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OZET

FARKLI KURUTMA YONTEMLERI VE FARKLI OZUTLEME
COZGENLERININ ARI POLENININ ANTIOKSIDAN KAPASITESI
VE FENOLIK ICERIGI UZERINE ETKIiSI

Giilsah AYDIN

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali, 2016
Yiiksek Lisans Tezi, 77s.

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Bekir Gok¢en MAZI

Bu calismada farkli kurutma yontemlerinin ar1 poleninin antioksidan kapasitesi ve
fenolik igerigi lizerine etkisi incelenmistir. Arastirmada kullanilan polen Antalya
Merkez ve cevre ilgelerinden toplanan polifloral ar1 polenidir. Ar1 polenin ku-
rutulmasinda tepsili kurutucu, vakum etiiv ve liyofilizator kullanilmistir. Taze ar1 poleni
ve kurutulmus ar1 poleni Orneklerinin nem, protein, yag, C vitamini igerikleri, pH ve
fenolik bilesen profili belirlenmistir. Ar1 polenin toplam fenolik ve antioksidan kapa-
sitesinin belirlenmesinde kullanilan 6ziitleme ¢6zgenlerinin (methanol, etanol, aseton ve
su) etkisi de arastirllmistir. Taze ve kurutulmus ar1 poleni ekstraktlarinin antioksidan
kapasitesi (DPPH" radikalini siipiirme aktivitesi (DPPH), Demir (III) indirgeme anti-
oksidan kapasitesi (FRAP)) ve toplam fenolik madde icerigi (TFM) belirlenmistir.

Ar polenleri kurutuldugu zaman C vitamini miktarlarinda diisiis gézlenmis ve en az C
vitamini miktar1 vakum etiivde kurutulmus ar1 polenlerinde 248.392 + 4.021 mg/kg kuru
polen olarak bulunmustur. Kurutulmus ar1 poleni metanolik ekstraktlarinin
4.27 ila 8.44 mg GAE/g kuru polen araliginda toplam fenolik maddeye ve
74.04 ila 94.77 TEAC/g kuru polen araliginda antioksidan kapasiteye sahip oldugu
tespit edilmistir. DPPH" analizlerinde ise en yiiksek aktivite etanol ¢dzgeni kullanilan
ar1 poleni ekstraktlarinda gozlenmis ve sonuglar ICso degeri olarak 2.64-3.06 mg/ml
araliginda  bulunmustur. FRAP analizlerinde metanol ¢ozgeniyle hazirlanan
ekstraktlarinin, DPPH analizlerinde ise etanol ¢ozgeniyle hazirlanan ekstraktlarin daha
yiiksek aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir. Taze ve kurutulmus ar1 polenlerindeki
fenolik bilesen miktarinin gallik asit ve klorojenik asit cinsinden sirasiyla 12.22-14.11
mg GAE/g kuru polen ve 25.87-29.83 mg KAE/g kuru polen araliginda oldugu tespit
edilmistir. Taze ve kurutulmus orneklerin fenolik bilesen miktarlar1 arasinda énemli bir
farkin bulunmadig goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Polen, kurutma, 6ziitleme, antioksidan kapasite, fenolik bilesen



ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT DRYING METHODS AND DIFFERENT
EXTRACTION SOLVENTS ON ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
PHENOLIC CONTENT OF BEE POLLEN

Giilsah AYDIN

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Food Engineering, 2016
MSc. Thesis, 77p.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Bekir Gokgen MAZI

In this study, effect of drying methods on antioxidant capacity and phenolic content of
bee-pollen were investigated. Pollen used in this research was polyfloral bee pollen col-
lected from center and nearby cities of Antalya. Tray dryer, vacuum oven and freeze
dryer were used for drying of bee pollen. Moisture, protein, fat, vitamin C contents, pH
and phenolic compound profiles of fresh and dried bee pollen samples were determined.
Effects of extraction solvents (methanol, ethanol, acetone and water) on the total phe-
nolic content and antioxidant capacity of dried bee pollen were also investigated. Anti-
oxidant capacity (DPPH+ radical scavenging activity (DPPH), ferric reducing antioxi-
dant power (FRAP)) and total phenolic content of the extracts of fresh and dried bee
pollen samples were determined.

A decrease was observed in vitamin C content of bee pollen when it is dried and the
lowest vitamin C content was found in bee pollen dried in vacuum oven as
248.392 + 4.021 mg/kg dried pollen. It was determined that methanolic extract of dried
bee pollens have total phenolic content (TFC) ranging from 4.27 to 8.44 mg GAE/g dry
pollen and antioxidant capacity ranging from 74.04 to 94.77 TEAC/g dried pollen. In
DPPH" assay, the highest antioxidant activity with 1Cs value ranging from 2.64 to 3.06
mg/ml was observed in bee pollen extracts obtained by using ethanol as solvent. It was
concluded that extracts obtained by using methanol as solvent showed higher activity in
FRAP analysis while extracts obtained by using ethanol as solvent showed higher activ-
ity in DPPH analysis. It was determined that amount of phenolic compounds in fresh
and dried bee pollen samples ranged between 12.22 and 14.11 mg GAE/g dried pollen
in terms of gallic acid and between 25.87 and 29.83 mg CAE/g dried pollen in terms of
chlorogenic acid. It was seen that, there was not significant difference between amount
of phenolic compounds of fresh and dried bee pollen samples. It was seen that, there
was not significant difference between amount of phenolic compounds of fresh and
dried bee pollen samples.

Keywords: Pollen, drying, extraction, antioxidant capacity, phenolic content
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1. GIRIS

Ar1 poleni; bal arilar1 (Apis Mellifera) tarafindan toplanarak elde edilen bir ar1 kovan
irlintidiir (Margaoan ve ark., 2010). Ar poleni, bal arilarinin yasamlari igin ve
yavrularinin beslenmeleri i¢in gerekli olan proteini karsilamakla beraber insan
beslenmesinde de kansizlig1 azaltici, biiylimeyi hizlandirici, metabolizma etkinliklerini
diizenleyici ve yorgunlugu giderici gibi bir¢ok etkiye sahiptir. Ar1 poleninin besinsel
bilesiminde bulunan; A, B kompleks, C ve E vitaminleri, K, Na, Ca, Mg, S, Si, Cu, I,
Fe, Mn, Ni, Cl, P, Ti, B, Zn minerallerinden ¢ogu insanlar i¢in elzemdir (Korkmaz,
2015). Karbonhidratlar, proteinler, amino asitler, lipidler, vitaminler, mineraller ve iz
elementleri zengin olarak icerdiginden bir gida takviyesi olarak kullanilir (Isidorov ve
ark., 2009).

Ar poleni rengi, sekli ve igerigi bitki tiirlerine, toplandigi bdlgenin cografik
ozelliklerine ve tliretim tekniklerine bagli olarak degismektedir. Genel ortalama olarak
polenin kimyasal kompozisyonu; % 35 karbonhidrat, % 20 protein, % 20 su, % 5 lipid,
% 20 civarinda diger maddeler igermektedir. Diger maddeler igerigi ise demir, fosfor,

kalsiyum, bakir, niasin, folik asit, C vitamini, karotenler ve riboflavinden olusur.

Insanlar ar1 polenlerini, yiizyillardir c¢ok farkli yontemlerle toplamislardir. Bu
yontemler; polenli petekleri kovandan ayrilmasi ve depolanmasi, eski peteklerin
icerisinde bulunan polenlerin (ar1 ekmegi) ¢ikartilmasi veya ¢igeklere hafif dokunuslarla
polenlerin silkelenmesini saglayarak kagit lizerinde toplanmasi gibi uygulamalardir
(Tutkun, 2011). Polenin kovan igerisinde biriktirilmesi ise, is¢i arinin arka ayaklarindaki
poleni, kovan girisine ve kovan govdeleri arasinda yerlestirilen degisik sekillerde
uygulanan, yuvarlak sekilde delikli 1zgara sistemli tuzaklarda diistirmesiyle

gerceklestirilir.

Taze ar1 polenlerininin birkag¢ hafta boyunca oda sicakliginda depolandiginda herhangi
bir isleme tabii tutulmasa da besinsel degerlerini kaybettigi goriilmistiir (Tutkun, 2011).
Arn polenlerinin uygun olmayan kosullarda uzun siire depolanmasi, ar1 poleni
icerisindeki amino asitlerin yok olmasina neden olmaktadir (Dietz, 1984). An
polenlerinin besin igerigi ve tazeliinin korunabilmesi ic¢in, mikrobiyal faaliyetlerin
onlenebilmesi, liriinlin muhafazasini kolaylastirmak ve raf dmriiniin uzatilabilmesi i¢in

ar1 poleni kurutularak nem igerigi diisiiriilebilmektedir. Geleneksel yonteme gore daha



tlimlt kosullarda ve daha kisa siirelerde gerceklestirilen kurutma yontemlerinin

kullanimiyla ar1 poleni biyoaktif bilesenlerinin daha az gérecegi agiktir.

Kurutma yontemleri glineste kurutma, yapay kurutma ve liyofilizasyon (dondurarak
kurutma) sekillerinde uygulanmaktadir. Gilineste kurutma, gilines enerjisinden
yararlanilarak gerceklestirilir ancak {iriin, toz, toprak, yagmur ve bocek gibi cesitli
etkenlerden olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu zararlari en aza indirmek i¢in c¢esitli

Onlemler alinmaktadir.

Suni kurutma, {irtiniin kurutulmasi i¢in gerekli olan hava sicakliginin {iriiniin
ozelliklerine gore ayarlanarak gerceklestirilen kurutma ydntemidir. Istenilen su igerigine
ve kurutma siiresine bagli olarak hava sicakligi ayarlanmaktadir. Yapay kurutma
islemlerinde, plskiirtmeli kurutucu, vakumlu kurutucu, kopiik kurutucu, tiinel tipi
kurutucu, akiskan yatak kurutucu, tamburlu kurutucu ve liyofilizatér gibi araglar

kullanilmaktadir.

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon), dondurulmus maddedeki su taneciklerinin
maddeden siiblimasyon yoluyla ¢ikarilmasiyla maddenin kurutulmasi, yani madde
icerisindeki suyun kat1 halden dogrudan gaz haline gegirilmesi islemidir. Liyofilizasyon
dondurma evresi, birincil kurutma ve desorpsiyon evrelerinden meydana gelmektedir.
Bu yontemde kurutulan iiriintin, duyusal 6zellikleri ve besin degeri diger yontemlere
gore daha uygundur. Bu yontemin yatirim masrafi yiiksektir ancak kurutulmus gidanin

yapisint  bozmamaktadir ve hem kurutma hem de koruma ydntemi olarak

kullanilabilmektedir (Anonim, 2016)

Gidalarin igerisindeki bilesenler ile havadaki oksijen arasinda ortaya cikan bazi
tepkimeler gozlenir. Bu tepkimelere ‘“otooksidasyon” adi verilir. Meydana gelen
oksidasyon tepkimelerinin bazilari gidalarda istenirken bazilar1 ise vitamin kayiplari,
degisimler ve bozulmalara yol actif1 i¢in &nlenmeye c¢alisiimaktadir. Istenmeyen
tepkimeleri engellemek veya gidadaki oksijeni uzaklastirabilmek amaciyla gidalara
antioksidanlar katilir. Antioksidanlar oksidasyonu ancak belirli bir siireyle

durdurabilirler.



Yaglarin otooksidasyonu bir zincir tepkimesi seklinde gergeklesir:
1. Baglangic X-+RH —- R-+XH
2. Ilerleme R-+0, — ROO.
ROO-+RH —» ROOH +R-
ROOH — RO.+ROO- + H,0
3. Bitis R-, RO-, ROO: — stabil bozulma triinleri
RH: yag asidi esterleri
R-: yag asidi serbest radikalleri
ROO:- : peroksit yapisindaki serbest radikaller
ROOH : yag asidi hidroperoksitleri

Antioksidanlar ise ikinci asamadaki serbest radikale oksijen atomu vererek tepkimeyi

durdururlar.

