir (Sekil 10).Analizde genellikle
belirli miktarda DPPH c¢ozeltisi ve ornek c¢ozeltisi karistirildiktan absorbans sabit
oluncaya kadar (genelde 30-50 dk sonra) absorbans okunur. indirgenme reaksiyonu
boyunca c¢ozeltinin rengi solmaya devam eder. Kalan DPPH antioksidan
konsantrasyonu ile orantilidir ve baslangic DPPH" konsantrasyonunun yariya indigi
durumdaki antioksidan konsantrasyonu ICsy olarak verilir. Bu deger (% inhibisyon)
numune miktart mg/mL cinsinden belirlenmektedir (Wilczynska, 2010; Meda ve ark.,

2005).

DPPH YONTEMI
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Sekil 10. DPPH Yo6ntemi (Boligon ve ark.'dan, 2014).
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3.5.3.DPPH Radikal Siipiirme Aktive Ol¢iimii

Polen oOrneklerinin antioksidan aktivitesi, DPPH radikalini yakalama
kabiliyetine dayanilarak Meda ve ark.(2005)nin 6nerdikleri metodu ¢ok az modifiye
ederek Olgiilmistiir (Molyneoux, 2004; Ulusoy,2010). Bu amagcla radikalin 0,1mM'lik
cozeltisi ve polenin metanollii ekstrakti kullanildi. Polen ekstraktindan 750uL alinarak,
750uL DPPH radikali ile vortekste karistirilip oda sicakliginda 50 dakika stireyle
karanlikta bekletildi. Siirenin bitiminde karisimin absorbansispektrofotometrede
520nm’de kor olarak metanole kars1 okundu. Antioksidan aktivite DPPH radikalinin %
engellenmesi (% inhibisyon)olarak, asagidaki esitlikten yararlanilarak hesaplandi

(Tablo, 10).

% inhibisyon: (Kontroliin absorbansi-Ornegin absorbansi)/ Kontroliin absorbans1 x100

Tablo 10. DPPH yo6ntemi i¢in yapilan pipetleme

Reaktif korii Numune
Polen (degisik konsantrasyon) - 750 uLb
DPPH (0.1mM) 750 uL 750 uL

Numune ¢oziiciisii (Metanol) | 750 uL
50 dk. Karanliktan sonra 520 | 50dk karanliktan sonra 520 nm

nm de absorbans okundu. de absorbans okundu.

3.5.4.Toplam Fenolik Madde Tayin Yontemi

Bu metotSingleton (1999) tarafindan gelistirilmis ve bilesenin toplam fenol
miktarint 6lgmek i¢in uygulanmaktadir. Bu metot fenolik maddelerin folin-ciocalteu
ayrracinin icerdigi fosfomolibdik-fosfotungistik c¢ozeltisini indirgeyerek mavi bir
kompleks olusturmalar1 ve bu rengin 750-765 nm’despektrofotometrik olarak olgiilmesi
ilkesine dayanmaktadir. Standart bilesik olarak genellikle tannik asit, klorojenik asit,
kaffeik asit, gallik asit,vanilik asit,protokatesik asit ve ferrulik asit kullanilmaktadir

(Prior ve ark., 2005).

3.5.5.Standartlarin Hazirlanmasi

Numunelerin toplam fenolik madde igerikleri standart kalibrasyon egrisinden
yararlanilmistir. Bu amagla standart fenolik bilesik olarak gallikasitin 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625; 0,0312; 0,0156; 0,0078 mg/mL’lik konsantrasyonlar1 kullanildi. Elde edilen 765
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nm'dekiabsorbans degerleri y ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x ekseninde
olacak sekilde bir standart ¢calisma grafigi hazirlandi (Ulusoy, 2010). Standart grafige ait
regresyon esitligi kullanilarak polenlerin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit

esdegeri (GAE) cinsinden mg fenolik madde/g numune olarak hesaplandi.