AH +ROO- — ROOH + A-
AH : antioksidan

A- : antioksidan radikali

Son agamada serbest hale gelen antioksidan radikalleri, kendi aralarinda veya peroksit

yapidaki serbest radikallerle tepkimeye girmektedirler.
A-+A 5 A-A
A-+ROO- —+ ROOA

Antioksidanlar dogal antioksidanlar (tokoferoller, askorbik asit, nordihidroguayenet
asidi, proteinler) ve yapay antioksidanlar (BHA, BHT, PG) olarak ikiye ayrilmaktadir.

Dogal antioksidanlar ise enzimatik etki gosteren ve enzimatik etki gostermeyen



antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. E vitamini, askorbik asit ve flavonoidler dogal
antioksidan olup, enzimatik olmayan antioksidanlar grubunda yer alirken, BHT, BHA
ve Trolox yapay antioksidanlar bilinmektedir.Tokoferoller (vitamin E) siiperoksit,
hidroksi radikallerini indirgerken, askorbik asit (vitamin C) ise hidroksil radikal
gidericidir ve tokoferolii indirgemektedir. Askorbik asit, gidalardaki serbest oksijeni alir

ve bir H iyonu vererek serbest radikal zincirini inhibe eder.

HOH,C HOH,C
; o +0 0
HO ————— HO + Hjo,
— oksidasyon
HO OH C o
Askorbik asit Dehidroaskorbik asit ~ Hidrojen peroksit

Sekil 1. 1. Askorbik asidin oksidasyon reaksiyonu

Antioksidanlar etkilerini ¢esitli mekanizmalarla gostermektedirler. Bu mekanizmalar;
Radikal metabolit iliretiminin Onlenmesi, {retilmis radikallerin temizlenmesi, hiicre
deformasyonunun onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin
durdurulmast ve endojen antioksidan kapasitelerinin arttirilmast  seklindedir
(Ulusoy, 2010). Askorbik asit, vitamin E ve flavonoidler, iiretilmis radikallerin
temizlenmesi yani giderici etki gosteren mekanizma igerisinde, serbest radikallerle

birlesip onlara bir hidrojen vererek aktivitelerini durduran bilesiklerdir.

Antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi igin ise birgok yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemler hidrojen atom transferine ve elektron transferine bagli olarak
gergeklestirilmektedir. Hidrojen atomu transferlerine dayanan metotta; oksijen radikali
absorbans kapasitesi, toplam oksidan yakalama aktivitesi ve diisik yogunluklu
lipoprotein oksidasyonu gibi yontemler bulunmaktadir (Ograsici, 2010). Elektron
transferine dayali yontemler arasinda ise; Demir (III) indirgeyici antioksidan giic
(FRAP), Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) ve DPPH" radikali yakalama

kapasitesi gibi yontemler bulunmaktadir (Prior ve ark., 2005).

Ar1 poleninin antioksidan kapasitesi bulundugu yoreye bagh degismekle beraber genel

olarak antioksidan kapasitesi yiiksek dogal bir triindiir. Antioksidan kapasitesi tayin



yontemleri (FRAP, DPPH, Toplam fenolik madde) ile ar1 poleni igerisindeki
antioksidan madde kapasitesi tespit edilebilmektedir.

Fenolik bilesikler bitkilerin temel bilesenlerindendir, bitkilerin ve onlardan tiiretilen
irlinlerinin  besinsel ve organoleptik  6zelliklerinde 6nemli rol oynarlar
(Fabre ve ark., 2001; Borbalan ve ark., 2003; Fang ve ark., 2007). Fenolik bilesikler
veya polifenoller bitki aleminde en fazla bulunan yapilardandir ve 8000’den fazla
fenolik yapinin bilindigi belirtilmistir (Pietta ve Gardana, 2003). Fenolik bilesikler,
fenolik asitler ve flavonoidler olmak tiizere ikiye ayrilir. Fenolik asitler, hidroksi
sinnamik ve hidroksi benzoik asitleri igeren iki gruptan olusmaktadir. Fenolik bilesikler
yapisal olarak, bir aromatik halka ve buna bagli olarak fonksiyonel tiirevleri de dahil bir
veya daha fazla hidroksil gruplarini igeren maddelerdir ve basit fenolik molekiillerden
yiiksek polimerize bilesiklere siniflandirilmaktadir (Ulusoy, 2010). Hidroksi sinnamik
asitlerin yapisina C6-C3 iskeletine dayanirken, hidroksi benzoik asitler ise
C6-Cl1 iskeletine dayanmaktadir. Hidroksi sinnamik asitlerin baslica 6rnekleri, kumarik
asit, kafeik asit ve ferulik asittir (Karadeniz ve Eksi, 2002). Kafeik asit esterleri 6rnegin;
klorojenik asit, yliksek antioksidan aktiviteye sahip bitki kaynakli fenolik asitlerdir.
Hidroksi benzoik asitlerin baslicalar1 ise, salisilik asit (2-hidroksibenzoik asit), p-
hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik asit), gallik asit (3-4-5-trihidroksibenzoik asit),
protokatesik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit) ve vanilik asit (3-metoksi-4-

hidroksibenzoik asit)tir.

Fenolik Asitler

N

Hidroksi sinnamik asitler Hidroksi benzoik asitler
— Ferulik asit —  Vanillik asit
— Kafeik asit —  Gallik asit
- Kumarik asit — Salisilik asit
- p-kumarik asit —  p-hidroksibenzoik
— 0-kumarik asit — Protokatesik asit

Sekil 1. 2. Fenolik asit gruplar1 ve bu gruptaki baslica bilesikler
Polende polifenolik maddelerin yani sira baskin olarak flavonoidler bulunur (Villanueva

ve ark., 2002). Flavonoidler ise 6nemli antioksidan aktiviteye ve metallerle selat
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olusturma &zelligine sahiptirler (Heim ve ark., 2002). Gidalardaki serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlart etkisiz hale getirirler ve C6-C3-C6 iskeletine dayanirlar.
Flavonidler bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunurlar ve kimyasal yapilarina baglh
olarak alt1 gruba ayrilirlar. Bu gruplar; flavanonlar, flavonlar, flavonoller, flavoneller,

izoflavonlar ve antosiyaninlerdir.  Flavonoidlerin bitkilerdeki en oOnemli bilesigi

kuersetin’dir. Flavonoidlerin baglica 06rnekleri; isokuersetin, kaempferol, rutin,

naringenin, genistein, luteolin, pinosembrin ve katesin’dir.
Antosiyanidinler | Flavonlar | izoflavonlar | Flavonoller | Flavanoller Flavanonlar
Siyanidin Apigenin | Daidzein Hiperosid Katesin Diydmin
Malvidin Diosmin Genistein Astralagin Gallokatesin | Naringenin
Petunidin Luteolin Daidzm Mirisetin Epikatesin Ponsirin
Delfiinidin Riyofilin | Siyertim Kuersitrin Epikatesin-3- | Hesperidin
Peonidin Genkwain | Glisitein Rutin gallat Eriositrin

Sekil 1. 3.Flavonoid gruplar1 ve bu gruptaki baslica bilesikler

Ar polenlerinin fenolik bilesiklerinin belirlenmesinde yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilmaktadir. Coziinebilir fenolik asitler daha ¢ok metanol,
aseton, su veya bunlarin belli oranlarda ve sicakliklardaki karigimlarindan olusan

cozgenler ile ekstrakte edilmektedir (Tuncel ve ark., 2010).

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi, benzer polarlikta organik bilesiklerin ayrilmasi i¢in
cok iyt bir yontemdir (Erdik, 1993). Dogru kolon se¢imi yapildiginda tiim
kromatografik teknikler uygulanabildigi gibi, analiz sonuglarinin tekrar edilebilirligi de

oldukca yiiksektir. Ancak kullanilan ¢oziiciilerin maliyetleri fazladir.

Yiiksek basingli sivi kromatografisi; mobil faz rezervuari, pompa sistemi, enjeksiyon
bloku, kolon, dedektor-yazici ve bir fraksiyon toplama {initesinden olusmaktadir.
HPLC dedektorlerini siniflandirmak gerekirse, spektrofotometrik dedektorler, floresans

dedektorler, refraktif dedektorler ve diger dedektorler olarak siniflandirilmaktadir.



HPLC analizlerinde kat1 veya sivi olan 6rnek uygun solvent ¢oziiciilerle ekstrakte

edildikten sonra, kolona verilir ve mobil faz yardimiyla bilesenlerine ayrilmaktadir.

Geleneksel yonteme gore daha 1limli kosullarda ve daha kisa siirelerde gerceklestirilen
kurutma yontemlerinin kullanimiyla ar1 polenindeki biyoaktif bilesenlerin daha az zarar
gorecegi aciktir. Bu calismada ise, farkli kurutma yontemlerinin belirlenen biyoaktif
bilesenler iizerine olan etkisi incelenecektir. Ar1 poleninin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde FRAP, TEAC ve DPPH yontemleri ve fenolik bilesiklerin
belirlenmesinde ise yliksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) kullanilacaktir.
Yas art poleninin farkli kurutma teknikleri kullanilarak  kurutulmasiyla
(geleneksel kurutma, vakum etiiv, dondurarak kurutma), farkli ¢ézgenlerle (metanol,
etanol, aseton, su) antioksidan kapasitesi ve fenolik maddelerin belirlenmesi

gerceklestirilecektir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

LeBlanc ve ark., (2009), yapmis olduklar1 g¢alismada Sonoran Colii ¢evresinden
toplanan 6 farkli ar1 poleninin antioksidan aktivitesi incelenmis ve toplam polifenol
icerigiyle antioksidan aktivite arasinda korelasyon oldugu bulunmustur. Polenler 8 farkli
coziiciiyle ¢oziilerek hangi coziiciilerde antioksidan aktivitenin daha iyi oldugu tespit
edilmek istenmistir. Kullanilan 8 farkli ¢oziicii; su, ethanol, methanol, propanol,
2-propanol, aseton, dimetilformamid, asetonitrildir. FRAP ve DPPH testinde en yiiksek
aktiviteyi metanollii ve dimetilformamidli ekstraktlarin gosterdigi bulunmustur. Ayrica
metanollii ekstraktlarin DPPH aktivitesi EDsp olarak (EDsp=SCsp) hesaplanmis ve
0.010-15 mg/mL oldugu bildirilmistir. Metanollii ekstraktlarin kullanilmasiyla yapilan
toplam polifenol tayininde gallik asit cinsinden toplam polifenol igerigi
15.91-34.85 mg/g oldugu belirlenmistir. Testler sonucunda en yiiksek antioksidan
aktiviteyi gosteren polenlerin yiiksek polifenol icerigine sahip olan polenler oldugu

saptanmistir.

Marghitas ve ark., (2009), Romanya’da belirli floral bdlgelerden toplanmis bal arisi
polenlerinin metanollii ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi incelenmistir. Toplam
polifenol tayini; Gallik asit standardi kullanarak yapilan tayinde polenlerin
4.4-16.4 mg GAE/g toplam polifenol igerdigi, antioksidan kapasite, FeSO,’lin standart
olarak kullanildigi FRAP testinde polenlerin 0.255-5.355 mmol Fe*?/g FRAP degerine
sahip olduklar1 bulunmustur. DPPH testinde ise Trolox” standart olarak kullanip
sonuglar Trolox”™ esdegeri antioksidan kapasite olarak 0.274-2.814 mmol TR/g olarak

hesaplanmustir.