y = 3,5484x + 0,0448
R?=0,9937

1,8
1,6
1,4
1,2

sorbans
=
4

=08
0,6
0,2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Konsantrasyon

A

Sekil 11.Toplam fenolik madde tayini igin gallik asit standart grafigi

3.5.6.Toplam Fenolik Madde Miktari

Total fenolik konsantrasyon diizeyi, folin-ciocalteau yontemi (Singleton ve
ark., 1999) modifiye edilerek uygulanmistir (Bertonceljve ark., 2007). Bu metotta
kullanilan Bakirstilfat (CuSO,4) alkali ortamda antioksidanla kompleks olusturur.
Reaksiyona folin fenol reaktifi (fosfomolibdik fosfotungstik asit) eklendiginde,
antioksidan ile tepkimesinden Cu™*nin Cu'""eddniismesi molibdatotungstat reaktifini
indirger ve rengi sartdan maviye doniisiir. Reaksiyon tamamlaninca
absorbanslarispektrofotometrik olarak 765 nm’de dlgiilerek hesaplandi. Bu c¢alisma da
standart bilesik olarak gallik asit kullanildi ve sonuglar gallik asit esiti olarak verildi.
Sonug olarak toplam fenol miktar1 Standart egri ¢izildikten mg gallik asit equivalant gr

polen numunesinde (mgGAE/g) elde edildi (Tablo 10).
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Tablo 10.Toplam fenolik madde tayininde yapilan pipetlemeler

karistirildi ve 3

karistirild1 ve 3 dakika

Kimyasallar Kor Standart Test
Metanol 0,1 ml - -

Standart(degisen 0,1 ml

konsantrasyon) - -
Numune - - 0,1 ml
Destile su 3,1 ml 3,1 mL 3,1 ml

2 N Folin-Ciocalteu 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Reaktifi
Tiipler vorteksile Tiipler vorteks ile Tiipler vorteksile

karistirildi ve 3 dakika

dakika bekletildi bekletildi bekletildi
%20’1lik Na,CO; 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml
60 dkinkubasyon 60 dkinkubasyon 60 dkinkubasyon
765 nm’de okundu 765 nm’de okundu 765 nm’de okundu

3.5.7.Total Flavonoid Madde Tayini

Standart hazirlamada 10 mg quercetin %80'lik etanolde (100ml) ¢ozdiiriildii.
Elde edilen stok ¢ozeltiden 100, 75, 50, 12,5 ve 6,25 pg/ml'lik kuersetin standartlari
hazirland1 (Chang ve ark.,2002).
Total flavonoid analizinde Chang ve ark., (2002) tarafindan gelistirilen

metodun modifiye edilmesiyle belirlendi. Bu metotta gram polende mg bazinda

kuercetin (mgQE/g) konsantrasyon temel alinarak hazirlanmis olan absorbanslar

spektrofotometrede okundu.
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01 R?=0,9931
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Konsantrasyon

Sekil 12.Total flavonoid analizi i¢in kuersetin standart grafigi

3.5.7.Deneyin Yapihsi
Seyreltilmis numune soliisyondan 0,5 ml +1,5 ml %95°lik metanol +0,Iml

%10’luk AICl; + 0,1 ml Potasyum asetat + 2,8 ml distile su eklenerek 30 dk oda

sicakliginda  inkiibasyona birakildi. Bu silire sonunda absorbanslar 415
nm’despektrofotometrede kore karsi (deiyonize su) okundu.
Tablo 11. Aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi i¢in yapilan pipetleme
Kimyasallar Reaktif korii Numune
Polen (seyreltilmis soliisyonlar) - 0,5 ml
ALCL3(%10) 0,1 ml 0,1ml
Numunecdziiciisii (%95 metanol) - 1,5 ml
Potasyum asetat 0,1 ml
Deiyonize su 2,8 ml 2,8 ml
Inkubasyon siiresi 30 dk. karanlktansonra 30dk.
415 nm de absorbans Karanliktan sonra 415 nm de
okundu. absorbans okundu.
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3.7.Istatistik Degerlendirmeleri

Caligmalardan elde edilen verilervaryans analizi (ANOVA) teknigi ile
degerlendirildi ve gruplar arasindaki farkliliklar ise Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
belirlendi. Istatistiksel degerlendirmeler SPSS programi kullanilarak yapildi(SPSS,
2004).
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4. BULGULAR
4.1. Toplam Fenolik Madde Miktari

Metanollii polen ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit standardina
gore tayin edilmistir. Standart fenolik bilesik olarak gallikasitin (0,0078- 0,5) mg/ml’lik
konsantrasyonlart  kullanilmistir.  Sonuglar Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
belirlenen toplam fenolik igerigimg gallik asit equivalant gr polen numunesinde
(mgGAE/gr) hesaplanmistir. Polen oOrneklerinde total fenolik igerigi 27,66 + 2,91
(mgGAE/g polen) ile en yiiksek deger i¢ Anadolu Bolgesine ait, en diisiik deger 21,23 +
1,38 ile Marmara poleninde goziikse de bolgeler arasinda istatistik olarak 6nemli bir

fark bulunmamistir (P<0.05)(Tablo 12 ve Sekil 13).

Tablo12. Bolgeler arasi polen ekstraklarindafenolik madde miktari

Bolgeler Total fenolik Min-Max +SD
(mgGAE/g polen)
Dogu- Giiney Dogu Anadolu 22,26 +£2,36 8,88—34,13
I¢c Anadolu 27,66 +2.91 15,19 - 57,69
Orta-Dogu Karadeniz 27,35+2,32 16,88— 45,82
Marmara 21,23 +£1,38 16,01- 32,52
Akdeniz 23,89 + 2,69 12,96— 45,80
Ege 25,23 +£3,45 7,81-52,98
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Sekil 13.Bolgelerarasi polen ekstraklarinda total fenolik miktart
4.2.Total Flavonoid Madde Miktar1

Gruplara ait polen drneklerinde belirlenen toplam flavonoid diizeyleri tablo 13
ve sekil 14‘de sunulmustur. Degisen standart flavonoid madde olarak quersetin (6,25-
100) pg/ml'likkonsantrasyonlar1 kullanilmistir. Konsantrasyon diizeylerigram polende
mg bazindaquercetin (mgQE/g) olarak hesaplanmistir. Elde edilen verilere gore gruplar
arasi flavonoid igerigi en diisiik deger 3,72 + 0,25 QE/g en yiiksek deger ise 4,97 =+ 0,64

tespit edilmistir. Bolgeler arasi fark anlamli bulunmamistir (P<0.05).

~ 77

g

S 6 ]

=4

205

S

54

g

= 3

=

£2 -

z
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So -

= Dogu- Ic; Anadolu Orta- Dogu Marmara Akdeniz ge
Giiney Karadeniz
Dogu
Anadolu

Sekil 14. Bolgelerarasi polen ekstraktlarinda flavonoid analiz sonuglari
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Tablo 13. Bolgeler arasi polen ekstraklarindaflavonoid analiz sonuglart

Bolgeler Total flavonoid Min-Max +SD
(mgQE/g polen)

Dogu- Giiney Dogu 4,19+0,53 2,20-7,79
Anadolu

I¢c Anadolu 4,14+ 045 0,05 - 8,66

Orta-Dogu 3,724+ 0,25 2,41 -5,40
Karadeniz

Marmara 4,89+ 0,32 3,26 - 6,57

Ege 4,97 £ 0,64 0,85 -891

Akdeniz 4,96+ 0,52 2,78 - 8,16

4.3.Toplam Antioksidan Aktivite

Polen oOrneklerinin antioksidan aktivitesi, DPPH radikalini yakalama
kabiliyetine dayanilarak Olg¢lilmiistiir. Bu amagla polenin metanollii ekstrakti
kullanilmistir. Sonuglar antioksidanin DPPH radikalinin % inhibisyonu olarak
hesaplanmistir. Toplam antioksidan aktivitesine iliskin ortalama degerler Tablo 14 ve
sekil 15°de verilmistir. Polen gruplarinda yapilan radikal siipiiriicii aktivitesinin
karsilagtirilmasinda Ege bolgesine ait polenlerin yiliksek antioksidan kapasiteye sahip

oldugu (69.49 + 5.61) ortaya konulmustur.
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Tablo14. Bolgeler arasi polen ekstraklarinda antioksidan analiz sonuglari

Bolgeler Antioksidan, DPPH-sc [, Min-Max +SD
% Inhibisyon
Dogu- Giiney Dogu Anadolu 76.14 £2.97 55.18-91.54
I¢ Anadolu 74.97 +£3.22 46.93 - 94.08
Orta-Dogu Karadeniz 77.93 +£3.63 41.65-94.08
Marmara 77.04 +3.62 42.28 - 89.43
Akdeniz 7748 £2.14 68.92 - 88.16
Ege 69.49 £5.61 36.15-92.18
80 -
78 - 76,1