Kao ve ark., (2011), Tayvan’da en fazla toplanan polen olan ¢ay poleni lizerine yapmis
olduklar1 caligmada sulu ekstraksiyon ve etanol ekstraksiyonlariyla elde edilen cay
polenlerinin fenolik bilesenleri ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Dokuz fenolik
bilesik; gallik asit, katesin asit, metilgalat, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin,
myricetin, klorogenik asit tanimlanip hesaplanmistir. Farkli ekstraksiyon yontemlerinde
antioksidan aktivitesi farklilik gostermis, toplam fenolik madde miktarlarisoguk sulu
ekstraksiyonda 30.80 + 0.24, sicak sulu ekstraksiyonda 30.20 + 0.14, % 50’lik etanol
ekstraktinda 56.33 + 0.30, % 95’lik etanol ekstraktinda ise 61.21 + 0.28 mg/g olarak



tespit edilmistir. Bu sonuglarin dogrultusunda cay poleninin gilinlik alimlarda iyi bir

antioksidan kaynagi oldugu belirtilmistir.

Sari¢ ve ark., (2009), Cystusincanus (Laden) ’ce zengin Hirvatistan ar1 poleninin fenolik
bilesiklerinin incelenmesi ile ilgili bir arastirmada, fraksiyon toplayiciya sahip UV
dedektorli. HPLC kullanilmistir. Mevcut fenolik bilesik tayininde Cystusincanus
poleninin hidrolize olan ve hidrolize olmayan ekstraktlari hazirlanmistir. Belirlenen 13
fenolik bilesigin 6 tanesinin hidrolize olup olmadigi tespit edilememistir (myricetin,
luteolin, daidzein, genistein, naringenin, ve taxifolin). Isorhomnetin ve quercetin
konsantrasyonlart sadece hidrolize olan ekstraktlarda goézlenmistir. Kafeik asit ve
kaempferol konsantrasyonlarr, hem hidrolize ekstraktlarda hemde hidrolize olmayan
ekstraktlarda gozlenmistir. Krisin ve pinocembrin konsantrasyonlarmin ise hidrolize

olmayan ekstraktlarda ¢ok daha yiiksek oldugu degerleri gozlenmistir.

Huanhuan ve ark., (2015), yapmis olduklar1 ¢alismada 4 farkli ekstraksiyon metodu
kullanilarak kolza ar1 polenindeki flavonoid ve aglikonlarin HPLC-DAD ve APCI/MS
ile tamimlama ve smiflandirilmast yapilmistir. Ekstraksiyon metotlar1 olarak;
mikrodalga destekli ekstraksiyon, soxhlet ekstraksiyon, soguk su ile ekstraksiyon ve
sicak akista ekstraksiyon kullanilmistir. Fenolik Dbilesiklerden rutin, quersetin,
kaempferol ve isorhamnetin standartlar1 kullanilmis, Kolza ar1 poleninin ekstraktindan
elde edilen araliklarda rutin ve isorhamnetin flavonoidleri tespit edilememistir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon, soxhlet ekstraksiyon, soguk su ile ekstraksiyon ve
sicak akista ekstraksiyonda quersetin flavonoidinin igerigi sirastyla 1.37 + 0.059,
1.09 + 0.031, 097 + 0.043, 1.36 + 0.061 mg/g hesaplanmistir. Kaempferol
flavonoidinin igerigi ise sirastyla, 23.44 + 0.544, 19.27 + 0.911, 20.77 + 0.406,
13.33 + 0.847 mg/g hesaplanmustir.

Ulusoy, (2010), Anzer bali ve poleninin yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ile fenolik bilesimi ve antioksidan aktivitelerini belirlemistir. Kullanilan fenolik
standartlar; gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, katesin, klorojenik
asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferrulik asit,
benzoik asit, rutin, o-kumarik asit, 2-4-cis,trans-absisik, trans-sinnamik asit ve

kuersetindir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda Anzer ballari ve anzer polenlerinin toplam



fenolik madde miktarlar sirastyla 4.26-10.61 mg GAE/g bal, 44.07-124.20 mg GAE/g
polen oldugu tayin edilmistir. Antioksidan aktivite tayini i¢in FRAP analizi,
Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) ve DPPH" analizi yapilmis, bu
yontemlerle elde edilen sonuglar arasinda yiiksek korelasyonlar goriilmiistiir. Ayrica
anzer ballarmin yiiksek oranda rutin ve cis,trans-absisik asit igerdigi ve ballarin
timiiniin p-hidroksibenzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, benzoik asit, rutin ve cis,trans-absisik asit igerdigi belirlenmistir. Anzer
polenlerinin ise yiiksek oranda kuersetin ve rutin igerdigi ve polenlerinin hepsinin farkli
miktarlarda p-OH benzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, rutin ve cis-trans-absisik asit icerdigi belirlenmistir. Anzer bali ve poleninin

fenolik bilesim yoOniinden paralellik gosterdigi gdzlenmistir.

Tabart ve ark., (2008), tarafindan yapilan bu ¢alismada cesitli testlerle 6lglilmiis standart
bilesenlerin (fenolik bilesikler, askorbik asit, glutatyon), antioksidan aktiviteleri
karsilastirmistir. Uygulanan teknik analizler arasinda bir ayrim olusturabilmek igin
kullanilacak olan bes farkli metod TEAC, DPPH, kirmizi kan hiicresi analizi, oksijen
radikali yakalama kapasitesi (ORAC) ve Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi (ESR)
olarak secilmistir. Kullanilan metoda gore ¢ogu bilesen serbest radikal temizleme
aktivitesinde Onemli farkliliklar gostermistir. Test edilen 25 bilesikten myricetin ve
gallokatesin gibi sadece birkac bilesik cesitli testlerde kiyaslanabilir aktiviteler
goOstermistir. Antioksidan kapasitesi hesaplamalarinda, DPPH, ORAC, hemoliz direnci
ve ESR analizleri kullanilarak elde edilen degerlerin agirlikli ortalamasinin kullanilmasi

onerilmistir.

Freire ve ark., (2012), yapmis olduklari ¢alismada Canavieiras sehrinden 9 aylik siiregte
toplanan 25 adet ar1 poleni 6rneginin polen analiziyle orjinini, fenolik ve flavanoid
icerigini ve antioksidan Ozelliklerini belirlenmistir. Analiz edilen 25 6rnegin, sadece
2 adeti heterofloral olarak bulunmustur. Analiz edilen 6rneklerin tespit edilen baskin
polenleri; Cecropia, Eucalyptus, Mimosa pudica, Eupatorium ve
Scopariaolusturmaktadir. Etil asetat fraksiyonlart HPLC-DAD’da analiz edilmistir.
Isoquercetin, myricetin, tricetin, quercetin, luteolin, selagin, kaempferol ve isorhamnetin
saptanmustir. 22 Ornekte bulunan flavonoid izole edilmis ve

isorhamnetin-3-O-B-neohesperidoside olarak tanimlanmistir. Toplam fenolik igerigi
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41.5-213.2 mg GAE/g araligindaki Folin-Ciocalteu ayraci kullanilarak belirlenmistir.
DPPH ve ABTS kaynakli antioksidan aktiviteleri ve Fe™? iyon selat aktivitesi tim

ekstraktlarda gdzlenmis ve toplam fenolik icerigiyle iliskilendirilmistir.

Arruda ve ark., (2013), Sao Paulo bdlgesinden elde edilen kurutulmus ar1 poleni
orneklerinin kapsadigit B kompleks vitaminleri, fizikokimyasal kompozisyonlar1 ve
botanik orijinleri arastirilmistir. Ayrica polen tiplerinin yaklagik kompozisyon ve
vitamin bilesikleri {izerine olas1 etkisi dogrulanmistir. Vitaminler, es zamanl
ekstraksiyondan sonra, floresans dedektdrle HPLC’de hesaplanmistir. Analiz edilen
orneklerde sonuglart B kompleks vitaminlerinde biiyliik bir konsantrasyon farki
gostermistir. Kuru bazin varyasyonlari: Vitamin B; 0.59-1.09 mg/100 g; Vitamin B;
1.73-2.56 mg/100 g; Niyasin 6.43-15.34 mg/100 g; Vitamin Bg 0.33-0.68 mg/100 g
bulunmustur. Tiim o6rneklerde B, vitamini kaynagi olarak degerlendirilmistir. Besin
bilesimi sonuglari; nem 3.47 £ % 0.30, kil 2.98 + % 18, yaglar 5.39 + % 60, protein
23.38 £ % 1.24 seklinde belirlenmistir.

Morais ve ark., (2011), bes Portekiz ulusal parkindan [Parque Nacional Peneda Gerés
(PNPG); Parque Natural do Montesinho (PNM); Parque Natural do Alvao (PNA);
Parque Natural da Serra da Estrela (PNSE) ve Parque Natural do Douro Internacional
(PNDI)] toplanan ar1 polenlerinin polinolojik orijin, fenolik igerigi, antioksidan ve
antimikrobiyal oOzelliklerini  belirlemistir. Polen karisiminda 8 bitki familyasi
bulunmustur: Rosaceae, Cistaceae, Boraginaceae, Asteraceae, Fagaceae, Ericaeae,
Myrtaceae ve Fabaceae. Sirasiyla PNM ve PNDI’dan toplanan polenlerde bulunan
toplam fenolik bilesik igerigi Folin-Ciocalteu metoduyla 10.5-16.8° mg GAE/g
araliginda belirlenmistir. Olgiilen serbest radikal temizleme aktivitesinde, PNDI
parkindan toplanan polenlerde en iyi aktivite, ECso degeri 2.24 olarak hesaplanmistir. -
karoten agartma analizinden elde edilen sonug¢lar DPPH metodundaki sonuglari

dogrulamistir.

Feés ve ark., (2012), Portekizdeki Douro International Natural Parktan hasat edilmis ar1
poleninden 22 6rnekle ¢aligilmigtir. Ar1 poleni 6rneklerinin dokuz adet botanik familya
icerdigi tespit edilmistir. Su aktivitesi ve pH sirastyla 0.21-0.37 ve 4.3-5.2 araliklarinda
bulunmustur. Ar1 polenlerinin ortalama olarak, % 67.7 karbonhidrat, % 21.8 ham
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protein, % 5.2 kati yag ve % 2.9 kiil igerdigi su aktivitesi ve pH degerlerinin ise
sirastyla  0.21-0.37 ve 4.3-5.2 araliginda oldugu belirlenmistir. Enerji igerigi
396.4-411.1 kcal/100 g arahiginda oOlgiilmiistiir. Tespit edilen baslica yag asitleri,
linolenik asit, linoleik asit, palmitik asit ve oleik asittir. Ar1 polenlerinin fenolik ve
flavonoid iceriginin sirasiyla 12.9-19.8 mg GAE/g ve 4.5-7.1 mg katesin/g araliginda
oldugu belirlenmistir. ~ Serbest radikal silipirme aktivitesi ve [-karoten agartma

analizleri (ECsp) sirasiyla, 3.0 + 0.7 mg/ml ve 4.6 = 0.9 mg/ml bulunmustur.

Zili¢ ve ark., (2014), musir genotiplerinden bitki polenlerinin besin kompozisyonu,
fenolik profilleri ve antioksidan kapasiteleri degerlendirilmistir. Ayrica, 4°C’de 7 giin
saklanip, 40°C’de 6 saat kurutulan ve 12 saat 60°C’ye maruz birakilan polen
orneklerinde antioksidan kapasitesi, melanoidlerin esmerlesmesi ve dalga boyu
spektrosu arastirilmigtir. Toplam fenolik ve flavonoid igeriginin en yiiksek oldugu tatl
musir poleninin en yiiksek antioksidan kapasitesiye de (104.38 mmol Trolox eqg/kg)
sahip oldugu belirlenmistir. Tiim polen Orneklerinde Quercetinen ¢ok bulunan
flavonoiddir. Bitkisel misir poleni, islevsel bir gida katkis1 olarak diyette de
kullanilabildigi belirtilmistir. Ancak polen Maillard reaksiyonlarina ve fenolik

oksidasyonuna duyarligi oldugu goriilmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Nisan ayinda Antalya Merkez ve cevre ilgelerinden toplanan taze polenler Kkilitli
posetlere 200-250 gram araliginda tartilarak (Shimadzu, ATX224, Filipinler), analiz

yapilincaya kadar -18°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Ar1 Poleninin Kurutulmasi

Kovanlardan toplanan taze ar1 polenlerinin kurutulmasinda Ordu Aricilik Enstitiisiinde
kullanilan tepsili kurutucuya ek olarak vakum etiiv ve dondurarak kurutucu
kullanilmigtir. Arjantin ve Brezilya gibi bazi {ilkelerde kurutulmus ar1 polenlerinin
tastyacagl maksimum nem miktar1 sirasiyla % 8 ve % 4 olarak siirlandirilirken
tilkemizde bu konuda ¢ikartilmis polen teblige gore kurutulmus polenin nem miktar1 %

10°dan fazla olmamalidir (Melo ve Almeida-Muradian, 2011; Anonim, 2006).

3.2.1.1. Tepsili Kurutucuda Kurutma Islemi

Tazear1 polenlerinin kurutma islemi Ordu Aricilik Arastirma Enstitlisii atdlyesinde
yapilmis olan tepsili kurutucuda 35°C de gergeklestirilmistir.

3.2.1.2. Vakum Etiivde Kurutma Islemi

Art polenlerinin kurutma islemi, 35°C'de 100 mbar basing altinda Memmert VO200
(Germany) marka-model vakum etiivde yapilmuistir.

3.2.1.3. Dondurarak Kurutucuda Kurutma islemi

Taze ar1 poleninin kurutma islemi -50°C'de 0.1 mbar basing altinda Labconco Freezone

2.5 (U.S.) marka-model liyofilizatérde gerceklestirilmistir.
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3.2.2. Ar1 Poleninde Yapilan Analiz
3.2.2.1. Nem

Nem analizi i¢in 10 gram polen, darasi 6nceden alinmis kaplara tartildi. Etiivde (Binder,
Almanya) 105°C’de sabit tartima gelene kadar bekletildi ve tartim islemi tekrarlandi
(Anonim, 2011).

3.2.2.2. pH

10 gram ar1 poleni 90 ml saf su iginde ¢6ziindiiriildiikten sonra 6nceden kalibre edilmis
pH metre (Istek, 2401, Korea) kullanilarak pH olgtimii yapilmistir (Yetim ve Kesmen,
2008).

3.2.2.3. Protein Tayini

Ar1 polenlerinin toplam protein miktarinin belirlenmesinde A.O.A.C. (2000) tarafindan
Onerilen 955.04. no’lu Kjeldahl yontemi uygulanmistir. Bu amagla sabit tartima
gelinceye kadar kurutulan polen orneklerinden birer gram tartilarak yakma iinitesinde
(Velp Scientificia, DK 20) yakma islemine tabi tutulmustur. Yakma islemi i¢in
150°C'de 15 dakika, 250°C'de 20 dakika 270°C'de 30 dakika ve 420°C'de 40 dakika
olacak sekilde kademeli bir yakma programi1 uygulanmistir. Yakma islemi
tamamlandiktan sonra sogutulan 6rnekler distilasyon cihazinda (Velp Scientificia, UDK
149) 2.5 dakika distilasyon islemine ve takiben 0.2 N HCI ile titrasyon islemine tabi
tutulmustur. Sonuglar % Azot olarak hesaplanmis ve % protein miktarinin

belirlenmesinde 6.25 protein faktorii kullanilmistir (Almedia-Muradian ve ark., 2005).
3.2.2.4. Yag Tayini

Polen 6rneklerinin yag icerigi soxhlet ekstraksiyon metodu ile saptanmistir. Analizde
solvent olarak n-hekzan kullanilmistir. Soxhlet ekstraksiyon islemi Velp Scientificia
marka SER 148 model solvent ekstraktor cihazi (Usmate, Italy) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Orneklerdeki yiizde ham yag oraninin belirlenmesinde A.O.A.C.
(2000) tarafindan 6nerilen 991.36. No’lu yontem izlenmistir.

14



3.2.2.5. C Vitamini Tayini

Polen Orneklerinin C vitamini igeriginin belirlenmesinde Reflectoquant RQfleks plus
(Merck, Germany) reflektometre cihazi ve askorbik asit test kiti kullanmilmistir. Bu
amagla 0.5 g kurutulmus ar1 poleni 6rnegine 5 ml % 1'lik okzalik asit ¢ozeltisi eklenerek
vortekslendikten (Isolab, D2012 plus, Almanya) ve 10000 g'de 10 dakika santrifiij
cihazinda (Isolab, MX-3, Almanya) santrifiij edildikten sonra elde edilen s1v1 kisimda
askorbik asit test kiti kullanilarak C vitamini 6l¢tim islemi gerceklestirilmistir (Anonim,
2015).

3.2.3. Ar1 Poleninde Antioksidan Aktivite Tayinleri

Antioksidan aktivite tayininde kullanmak amaciyla toplanan polenlerin 4 farkli ¢6zgen
ile ekstraktlar1 hazirlanmigtir. Bu ¢6zgenlerden saf su eldesinde Human marka Zeneer
Power | model (Giiney Kore) saf su cihazi kullanilmis, etanol ve metanol Merck
(Almanya) firmasindan, aseton ise Sigma-Aldrich (Isvigre) firmasindan temin
edilmistir. Bu amagla polen Orneklerinden 1’er gram alnip 9 ml c¢ozgende
¢oziindiiriildiikten sonra galkalayicida (IKA, KS260 basic) 1 saat galkalama islemine
tabi tutulmustur. Hazirlanan ekstraktlar antioksidan aktivite tayininde kullanilmak
tizere tiiplerde +4°C buzdolabinda 24 saat muhafaza edilmistir. Hazirlanan polen
ekstraktlarimin ~ konsantrasyonlarinin  ayarlanmasinda  ekstraksiyon  isleminin

gergeklestirildigi ¢ozgenler kullanilmigtir (Lachman ve ark., 2010).

3.2.3.1. Demir (IIT) Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini

Analizde Fe™ kaynagi olarak FeCls kullanilmis ve polen ekstraktlarinda bulunan
antioksidan miktarlariyla orantili olarak ortaya ¢ikan yesil renk spektrofotometrik olarak
gozlenmistir. Analizde kullanilmak iizere giinliik olarak, pH’s1 6.6 olan sodyum fosfat
tamponu (Merck, India), % 1’lik potasyum ferrosiyonat Kz[Fe(CN)s] (Merck,
Almanya), % 0.1 demir kloriir (FeCls) (Merck, Almanya), % 10’luk triklorasetik asit
(TCA) (Sigma-Aldrich,  Almanya)  hazirlanmistir. ~ Polen  ekstraktlarina
konsantrasyonlarina bagli olarak 1250 pl tamamlamak amaciyla sodyum fosfat tamponu
ve 1250 pl potasyum ferrosiyonat eklenmis daha sonra ornekler 50°C deki etiivde
(Binder, ED 115, Almanya) 30 dakika bekletilmistir. Etiivden c¢ikarilmis, {izerine
1250 pul TCA ve 250 pl demir kloriir eklenmis ve vortekslenmis orneklerin
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absorbanslar1 kore karsi (igerisinde numune ve FeCls bulunmayan) 700 nm dalga
boyunda okunmustur. Elde edilen sonuglar, % 0.01°lik Trolox”™ (Sigma-Aldrich, Isvicre)
stok ¢Ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis olan (80, 120, 160, 240)
Trolox®la, karsilagtirilmistir. Trolox® esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) olarak

hesaplanmistir (Politeo ve ark., 2007).

3.2.3.2. DPPH" Radikali Temizleme Aktivitesi

Polen ekstraktlarmin konsantrasyonlarina bagli olarak 3000 pl’e tamamlamak amaciyla
etanol ilave edilmistir. Analizde kullanilmak iizere gilinliik hazirlanmigs olan DPPH
¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, Almanya) eklenmis ve vortekslenmistir. Icerisinde sadece 3
ml etanol ve 1 ml DPPH ¢6zeltisi bulunan 3 tekrarli kontrol tiipleri ve 3 ml etanol
bulunan kér hazirlanmistir. Ornekler, 30 dakika karanlik ortamda bekletilmistir.
Omeklerin absorbanslari, 517 nm dalga boyunda kére karst okunmustur. Elde edilen
sonugclar, grafik haline getirilerek 1Cso degerleri mg/ml cinsinden hesaplanmistir (Brand-
Williams ve ark., 1995).

3.2.3.3. Toplam Fenolik Madde Tayini

Analize baslamadan 6nce gallik asitin (Merck, Cin) 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 ul’ lik
konsantrasyonlar: ve analizde kullanilmak igin giinliik olarak sodyum karbonat
hazirlanmistir. Hazirlanmis olan polen ekstraktlarina, konsantrasyonlarina gore 4600
ul’ye tamamlamak amaciyla saf su eklenmistir. Orneklere sirasiyla 0.1 ml Folin-
Ciocalteu (Merck, Almanya) reaktifi ve 0.3 ml sodyum karbonat (Merck, Almanya)
eklendikten sonra vortekslenmistir. 1ki saat oda sicakliginda bekletildikten sonra
orneklerin absorbanslari, spektrofotometrede (Thermo Electron, Helios) 765 nm dalga
boyunda kore (igerisinde numune bulunmayan) karst okunmustur. Gallik asit
konsantrasyonlarina karsilik gelen okuma degerleri bulunarak grafik cizilmistir. Grafige
ait regresyon esitligi kullanilarak hazirlanan polenin toplam fenolik madde miktarlar
gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden mg fenolik madde/g numune olarak hesaplanmistir

(Lachman ve ark., 2010).
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3.2.4. An1 Poleninin Fenolik i¢eriginin Belirlenmesi

Ar1 poleni numunelerinin fenolik igeriginin belirlenmesinde diyot array dedektor (DAD)
ile donanimli Shimadzu marka HPLC cihaz1 kullanilmistir. Analiz edilecek 6rneklerden
3 g tartilip 15 ml metanol igerisinde 20 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda
ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen karisim 0.45 pum’lik filtreden
gegirilerek viallere aktarilmistir. Analiz CTO-10Avp (250 x 4.60 mm, 5p)
C18 kolonunda 45°C de 0.8 ml/dk akis hizinda gerceklestirilmistir. Tasiyic1 faz olarak
(A) 0.25 um’lik filtrelerden gecirilen ve ulturasonik su banyosunda degaz edilen % 3
asetik asitin ultra saf sudaki ¢ozeltisi ve (B) metanol kullanilmistir. Eliisyonda Cizelge
3.1°de verilen gradiyent programi takip edilmistir. Analizde enjeksiyon hacmi 20 pL ve

okuma yapilan dalga boyu 278 nm olarak belirlenmistir (Karacabey ve Mazza, 2008).

Cizelge 3. 1. HPLC analizinde kullanilan gradiyent program

Zaman (dk.) % A %B Akis Hizi (ml/dk.)
0 93 7 1.2
20 72 28 1.2
28 75 25 1.2
35 70 30 1.2
50 70 30 1.2
60 67 33 1.2
62 58 42 1.2
70 50 50 1.2
73 30 70 1.2
75 20 80 1.2
80 0 100 1.2
90 93 7 1.2

A: %3 Asetik asitli ultra saf su B: Metanol

3.2.5. istatistiksel Analizler

Taze ar1 polenleri ve farkli kurutma yontemleri (tepsili kurutucu, vakum etiiv,
liyofilizator) uygulanmis ar1 polenlerinin, 4 farkli ¢6zgen (metanol, etanol, aseton, su)
ile hazirlanan ekstraktlarinda yapilan analizler, 3 tekerriirli ve 2 parallelli olarak

yiirlitiilmistiir.