~ ~ ~
N B O
1 1 1

(o2} [e)]
(o3} (o]
I 1

Antioksidan, DPPH-scs, (%inhibisyon)
~
o

||||1

64
Dogu- I(; Anadolu Orta-Dogu Marmara  Akdeniz
Gliney Karadeniz
Dogu
Anadolu

Sekil 15. Bolgeler arasi polen ekstraklarinda antioksidan kapasite
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5. TARTISMA

Diinya Saghik Orgiiti (WHO) verilerine gore diinya niifusunun biiyiik bir
bolimii  (%70-80) tedavi veya korunmak amaciyla “geleneksel tedavi” den
yararlanmaktadir (WHO, 2003). Ozellikle uzun siireli kullanilan ilaglarmn yan etkilerine
kars1, daha saglikli, uzun ve kaliteli yasgamak amaciyla dogal {irtinler kullanilmasi biitiin
diinyada hiz kazanmakta ve 6nemli bir sektor haline gelmektedir. Yapilan arastirmalar
endiistriyel ilaglar ile destekleyici biyolojik maddelerin kombine kullananlarin oraninin
ise % 60-68 oranlarinda oldugunu bildirmektedir (Izzo ve Ernst, 2009). Bu durum
destekleyici tedavinin genisligini ortaya koysa da uygulanan biyolojik materyallerin
giivenligi ve komplikasyonlar1 hakkinda sistemik analizlerin olmamasi, tamamlayici
tedavinin yan etkileri konusunda endise verici bir durum olusturmaktadir (Ernst, 2007).

Ortaya konulan veriler destekleyici tedavide kullanilacak biyolojik maddelerin
daha detayli arastirilmasi halk sagligi agisindan son derece hayati 6nem tagimaktadir.
Bu iiriinler igerisinde ar1 poleni uzun siiredir gida maddesi olarak kullanilmakta ve son
yillarda saglik alaninda destekleyici tedavide 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle ar1
polenin saglik tizerindeki etkilerinin ve potansiyel faydalarinin ortaya konulmasi igin
yapilan aragtirmalarin devam etmesi Onemlidir. Fakat polen orneklerinin standart
Ozellikte olmasi istense de pek miimkiin goriilmemektedir. Ciinkii polenin ana
maddesinin ¢igek {irlinlerinden elde edilmesi sebebiyle kimyasal kompozisyonunun
degisken oldugu, bitki tiirline ve bitkinin yetistigi cografi yapi, mevsime ve toprak
yapisina gore de g¢esitlilik gostermektedir. Dolaysiyla ar1 poleninin  gosterdigi
antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antiinflamatuvar gibi tedavi edici 6zellikler tim
polenler icin ayni diizeyde etkili olmayacagidir. Bu etkiler tamamen ar1 poleninin
kimyasal yapisma baglidir. Ozellikle fenolik madde konsantrasyonu ve bilesenleri
polenin biyolojik aktivitelerinin niteligini énemli diizeyde degistirmektedir (Freire ve
ark., 2012). Ornegin; ar1 poleninde en giiglii antioksidan kayna@ olarak, fenolik asitler
ve flavonoidlerin diizeyleri gosterilmektedir (Almacaz-Abarca ve ark., 2007; Truchado
ve ark., 2009). Yaptigimiz tez calismasinda iilkemizde farkli bolgelerde iiretilen ari
polen Orneklerinde belirlenen fenolik asit ve toplam flavonoid diizeyleri ve toplam
antioksidan aktivitesine iligkin ortalama degerler Tablo 12,13, 14’de sunulmustur. Buna
gore tiim gruplara ait ortalama polen total fenolik icerigi 24,60+2,52 mg/g bulunmustur.