17



Analizlerden elde edilen sonuglarda Minitab 17 istatistik paket programi kullanilarak
istatistiksel degerlendirme yapilmistir. Tek yonli ve iki yonlii varyans analiz teknigi
(ANOVA) kullanilarak, grup ortalamalar1 arasindaki farklar tespit edilmistir. Farkli
ortalamalarin belirlenmesi amaciyla, harfli gésterim seklinde ifade edilen Tukey Coklu

Karsilagtirma Testi yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kimyasal Analizler
4.1.1. Nem

Uluslararasi literatiire bakildiginda Brezilya ve Arjantin gibi baz iilkelerde kurutulmus
ar1 polenlerinin tagiyacagi maksimum nem miktar1 belirli degerlerle (sirasiyla % 4 ve
% 8) simirlandirilirken tilkemizde polen iizerine ¢ikartilan tebligide kuru polenin nem
iceriginin kiitlece % 10°dan fazla olmamasi gerektigi belirtilmistir (Melo ve Almeida-
Muradian, 2011; Anonim, 2006). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada ar1 polenlerinin nem

icerigi % 8’e ulastiginda kurutulma islemi sonlandirilmistir.

Kurutma islemleri sonucunda elde edilen ve nem analizi i¢in 105°C’de 24 saat
boyunca bekletilen ar1 polenlerinin, yiizdelik nem degerleri [(ilk tartim-son tartim) / ilk
tartim]*100 formiilasyonuyla hesaplanmistir. Nem Olclimlerine ait degerler Cizelge

4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. Ar1 poleninin nem degerleri

Kurutma Metotlar Kurutma Kosullar Siire Nem ]%egerlerl
(saat) (%)
Taze polen - - 22.19+0.31
Tepsili Kurutucu 35°C / atmosferik 6.0 3.04 +0.01
basing '
Vakumlu Etiiv 35°C / 100 mbar 415 7.97+0.01
Liyofilizator -50°C / 0,1 mbar 38.5 7.32 £0.04

Taze ar1 poleninin nem degeri % 22.19 iken, kurutulan polenlerin nem degerleri % 8
civarinda istenildigi icin araliklarla nem diizeyleri kontrol edilerek kurutma islemleri

gergeklestirilmistir.
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4.1.2. pH

(Cozdirme igsleminden sonra elde edilen ar1 poleni ekstraktlarinin 6lgiilen pH degerleri

Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4. 2. Ar1 polenlerinin pH 6l¢limlerine ait degerler

Kurutma Metotlar pH Degerleri
Taze polen 3.98+0.04 a
Tepsili Kurutucu 4.28+0.00b
Vakumlu Etiiv 421+0.00b
Liyofilizator 421+0.00b

Ar1 polenlerine kurutma islemleri uygulandiginda pH degerlerinde artis gozlenmistir.
Taze ar1 poleni ve farkli kurutma yontemleri uygulanan ar1 polenlerinin pH degerleri
arasindaki farkliligin istatistik olarak énemli bulunmustur (p<0.05). Tepsili kurutucuda
kurutulan ar1 poleninin pH degerinin, diger kurutma yontemleri uygulanan ari

polenlerinin pH degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (EK 2).

Literatiire bakildiginda ar1 polenin pH degerinin polenin elde edildigi cografi bolgeye ve
bitki Ortiistine bagli olarak degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Herbert ve ark.,
(1978), tarafindan yapilan ¢alismada Amerika’nin Maryland eyaletinden elde edilen
polenlerin pH’s1 ise 4.8 olarak tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada ise

taze ar1 poleninin pH degeri 4.00 olarak ol¢tilmiistiir.
4.1.3. Protein Tayini

Taze polen ve kurutulmus polen 6rnekleri sabit tartima kadar kurutulduktan sonra her
bir 6rnekten 1 gram tartilarak protein analizi gergeklestirilmistir. Tiim 6rnekler sirasiyla
yakma ve distilasyon islemine tabi tutulmustur. Sonuglar kuru madde miktari iizerinden
hesaplanmistir. Taze ve kurutulmus polen Orneklerinin igerdigi protein miktarimni

gosteren tablo Cizelge 4.3’de goriilmektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda
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farkli kurutma islemleri uygulanan ar1 polenlerinin protein miktarlar1 arasindaki

farkliliklarin 6nemli diizeyde olmadigi tespit edilmistir. (EK 3).

Cizelge 4. 3. Ar1 polenlerinin yapisindaki protein miktari

Protein Miktarlar

Kurutma Metotlar (%)

Taze polen 15.689 +0.810 a
Tepsili Kurutucu 15.058 +2.949 a
Vakumlu Etiiv 16.509 + 1.628 a
Liyofilizator 16.625+ 0.800 a

Ar1 poleninin protein igeriginin berlirlendigi farkli ¢aligmalarda elde edildigi cografi
bolgeye bagli olarak protein miktarinin % 7 ila % 40 araliginda degistigi goriilmektedir.
Kosti¢ ve ark., (2015), yapmis olduklar1 ¢alismada polen 6rneklerinin protein igeriginin
% 14.81-27.25 araliginda degistigini tesbit etmistir. Forcone ve ark., (2011), tarafindan
Arjantin Santo-Cruz boélgesinin kuzeybatisinda bulunan 15 farkli alandan toplanan
polen o6rneklerinin protein miktarlar1 % 13.25-24.43 olarak tespit edilmistir. Yapmis
oldugumuz bu caligmada tiim polen Orneklerinin protein miktarimin yaklasik
% 16 civarinda oldugu ve uygulanan kurutma yontemlerinin art poleninin protein

iceriginde 6nemli bir degisime neden olmadigi tespit edilmistir.
4.1.4. Yag Tayini

Kurutma islemleri sonucunda elde edilen ar1 polenleri, filtre kagitlar1 igerisine
tartildiktan sonra Soxhelet cihazina yerlestirilmistir. Yag tayini sonucunda, filtre
kagitlar1 etiivde 50°C’de kurutulmustur. Son tartim yapildiktan sonra ylizdelik yag
degerleri kuru madde iizerinden hesaplanmistir. Taze ar1 poleni ve farkli yontemlerle
kurutulmus ar1 polenlerinin yag icerigi arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadig:
(EK 4) ve orneklerin yag iceriginin % 4.028 ila % 4.502 arasinda degistigi
Cizelge 4.4.’te goriilmektedir.
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Cizelge 4. 4. Ar1 polenlerinin yapisindaki yag miktar

Kurutma Metotlar Yag N(Ig/l; ;arlarl
Taze polen 4.134+0.022 a
Tepsili Kurutucu 4,502 +£0.523 a
Vakumlu Etiiv 4.028+0.019a
Liyofilizator 4.482+0.223a

Armin poleni topladigt bitki veya bitkilere bagli olarak ar1 poleninin yag igerigi
degiskenlik gostermektedir. Martins ve ark., (2011), tarafindan Brezilya’dan toplanan
polenlerin yag miktar1 4.01-13.31 g/100 g olarak tespit edilmistir. Sattler ve ark.,
(2015), Brezilya’nin giineyinden toplanan polenlerde yapilan yag tayininde ise yag

miktarmi % 3.4 olarak belirlemistir.
4.1.5. C Vitamini Tayini

Cozdiirme igsleminden sonra elde edilen ar1 poleni ekstraktlarinin C vitamini sonuglari
mg/kg olarak Cizelge 4. 5’de gosterilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore istatistiksel
olarak uygulanan kurutma teknikleri arasinda farkliliklar oldugu ve kurutulmus polen
orneklerinin C vitamini igeriginin yas polene kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir
(EK 5.). Taze polen ve tepsili kurutucuyla kurutulmus polen 6rneklerinin C vitamini

icerigi arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmamastir.

Cizelge 4. 5. Ar1 polenlerinin igerigindeki C vitamini degerleri

C vitamini Degerleri

Kurutma Metotlan (mg/kg kuru polen)

Taze polen 450.505+4.231a
Tepsili Kurutucu 440.598 £5.387 a
Vakumlu Etiiv 248.392 +£4.021 b
Liyofilizator 317.247+4.545¢c
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Arn polenlerinin C vitamini igerigi kovanin bulundugu cografi bdlgeye ve o bolgedeki
bitki florasina bagli olarak farkliliklar gostermektedir. Almeida-Muradian ve ark.,
(2005), yapis oldugu c¢alismada kullandiklari polen orneklerinde C vitamini analizi
yapmis ancak herhangi bir deger tespit edememistir. Sattler ve ark., (2015), tarafindan
yapilan ¢alismada Brezilya’dan elde edilen polenlerin C vitamini igeriginin % 262.3
oldugu belirlenmistir. Oliveria ve ark., (2009), yapmis olduklari ¢alismada polenin C
vitamini igerigini 274-559 ng/g olarak tespit edilmistir.

4.2. Antioksidan Aktivite Tayinleri

4.2.1. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini

Demir (Ill) indirgeme kuvveti analizinde, ar1 poleni numunelerinde kalibrasyon
amaciyla degisen konsantrasyonda Trolox ™ kullamilarak galisma grafigi olusturulmustur.
Bu grafikten elde edilen denklem aracihigiyla mg Trolox®/g kuru polen cinsinden
sonuglar hesaplanmis ve bu sonuglar Trolox® esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC)
olarak belirtilmistir. Numunelerde 3 paralel seklinde ¢alisilmis, grafikte verilen
absorbans degerleri bu ¢alismalarin ortalamasidir. Fe™ indirgeme kuvveti TEAC

degeriyle dogru orantili olarak artmaktadir.

4.2.1.1. Taze Ar Poleninin Demir (III) indirgeme Antioksidan Kapasitesi
(FRAP) Tayini

Taze ar1 poleninde Demir (I1l) indirgeme antioksidan kapasitesi tayininde her bir
cozgen icin 2 paralel olusturulmus, her numune i¢in ise 3 paralel olusturulmustur.
Sonuglar konsantrasyonlarin ortalamasi olarak alinmistir. Spektrofotometrede okunan
absorbans degerlerine gore olusturulan Trolox” calisma grafigi Sekil 4.1°de gdsterilmis,
egilim ¢izgisinden elde edilen denklem (y=0.116*x + 0.043) ile sonuglara ulagilmistir
ve sonuglar gram kuru ornek basina Trolox® esdegeri antioksidan kapasite (TEAC/g)
olarak ifade edilmistir. Taze ar1 poleninin farkli ¢6zgenlerle hazirlanan ekstraktlariyla
yapilan Demir (I1l) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) tayininin sonuglari

Cizelge 4. 6°de verilmistir.
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Sekil 4. 1. Taze ar1 poleninin FRAP tayini i¢in Trolox” ile olusturulan galisma
grafigi

Cizelge 4. 6. Taze ar1 poleninin TEAC/g degerleri

Cozgenler FRAP Tayin Sonuclari
(TEAC/g kuru polen)

Metanol 79.656 + 3.003 a

Etanol 18.801+0.237 b

Aseton 18.729 + 0.000 b

Su 23.252+0.084 b

Analiz sonuglar1 gostermistir ki taze ar1 polenindeki Demir (111) indirgeme antioksidan
kapasitesinin en yiiksek sonuglarini metanol ile ekstrakte edilen ar1 poleni vermistir.
Farkli ¢ozgenlere gére FRAP tayin sonuglari siralamasi metanol > su > etanol > aseton
seklinde gbzlenmistir. Farkli ¢ozgenlerle ekstrakte edilmis taze ar1 polenlerinin Demir
(ITI) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) analizinin sonuglar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak Onemlidir (p<0.05). Cheng ve ark., (2013), tarafindan yapilan
calismada C.pinnitifida poleninde FRAP analizi sonuglart 42.13 + 1.14 pmol

Trolox®“esdegeri/g olarak bulunmustur.
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4.2.1.2. Tepsili Kurutucuda Kurutulan Ar1 Poleninin Demir (III) indirgeme
Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini

Calismada her bir ¢6zgen (metanol, etanol, su, aseton) i¢in 2 paralel olusturulmus,
kurutulmus ar1 poleninden hazirlanan ekstraktlarla, degisen konsantrasyonlarda
3 paralel ¢alisilmistir. Sonuglar konsantrasyonlarin ortalamasi olarak alinmistir. Okunan
absorbans degerlerine gore olusturulan Trolox® calisma grafigi Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Egilim ¢izgisinden elde edilen denklem (y=0.068*x + 0.080) ile
sonuglara ulasilmistir ve sonuglar g kuru 6rnek basina Trolox® esdegeri antioksidan

kapasite (TEAC/g) olarak ifade edilmistir.

0,400 -
y =0.068*x + 0.080
R2=10.997

0,350 -

0,300 -
0,250 -

0,200 -

Absorbans

0,150 -
0,100 -

0,050 -

0,000 ; ; ; .
0,08 0,12 0,16 0,24
mg Trolox®/ml

Sekil 4. 2. Tepsili kurutucuda kurutulan ar1 poleninin FRAP tayini igin Trolox" ile
olusturulan ¢aligma grafigi

Tepsili kurutucuda kurutulmus ar1 poleninin farkl ¢ézgenlerle hazirlanan ekstraktlariyla
yapilan Demir (II) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) tayininin sonuglari
Cizelge 4. 7°de verilmistir. Tepsili kurutucuda kurutulmus bir gram polendeki Trolox®
esdegeri antioksidan kapasitenin en yiliksek goriildiigii ¢ozgen, taze ar1 poleninde de
gortldiigi gibi metanoldiir. Cozgenlerin FRAP tayin sonuglar1 siralamasi ise

metanol > su > aseton > etanol seklindedir.
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Cizelge 4. 7. Tepsili kurutucuda kurutulan ar1 polenlerinin TEAC/g degerleri

Cozgenler FRAP Tayin Sonugclar
g (TEAC/g kuru polen)

Metanol 74.036 + 2.783 a

Etanol 14.442 £ 0.095 b

Aseton 18.738 £ 3.712 b

Su 23.708 + 2.003 b

Tepsili kurutucuda kurutulmus ar1 polenlerinin farkli ¢ozgenler kullanilarak hazirlanan
ekstraktlarinin Demir (III) indirgeme antioksidan kapasitesi analizi sonuglar1 arasindaki
farklilik istatiksel olarak oOnemlidir (p<0.05). FRAP analizinde en yiiksek sonucu
metanol ¢ozgeniyle hazirlanan ekstraktin vermis oldugu ve diger ¢6zgenlerle hazirlanan

ekstraktlarin sonuglarinda benzerlikler oldugu goriilmektedir.

4.2.1.3. Vakum Etiivde Kurutulan Ar1 Poleninin Demir (III) Indirgeme
Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini

Vakum etiivde kurutulan ar1 poleninin farkli ¢dzgenlerle hazirlanan ekstraktlariyla
Demir (I1) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) tayini yapilmistir. Absorbans
degerlerine gore cizilen Trolox® calisma grafiginden (Sekil 4.3) elde edilen denklem
(y=0.099*x + 0.078) ile sonuglar 1 gram kuru polendeki Trolox® esdegeri antioksidan
kapasitesi (TEAC/g) olarak hesaplanmistir. Vakum etiivde kurutulan ve farkh
cozgenlerle ekstrakte edilen ar1 polenlerinin FRAP tayini sonuglari ise Cizelge 4.8’de

goriilmektedir.
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Sekil 4. 3. Vakum etiivde kurutulan ar1 poleninin FRAP tayini i¢in Trolox®

ile olusturulan ¢alisma grafigi

Cizelge 4. 8. Vakum etiivde kurutulan ar1 polenlerinin TEAC/g degerleri

Cizgenler FRAP Tayin Sonuclari
g (TEAC/g kuru polen)

Metanol 95.256 + 0.476 a

Etanol 24.351+£0.022 ¢

Aseton 17.192+0.771d

Su 30.556 = 0.302 b

Vakum etiivde kurutulmus ar1 polenlerinin farkli ¢ézgenlerle hazirlanan ekstraktlarinin
FRAP analizi sonuglar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak Snemlidir (p<0.05).
Vakum etiivde kurutulan ar1 polenlerinin FRAP tayini sonuglarina gore en yiiksek
Demir indirgeme antioksidan kapasitesini metanol ¢6zgeniyle ekstrakte edilen ar1 poleni
gostermistir. Cozgenlere gore siralama ise metanol > su > etanol > aseton seklindedir

(Cizelge 4.8).
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4.2.1.4. Liyofilizatorde Kurutulan Ar1 Poleninin Demir (II) Indirgeme
Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini

Spektrofotometrede okunan absorbans degerlerine gore olusturulan Trolox®™ calisma
grafigi Sekil 4.4’de gosterilmis, egilim ¢izgisinden elde edilen denklem
(y=0.091*x + 0.068) ile sonuclara ulasilmistir ve sonuglar g kuru rnek basina Trolox™

esdegeri antioksidan kapasite (TEAC/g) olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4. 4. Liyofilizatorde kurutulan ari poleninin FRAP tayini i¢in Trolox” ile
olusturulan caligma grafigi

Calismada her bir ¢ozgen (metanol, etanol, su, aseton) i¢in 2 paralel olusturulmus,
kurutulmus ar1 poleninden hazirlanan ekstraktlarla, degisen konsantrasyonlarda
3 paralel calisilmistir. Farkli ¢ozgenlerle ekstrakte edilen liyofilizatorde kurutulmus ar

polenlerinin FRAP tayini sonuglari ise Cizelge 4.9°da goriilmektedir.
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Cizelge 4. 9. Liyofilizatérde kurutulmus ar1 polenlerinin TEAC/g degerleri

Cozgenler FRAP Tayin Sonugclar
g (TEAC/g kuru polen)

Metanol 77.324 +0.502 a

Etanol 18.918+0.191 ¢

Aseton 14579+ 0.091 d

Su 23.097 £0.124 b

Bir gram kuru polendeki Trolox® esdegeri antioksidan kapasitenin en yiiksek oldugu
¢ozgen metanol olarak bulunmustur. FRAP tayin sonuglarina gore siralama ise

metanol > su > etanol > aseton seklinde gozlenmistir.

Liyofilizatérde kurutulmus ar1 poleninin farkli ¢ézgenlerle ekstraktlarinin FRAP analizi

sonuclart arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Farkli kurutma yontemleriyle kurutulmus ve farkli ¢ézgenlerle ekstrakte edilmis ari
polenlerinde Demir (111) indirgeme kapasitesi analizi sonuglari arasinda farkliliklar
goriilmistlir (EK 8.A). Metanol ¢ozgeniyle ekstrakte edilmis olan ar1 polenlerinden,
FRAP analizindeki en yiiksek sonu¢ vakum etiivde kurutulan ar1 poleninde gozlenmistir
(EK 8.B). Etanol ¢ozgeniyle ekstrakte edilen ar1 polenlerinde taze ari poleni ve
liyofilizatorde kurutulmus art polenlerinin FRAP tayini sonuglart arasinda benzerlikler
oldugu tespit edilmistir (EK 8.C). Taze ar1 poleni ve farkli yontemlerle kurutulmus ari
polenlerinin aseton ¢odzgeniyle hazirlanan ekstraktlarinin FRAP analizi sonuglari
arasinda Onemli farkliliklarin olmadigr gozlenmistir (EK 8.D). Farkli yontemlerle
kurutulan ar1 polenlerinin arasinda ise, liyofilizatdrde kurutulan ar1 polenlerinin aseton
cozgeniyle hazirlanmis olan ekstraktin FRAP analiz sonucu daha diisiik olarak
bulunmustur. Su ¢ozgeniyle ekstrakte edilmis ar1 polenlerinin FRAP analizi sonuglari
kurutma yontemleri arasinda benzerlikler gosterirken, en yiiksek sonu¢ vakum etiivde

kurutulan ar1 poleninde goriilmistiir (EK 8.E).
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4.2.2. DPPH" Radikali Temizleme Aktivitesi

Kontrol numuneleri 3 paralel olarak hazirlanip, okunan degerlerin ortalamasi alinmaistir.
Numuneler de 3 paralel ¢alisilmis, bu paralellerin spektrofotometrede okunmasiyla elde
edilen absorbans degerlerinin ortalamasi1 alinmistir. Farkli hacimlerde alinan Trolox ile
analiz basinda tartilan Trolox miktart (0.01 g) carpilip, nhumune konsantrasyonuna
(10000 ppm) boliinmiigtiir. Ortalamalarindan numunelerin absorbans ortalamalar
cikarildiktan sonra tekrar kontrol degerine boliinerek 100 ile carpilmis ve a degeri
bulunmustur (a: [((Kontrol-Absorbans Degeri)/Kontrol)*100]. Konsantrasyonlara bagli
olarak elde edilen mg Trolox®/ml ile a degerlerinden grafik olusturulmustur. Bu
grafiklerden elde edilen denklemler ile sonuglar ICsy (mg/ml) degeri olarak

hesaplanmustir.

4.2.2.1. Taze Ar1 Poleninin DPPH" Radikali Temizleme Aktivitesi

Degisen konsantrasyonlardaki Trolox®’un absorbans ve konsantrasyon degerleriyle
calisma grafigi olusturulmustur (Sekil 4.5). Her bir ¢ozgen igin 2 paralel, her bir
numune i¢inse 3 paralel seklinde hazirlanmistir. Numunelerin absorbans degerlerinin
ortalamalar1 ve a degerleri ile her bir ¢ozgen i¢in grafikler olusturulmus, bu grafiklerden
elde edilen denklemler ile 1Csy degeri tespit edilmistir (Cizelge 4.10). ki paralel olan
¢ozgenler i¢in sonuglar ICsp (mg/ml) degerlerinin ortalamasi olarak alinmistir. Grafikten
elde edilen denklem ile taze ari poleninin DPPH" tayini Trolox® ICsy degeri

2.500 mg/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 5. Taze ar1 poleninin DPPH" tayini igin Trolox" ile olusturulan ¢alisma
grafigi

DPPH" tayini icin olusturulan calisma grafiginden hesaplanan ICsy degerleri ne kadar
diisiik olursa, antioksidan aktivitesi de o kadar fazla oldugu bilinmektedir (Giiven, 2010;
Dogmus ve Durucasu, 2013). 1Csy degerlerine gore siralama su > aseton > metanol >
etanol seklindedir (Cizelge 4.10). Taze ar1 poleninde farkli ¢ozgenlerin aktivitelerine

gore siralamasi etanol > metanol > aseton > su seklindedir.

Su ¢dzgeniyle hazirlanan taze ar1 poleni ekstraktinin DPPH™ analizi sonucunun daha
yiiksek oldugu ve diger ¢ozgenlerle hazirlanan ekstraktlarin analiz sonuglar1 arasinda

benzerlikler oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4. 10. Taze ar1 polenlerinin 1Csy degerleri

DPPH Tayin Sonuglari (ICs)

Cozgenler (mg/ml)

Metanol 4319+0.042b
Etanol 3.068+0.055 b
Aseton 4467 +0.115b
Su 7.932+1.017 a
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Marghitas ve ark., (2009), Romanya’nin belirli bolgelerinden toplanan ar1 polenleri ile
yapilmis  olduklar1  ¢alismada Trolox®™ esdegeri  antioksidan  kapasitesini
0.274-2.814 mmol Trolox®/g olarak belirlemistir. Khider ve ark., (2013), yaptiklari
calismada musir polenlerinin metanol ekstraktlarinda ICsy degerini 0.8 ug/ml olarak

tespit edilmistir.