PO

Bu degerler minimum 7,81 ile maksimum 57,69 mg/g araliginda degistigi
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gozlemlenmistir. Gruplar aras1 kiyaslamada ise istatistik olarak Onemli bir fark
bulunmamistir. Calismada elde edilen fenolik madde yogunlugunu diger iilkeler ile
mukayese edilecek olursak; Brezilyanin kuzeydogu bélgesinden toplanan polenlerin
toplam fenolik icerigi 41,5 ile 213,2 mg/g arasinda degistigibildirilmistir (Freire ve
ark.,2012). Amerika Birlesik Devletleri kuzey bdlgesinde LeBlanc ve ark.(2009)
tarafindan yiiriitilengaligmada polen fenolik asit diizeyleri 15,91-34,85 mg/g olarak
raporlanmistir. PolonyaKrakow bdlgesinde yapilan aragtirmada ise farkli bitki kaynakli
polen fenolik madde igeriginin 1293-8243 mg/100g araliginda degiskenlik gosterdigini
(Leja ve ark.,2007), Yunan poleninde ise ortalama 10,49+0,3 mg/gr oldugunu
bildirmislerdir (Graikou ve ark., 2011).Venezuella'da yapilan arastirmada Polyfenol
konsantrasyonu 396,7 ile 1286,7 GAE/100 g sinirlar1 igerisinde oldugu raporlanmistir
(Pérez-Pérez ve ark.,2012). Portekiz’de 5 dogal parkta bulunan bitkilerden elde edilen
polenlerde ise fenolik bilesik i¢eriginin10,5 ile 16,8 mg GAE/g arasinda degistigi ortaya
konulmustur (Morais ve ark.,2011). Ispanya'da yapilan bir diger arastirmada ise farkli
bolgelerden elde edilen polenlerin fenolik igerigi 18,55mg/g ile 32,15mg/g limitleri
arasinda degistigini bildirmislerdir (Pascoal ve ark.,2014). Cezayir'deki ortalama
toplam fenolik asit 30,46 + 8,22 mg GAE/g olarak hesaplamistir (Rebiai ve ark.,2012).
Marghitas ve ark.(2009) Romanya'da bir aragtirmada toplam fenolik diizeyini 4,4+0,1
ile 16,4+0,3 mg GAE/g olarak tespit etmislerdir. Litvanya bdlgesinde yapilan
incelemede ise bu oranin 24,4-38,9 mg GAE/g aralifinda oldugu bildirilmistir
(Kaskoniene ve ark.,2015). Sunulan arastirmada elde edilen polen fenolik madde
konsantrasyonunun diger literatiirler ile kiyaslandiginda yiiksek bir degere sahip oldugu
goriinmektedir.

Calismanin  ikinci asamasinda polen Orneklerinde toplam flavonoid
konsantrasyonu aragtirilmistir. Elde edilen sonuglara gore bolgelere ait total flavonoid
icerigi 4,48+0,45 mgQE/g olarak bulunmustur. Veriler ortalama 3,72 + 0,25 ile
4,97+0,64 arasinda degiskenlik gOstermistir. Bu rakamlar diger {ilkeler ile
kiyaslandiginda; Ispanya polen flavonoid konsantrasyonu 3,92 ile 10,14 mg/g
araliginda degiskenlik gosterirken (Pascoal ve ark.,2014), Cezayir polenlerinde bu deger
ortalama 8,92+5,5 mg/g olarak hesaplanmistir (Rebiai ve ark.,2012). Marghitas ve
ark.(2009) ise Romanya'da yaptiklar1 aragtirmada toplam flavonoid konsantrasyonunu

0,6+0,03 ile 13,6+0,2 (mg/g) olarak tespit etmislerdir. Amerika'nin kuzeyinde LeBlanc.
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ve ark., (2009) tarafindan yiiriitiilen calismada ise polen total flavonoid miktarlari 2,54-
5,48 mgQE/g araliginda degiskenlik gosterdigini rapor edilmistir. Polonya'da yapilan
arastirmada toplamflavonoid (171-1068 mg/100g) bandinda oldugu bildirilmistir (Leja
ve ark.,2007). Kaskoniene ve ark.,(2015) da Litvanya'da yaptiklar1 incelemede bu
degeri 7,3-10 mg/g araliginda tespit etmislerdir. Calisma verileri diger literatiirler ile
mukayese edildiginde Tiirk polenin toplam flavonoid diizeyinin diger iilkelere nazaran
daha yiiksek oldugu sdylemek miimkiindiir.