4.2.2.2. Tepsili Kurutucuda Kurutulan Ar1 Poleninin DPPH" Radikali Temizleme
Aktivitesi

Tepsili kurutucuda istenilen diizeyde kurutulan ari1 poleni numuneleri analiz igin
kullamImustir. Trolox™*un degisen konsantrasyonlardaki absorbans degerleri 6lgiilerek,
standart ¢aligma grafigi olusturulmustur (Sekil 4.6). Her bir ¢6zgen icin 2 paralel,
her bir numune i¢in 3 paralel c¢alisilmistir. Konsantrasyonlarda Olciilen absorbans
degerlerinin ortalamalar1 ve hesaplanan a degerleri ile grafikler olusturularak, bu
grafiklerden elde edilen denklemler ile ICsy degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.11).
Grafikten elde edilen denklem ile tepsili kurutucuda kurutulan ar1 poleninin DPPH*

tayini i¢in yapilan Trolox® ICso degeri 2.143 mg/ml olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuglara bakildiginda tepsili kurutucuda kurutulan ar1 poleninin DPPH"
radikalini temizleme aktivitesinde ICsp degeri en diisiik olan etanol ¢6zgeniyle ekstrakte
edilen polenin, daha yiiksek antioksidan aktivitesi gosterdigi gozlenmistir. ICsg
degerlerine gore siralama su > metanol > aseton > etanol seklindedir (Cizelge 4.11).
ICso degeri ne kadar kiigiikse, DPPH" aktivitesi o kadar yiiksek olduguna gore, farkl
cozgenlerle ekstrakte edilen ar1 polenlerinin gosterdikleri aktivitelerine gore siralamast

ise etanol >aseton > metanol> su seklindedir.
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Sekil 4. 6. Tepsili kurutucuda kurutulan ar1 poleninin DPPH" tayini i¢in Trolox" ile
olusturulan galisma grafigi

Cizelge 4. 11. Tepsili kurutucuda kurutulmus art polenlerinin ICsq degerleri

Cozgenler DPPH Tayin Sonuglar (ICsp)

(mg/ml)
Metanol 8.281+1.105a
Etanol 2.766 +0.111b
Aseton 4.196+0.079b
Su 10.307 £ 0.227 a

Tepsili kurutucuda kurutulmus ar1 polenlerinin farkli ¢dzgenlerle hazirlanan
ekstraktlariyla yapilan DPPH" analizinin sonuglar1 arasindaki farklihin istatistiksel

olarak dnemli oldugu gériilmiistiir (p<0.05).
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4.223. Vakum Etivde Kurutulan Ar1 Poleninin DPPH' Radikali
Temizleme Aktivitesi

Vakum etiivde kurutulan ar1 poleni numuneleri analiz i¢in uygun c¢ozgenlerle
hazirlanmistir. Trolox®’un degisen konsantrasyonlardaki absorbans degerleri dlgiilerek,
standart calisma grafigi olusturulmustur (Sekil 4.7). Her bir ¢dzgen i¢in 2 paralel, her
bir numune i¢in 3 paralel ¢alisilmistir. Belirli konsantrasyonlarda 6lgiilen absorbans
degerlerinin ortalamalar1 ve hesaplanan a degerleri ile grafikler olusturularak, bu
grafiklerden elde edilen denklemler ile ICsy degerleri hesaplanmustir (Cizelge 4.12).
Grafikten elde edilen denklem ile vakum etiivde kurutulan ar1 poleninin DPPH" tayini

icin Trolox® ICso degeri 1.886 mg/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 7. Vakum etiivde kurutulan ar1 poleninin DPPH" tayini i¢in Trolox”™ ile
olusturulan caligma grafigi

Vakum etiivde kurutulan ari polenlerinin farkli ¢ézgenlerle hazirlanan ekstraktlarinda
yapilan DPPH" tayininde, sonuglar ICso degeri seklinde hesaplanmustir. I1Cso degerlerine
gore siralama aseton > su > metanol > etanol seklindedir. I1Csy degeri ne kadar kiigiikse,
DPPH" aktivitesi o kadar yiiksek olduguna gore, vakum etiivde kurutulan ar
polenlerinin ¢6zgenlerle hazirlanan ekstraktlarinin aktivitelerine gore siralamasi

etanol > metanol > su > aseton seklindedir. Vakum etiivde kurutulmus ve farkli
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¢ozgenlerle ekstrakte edilmis ar1 polenlerinin DPPH™ analizi sonuglar1 arasindaki

benzerlikler goriilmiistiir.

Cizelge 4. 12. Vakum etiivde kurutulmus ar1 polenlerinin ICs, degerleri

DPPH Tayin Sonugclari (ICs)

Cozgenler (mg/ml)

Metanol 3.321+0.107 ¢
Etanol 2.645+0.193 ¢
Aseton 7.792+0.271a
Su 5.444 +0.046 b

4.2.2.4. Liyofilizatorde Kurutulan Ar1  Poleninin DPPH® Radikali

Temizleme Aktivitesi

Liyofilizatorde istenilen diizeyde kurutulduktan sonra ar1 polenlerinin numuneleri analiz
icin uygun ¢6zgenlerle hazirlanmustir. Trolox®™ un degisen konsantrasyonlardaki

absorbans degerleri 6lgiilerek, standart ¢calisma grafigi olusturulmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8. Liyofilizatérde kurutulan ar1 poleninin DPPH" tayini igin Trolox® ile
olusturulan ¢alisma grafigi
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Her bir ¢ozgen i¢in 2 paralel, her bir numune igin 3 paralel ¢alisiimistir.
Konsantrasyonlarda o6lgiilen absorbans degerlerinin ortalamalari ve hesaplanan a
degerleri ile grafikler olusturularak, bu grafiklerden elde edilen denklemler ile ICsg
degerleri hesaplanmustir (Cizelge 4.13). Grafikten elde edilen denklem ile Trolox® ICsg

degeri 2.491 mg/ml olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 13. Liyofilizatorde kurutulmus ar1 polenlerinin ICsq degerleri

DPPH Tayin Sonuclari (ICs)

Cozgenler (mg/ml)

Metanol 3.238+0.018 b
Etanol 2.697 £0.047 b
Aseton 5.115+0.187 a
Su 5.575+0.034 a

Liyofilizatérde kurutulmus olan ar1 polenlerinin farkli ¢dzgenlerle hazirlanan
ekstraktlarindaki DPPH" aktivitesi hesaplanmistir. 1Cso degerlerine gore siralama
su > aseton > metanol > etanol seklindedir. Cozgenlerin aktivitesinin siralamasi ise
etanol > metanol > aseton > su seklindedir. En diisiik ICso degerinin gorildigii etanol

cozgeninin, en yliksek aktiviteyi gosterdigi gozlenmistir.

Liyofilizatérde kurutulmus ar1 polenlerinin farkli ¢6zgenlerle hazirlanmis olan
ekstraktlarnin  DPPH" analizi sonuglarindaki farkliliklarmn 6nemli oldugu tespit

edilmistir.

DPPH" radikalini temizleme aktivitesi analizinde taze ar1 poleni ve kurutma yontemleri
uygulanmis ar1 polenlerinin etanol ¢dzgeni kullanilarak hazirlanan ekstraktlarinin daha

yiiksek aktivite gosterdigi gozlenmistir.

Kurutma yontemleri ve ¢ozgenlerin DPPH" analizi sonuglar1 arasindaki interaksiyonun
onemli oldugu goriilmektedir (EK 7.A). Metanol ¢ozgeniyle ekstrakti hazirlanan ari
polenlerinin en yiiksek DPPH" sonucunun liyofilizatérde kurutulmus ar1 poleninde
oldugu ve diger kurutma ydntemlerinin uygulandigi ar1 polenlerinde DPPH™ analizi

sonuglarinin benzer oldugu goriilmektedir (EK 7.B). Etanol ¢6zgeniyle ekstrakte edilen
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art polenlerinde DPPH" analizi sonucu en yiiksek vakum etiivde kurutulmus ari
polenlerinde goriilmektedir (EK 7.C). Aseton c¢ozgeniyle hazirlanan ar1 poleni
ekstraktlarinda en yiiksek DPPH" analizi sonucu, tepsili kurutucuda kurutulmus ari
poleninde bulunmustur (EK 7.D). Su ¢6zgeniyle hazirlanmis ar1 polenlerinin arasinda en
yiiksek DPPH" analizi sonucunun vakum etiivde kurutulmus ar1 poleni ile yapilan
analizde bulundugu goriilmektedir (EK 7.E).

4.2.3. Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Gallik asit ¢ozeltisininkonsantrasyonlart 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 ul olarak
hazirlanmis ve farkli kurutma metotlar1 ve farkli ¢ozgenlerle ekstrakte edilmis ari
polenlerinin toplam fenolik madde miktari, bu konsantrasyonlara gore tespit edilmistir.
Spektrofotometrede okunan absorbans degerleri y- eksenine yazilirken, konsantrasyon
degerleri ise x- eksenine yazilmistir. Numuneler 3 paralel seklinde ¢alisilmigtir. Verilen
absorbans degerleri bu ¢alismalarin ortalamasidir. Elde edilen standart calisma

grafigiyle absorbans ve konsantrasyonun dogru orantili oldugu gézlenmistir.

Farkli kurutma yontemleriyle kurutulmus ve farkli ¢ézgenlerle ekstrakte edilmis ari
polenlerinde toplam fenolik madde miktar1 analizlerinin sonuglar arasindaki farkliligin

onemli oldugu goriilmektedir (EK 5.A).

4.2.3.1. Taze Ari Poleninin Toplam Fenolik Madde Miktari

Gallik asit ¢ozeltisinin konsantrasyonlar1 ile absorbans degeri arasindaki iligkiyi ifade
eden grafigin denklemi y = 0.111*x + 0.084 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9). Taze ari
poleninin farkli ¢ozgenlerle olusturulan ekstraktlarinin igerdigi toplam fenolik madde
miktarlar1 Cizelge 4.14°de gosterilmistir. Bu denklem araciligiyla 1 g polenin igerdigi

toplam fenolik madde miktar1 mg cinsinden belirlenmistir.

Toplam fenolik madde miktarlarinin farkli ¢6zgenlere siralamas1 metanol > aseton > su
> etanol seklinde tayin edilmistir. En yiiksek toplam fenolik madde miktar1 metanol
cozgeni ile bulunmustur. Bu sonuca bagl olarak, taze ar1 poleninde toplam fenolik
madde igerigi analizinde ¢ozgen olarak metanoliin kullanilmasimin daha iyi sonuglar
verecegi goriilmiistiir. Etanol, aseton ve su ¢ézgenlerinin sonuglar1 arasinda benzerlikler

goriilmektedir.
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Gallik asit konsantrasyonlar1 (mg/ml)

Sekil 4. 9. Taze ar1 poleni i¢in hazirlanan gallik asit standart grafigi

Cizelge 4. 14. Taze ar1 poleninin toplam fenolik madde miktarlari

Toplam Fenolik Madde Miktari

Cozgenler .
(mg fenolik madde/g kuru polen)
Metanol 8.441 £ 0.247 a
Etanol 2.731+0.265¢
Aseton 3.992+0.113b
Su 2.920+ 0.101 bc

Daoud ve ark., (2015), Tunus’un Kerkenna bolgesinden elde edilen polenlerin etanol ve
aseton c¢ozgenleri kullanarak hazirlanan ekstraktlarinda toplam fenolik madde
miktarlarii sirasiyla 13.42 + 0.95 mg GAE/g, 197.62 + 7.41 mg GAE/g , Tozeur
bolgesinden elde edilen polenlerin etanol ve aseton c¢ozgenleriyle hazirlanan
ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktarlarin1 ise sirasiyla 211.11 £ 10.02 mg

GAE/g, 213.36 + 5.72 mg GAE/g olarak tespit etmislerdir.
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Sonoran Colii ¢evresinden toplanan ari polenleriyle yapilan bir ¢aligmada polenin
8 farkli ¢oziliciiyle (su, ethanol, methanol, propanol, 2-propanol, aseton,
dimetilformamid, asetonitril) ekstrakte edildiginde antioksidan aktivitesindeki degisime
bakilmis ve metanollii ekstraktlarin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir

(Leblanc ve ark., 2009).