Calismanin bir diger asamasinda metanol ekstraktli polen 6rneklerinin radikal
stiptiriicii aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglarda kiiciik % inhibisyon degeri
yiiksek radikal temizleme kapasitesini gostermektedir. Bu degerlendirmeye gore Ege
Bolgesi poleninin diger bolgelere nazaran daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
oldugu (69,4+5,6) gorlinsede, istatistiksel bir fark bulunmamistir. Tiirkiye poleninin
antioksidan kapasitesi diger literatiirlerle kiyaslandiginda Romanya polenlerinde %
inhibisyon olarak 0,135+0,01 ile 2,81+0,03 degiskenliginde bildirilirken (Marghitas ve
ark.,2009), Litvanya ballarinda  bu deger 30,7 ile 34,9 olarak kaydedilmistir
(Kaskoniene ve ark.,2015). Bir diger arastirma ise mevsimlerin polen kimyasal bilesimi
tizerinde etkili oldugunu ortaya koyarak antioksidan aktivitesini ilkbahar 12,8 ile
sonbaharda 90,4 arasinda degistigini gostermisti (Freirer ve ark.,2012). Polonya
bolgesinde yapilan arastirmada ise total antioksidan aktivitesinin (%6,8—%86,4) cok
farklilik gosterdigi bildirilmistir (Leja ve ark.,2007). Amerika Birlesik Devletlerinde
DPPH 9% inhibisyon degerlerinin metanol ekstraksiyonunda 19,76-90,45
araligindadegistigi saptanmigtir (LeBlanc. ve ark.,2009). Meksika poleninde ise bu
degerler 0,39+0,05 ICso(ng/ml) olarak bulunmustur (Almaraz-Abarca ve ark.,2007).
Brezilya‘dayapilan incelemede etanolik ekstraktinda sar1 renkte polen de 104,5+0,5 ve
kahverengi polen de ise 106,1+1,3 ECsy (ug/mL+SD) olarak bulunmustur (Sarmanto-
Silva ve ark.,2006).Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda ise Avsar ve ark., (2016) total
fenolik igerigi 64,02 + 0,26 mg GAE/g ile 103,8 + 6,72 mg GAE/golarak, radikal
stipiirticti aktivitesinin ise ICsp= 0,093-19,5 mg/ml olarak bildirilmislerdir. Diger bir
caligmada ise fenolik diizeyi 24,151+1,062 ile 105,206+2,550 mg GAE/100g arasinda,
toplam antioksidan aktivitesinin ise 1,144+0,010 ile 3,320+0,028 pg/ml aralifinda
degistigi bildirilmistir (Aygul ve ark.,2016). Ulusoy (2010) yaptig1 tez ¢calismasinda ise

Anzer polen Orneklerinin total antioksidan aktivitesini 0,65 ile 5,98 mg/ml araliginda
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oldugunu ve toplam fenolik madde miktarmin ise 44,07 ile 124,10 mg/g bandinda
degistigini bildirmistir.

Caligmalar aras1 degerlerin farkli ¢ikmasinda bitki kaynagi yanisira cografi
farkliliklar, iklim kosullari, isleme prosesleri, depolama ve ekstraksiyon metotlar
onemli bir faktor olarak bildirilmistir (Kroyer ve Hegedus., 2001; Sarmanto-Silva ve

ark., 2006; LeBlanc. ve ark.,2009; Freire ve ark.,2012).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda iilkemizde {iretilen ar1 poleninin  kimyasal
kompozisyonunun aydinlatilmasina katki saglamak amaciyla, Tiirkiye’nin degisik
bolgelerine ait ar1 polenlerinin toplam fenolik madde bilesenlerinin ve antioksidan
aktivite diizeylerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Elde edilen sonuglar diger iilkelerde
tiretilen ar1 polenlerinin biyokimyasal verileri ile kiyaslandiginda tilkemizde iiretilen ar1
poleninin terapdtik potansiyelinin  daha iyioldugu goriinmektedir. Ar1  poleni
biyokimyasal degerlerinin bolgeler ve iilkeler arasi farkliliginin en 6nemli nedeni olarak
bitki kaynagi, toprak, mevsim, depolama ve ekstraksiyon metodu oldugunu séylemek
miimkiindiir. Diger taraftan polenin antioksidan aktivitesinin fenolik bilesik
konsantrasyonu ile gii¢lii korelasyon igerisinde oldugu bir kez daha teyit edilmistir.
Calisma verilerinin Tiirk ar1 poleninin kimyasal yapisinin ve biyolojik aktivitesinin
ortaya konulmasinda, bu iiriiniin standardizasyonu ve kimliklendirilmesinde, polenin
apiterapideki yerinin sorgulanmasinda referans noktalardan birini olusturabilecagi

diistiniilmektedir.
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