4.2.3.2. Tepsili Kurutucuda Kurutulan Art Poleninin  Toplam Fenolik
Madde Miktari

Gallik asit ¢ozeltisinin konsantrasyonlari ile absorbans degerlerine gore ¢izilen grafigin
denklemi, y = 0.106*x + 0.067 olarak belirlenmistir (Sekil 4.10). Tepsili kurutucuda
kurutulan ar1 poleninin farkli ¢ozgenlerle olusturulan ekstraktlarinin icerdigi toplam
fenolik madde miktarlar1 Cizelge 4.15‘de gosterilmistir. Bu denklem araciligiyla 1 g

polenin igerdigi toplam fenolik madde miktar1 mg cinsinden belirlenmistir.
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0,8 -
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0,1 -

0'0 T T T T T T 1
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,10

Gallik asit konsantrasyonlar1 (mg/ml)

Sekil 4. 10. Tepsili kurutucuda kurutulan ari1 poleni igin hazirlanan gallik asit standart
grafigi
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Cizelge 4. 15. Tepsili kurutucuda kurutulmus ar1 poleninin toplam fenolik
madde miktarlari

Toplam Fenolik Madde Miktari

Cozgenler .
(mg fenolik madde/g kuru polen)
Metanol 4.567 £0.005 a
Etanol 1.557+0.038 ¢
Aseton 1.594+0.025 ¢
Su 2.015+0.023 b

Tepsili kurutucuda gerceklestirilen kurutma islemi neticesinde metanol ¢dzgeniyle
ekstrakte edilen ar1 polenlerinde toplam fenolik madde miktarinin, taze polendeki
toplam fenolik madde miktarina gore biiylik 6lglide azaldig1 ve taze polendeki gibi en
iyi ¢ozgenin metanol oldugu goézlenmistir. Etanol ve aseton ¢ozgenlerinden yakin
degerlerde sonuglar elde edilmistir. C6zgenlerin toplam fenolik madde miktarlarina gore
siralamast

metanol > su > aseton > etanol seklinde bulunmustur. Bu sonuglara bagl olarak en iyi

¢ozgenin metanol oldugu sdylenebilmektedir.

4.23.3. Vakum Etiivde Kurutulan Art Poleninin  Toplam Fenolik
Madde Miktari

Vakum etiivde kurutulan ari1 polenlerinden hazirlanan ekstraktlarin toplam fenolik
madde miktarlarinin hesaplanmasi i¢in, gallik asit ¢ozeltisinin konsantrasyonlarina karsi
absorbans degerleri ile grafik cizilmistir ve bu grafikten elde edilen dogru denklemi;
y = 0.103*x + 0.083 olarak tayin edilmistir (Sekil 4.11). Vakum etiivde kurutulan ari
poleninin farkli ¢ozgenlerle olusturulan ekstraktlarinin igerdigi toplam fenolik madde
miktarlar1 Cizelge 4.16°da gosterilmistir. Bu denklem araciligiyla 1 g polenin icerdigi

toplam fenolik madde miktar1 mg cinsinden belirlenmistir.

Vakum etiivde kurutulan ar1 polenlerinin 1 gramindaki toplam fenolik madde miktarlar
farkli cozgenler kullanilarak tayin edilmistir. Toplam fenolik madde miktarlar1 sonuglari

cOzgenlere gore sirasiyla metanol > aseton > su > etanol seklinde bulunmustur.
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Vakum etiivde kurutulan ar1 polenlerinin toplam fenolik madde tayininde en iyi ¢ézgen

metanol olarak tespit edilmistir.
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y =0.103*x + 0.083
R*>=0.995
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0,100 -

0,000 T T T T T T 1
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1
Gallik asit konsantrasyonlari (mg/ml)

Sekil 4. 11. Vakum etiivde kurutulan ar1 poleni i¢in hazirlanan gallik asit standart
grafigi

Cizelge 4. 16. Vakum etiivde kurutulmus ar1 poleninin toplam fenolik
madde miktarlar

Toplam Fenolik Madde Miktari

Cozgenler .
(mg fenolik madde/g kuru polen)
Metanol 7.210£0.038 a
Etanol 2.362+0.011d
Aseton 3.164+£0.022 b
Su 2.652+0.020 c

Farkli ¢ozgenlerle ekstrakte edilmis ar1 polenlerinin toplam fenolik madde miktari

analizi sonuglar1 arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu gézlenmistir.
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4.2.3.4. Liyofilizatorde = Kurutulan Arnn  Poleninin  Toplam  Fenolik
Madde Miktari

Gallik asit ¢ozeltisinin konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri ile ¢izilen grafigin
denklemi y = 0.115*x + 0.031 olarak tayin edilmistir (Sekil 4.12). Liyofilizatorde
kurutulan ar1 poleninin farkli ¢ozgenlerle olusturulan ekstraktlarinin igerdigi toplam
fenolik madde miktarlar1 Cizelge 4.17°de gosterilmistir. Bu denklem araciligiyla 1 g

polenin igerdigi toplam fenolik madde miktar1 mg cinsinden belirlenmistir.
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Gallik asit konsantrasyonlari (mg/ml)

Sekil 4. 12. Liyofilizasyonla kurutulan ar1 poleni i¢in hazirlanan gallik asit standart
grafigi

Cizelge 4. 17. Liyofilizatérde kurutulmus ari1 poleninin toplam
fenolik madde miktarlar

Toplam Fenolik Madde Miktari

Cozgenler .
(mg fenolik madde/g kuru polen)
Metanol 4.272 £ 0.000 a
Etanol 1.691 £0.014 ¢
Aseton 2476+0.026b
Su 1.770 £ 0.022 ¢
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Toplam fenolik madde tayinlerinde liyofilizatérde kurutulan ar1 poleni ekstrakti i¢in en
iyi ¢0zgenin metanol oldugu sonucuna ulagilmistir. Liyofilizatérde kurutulmus ve farkli
cozgenlerle ekstrakte edilmis ar1 polenlerinin toplam fenolik madde miktarlar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak oOnemlidir (p<0.05). Cozgenlere gore toplam
fenolik madde miktarlar1 sirasiyla metanol > aseton > su > etanol seklinde tayin

edilmisgtir.

Kurutma yontemleri ve ¢ozgenler arasindaki interaksiyonun oOnemli oldugu
goriilmektedir (EK 6.A). Taze ar1 poleninde ve tiim kurutma yontemleri igerisinde en
yiiksek sonuglart metanol ¢ozgeni gostermistir (EK 6.B). Etanol ¢6zgeni ile hazirlanan
ar1 poleni ekstraktinin en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 sonucunu taze ari
poleninde vermis oldugu gozlenmistir (EK 6.C). Aseton ¢6zgeniyle ekstrakte edilen taze
ar1 poleni ve kurutulmus ar1 polenlerinin toplam fenolik madde miktar1 sonuglari
arasinda farkliliklar oldugu goriilmiistiir (EK 6.D). Su ¢ozgeni ile ekstrakte edilmis ar1
polenleri arasinda en diisiik sonucun liyofilizatérde kurutulmus ar1 poleninde oldugu ve
vakum etiivde kurutulmus ari1 poleni ile taze ar1 poleninin sonuglari arasinda

benzerlikler oldugu goriilmiistiir (EK 6.E).

4.3. Ar1 Poleninin Fenolik I¢erigi

Gallik asit c¢ozeltisinin konsantrasyonlarina karsi alan degerleri ile cizilen grafigin

denklemi ise, y = 6.900*x — 1.713 olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).
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X 120
< 100
< 80
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<
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Sekil 4. 13. Alana gore gallik asit miktar1 grafigi
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Klorojenik asit ¢cozeltisinin konsantrasyonlarina karsi alan degerleri ile ¢izilen grafigin

denklemi, y = 3.288*x - 2.382 olarak tayin edilmistir (Sekil 4.14).

250
= y =3.288*x - 2.382
8 200 R2=0.999
—i
X
Y 150
©
X
D 100
<
E
— 50
<
<
0
0 20 40 60 80
Klorojenik asit (ppm)

Sekil 4. 14. Alana gore klorojenik asit miktar1 grafigi

Farkli kurutma yontemleri ile kurutulan ar1 poleni ekstraktlarinin fenolik igerigi, gallik
asit ve klorojenik asit cinsinden Cizelge 4.18°de gosterilmistir. Bu denklemlerin
araciligiyla 1 g kuru polenin igerdigi fenolik bilesen mg cinsinden belirlenmistir. Taze
art poleni ve farkli kurutma yontemleriyle kurutulmus ar1 polenlerinin HPLC

analizlerine ait kromatogramlari EK14-EK17°de verilmistir.

Cizelge 4. 18. Kurutma yontemlerine gore Fenolik bilesenlerin miktarlari

Kurutma Gallik asit esdegeri Klorojenik asit esdegeri
Yontemleri (mg GAE/g kuru polen) (mg KAE/ g kuru polen)
Taze Polen 12.671 +0.388 a 26.581£0.815a
Tepsili Kurutucu 14.117 £ 0.806 a 29.834 £1.692a
Vakum Etiiv 12.224 +£0.418 a 25.874 £0.877 a
Liyofilizator 12.696 £0.269 a 26.682 £0.564 a
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Taze ar1 polenleri ve kurutma yontemleri uygulanmis ari polenlerindeki gallik asit
cinsinden fenolik bilesen miktarlar1 12.671-14.117 mg gallik asit/g kuru polen olarak
bulunmusken, klorojenik asit cinsinden fenolik bilesen miktarlar1 25.874-29.834 mg

klorojenik asit/g kuru polen olarak tespit edilmistir.

Fenolik bilesenlerin miktar1 tayininde taze polen ve farkli kurutma yodntemleri
uygulanan ar1 polenlerinin gallik asit esdegeri ve klorojenik asit esdegeri sonuglari
arasinda onemli farkliliklarin olmadigi goriilmiistiir (p>0.05). Tepsili kurutucuda
kurutulan ar1 polenlerinin daha yiiksek sonuglar verdigi gozlemlenirken, en disik

degerler vakum etiivde kurutulan ar1 polenlerinde tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Taze ar1 polenleri ve farkli yontemlerle kurutulmus ar1 polenlerinin besinsel
bilesimlerine bakildiginda, taze ar1 polenindeki protein miktar1 ve farkli yontemlerle
kurutulmus ar1 polenlerindeki protein miktarlart arasinda farkliliklarin = belirgin
olmadigi, kurutma isleminin protein miktarin1 O6nemli bir diizeyde etkilemedigi
sOylenebilmektedir. Benzer durum ar1 polenlerinin igerdigi yag miktar1 iginde s6z

konusudur.

Taze ar1 polenlerinin 1 kilogramindaki C vitamini miktari, kurutma islemleri uygulanan
art polenlerindeki C vitamini miktarina gore daha fazla bulunmustur. Art polenleri
kurutuldugu zaman C vitamini miktarlarinda diisiis gbzlenmis ve en az C vitamini
miktar1 vakum etiivde kurutulmus ar1 polenlerinde bulunmustur. Bilindigi gibi gidalara
uygulanan 1s1l islemler sonucunda gidalarda besin kayiplart meydana gelmektedir.
Gidalarda meydana gelen besin kayiplarinin izlenmesinde Pigsme Degeri (Cooked value)
veya C degeri (C value) olarak ifade edilen ve C vitaminindeki kaybi belirten terim
kullanilmaktadir. Uygulanan 1s1l islemlerin gidalar iizerinde meydana getirdigi
degisimler sicaklik, siire, basing ve nem gibi parametrelerdeki deisime bagli olarak
farkliliklar gostermektedir. Yaptigimiz bu ¢aligmada istenilen nem degerine ulagincaya
kadar gecen siire kullanilan teknige bagli olarak uzamaktadir. Kurutma siiresindeki
artisa baglh olarak C vitamininde meydana gelen kayipta artmaktadir. Kurutulmus ar
polenlerindeki C vitamini miktar1 yiiksekten diisiige dogru Tepsili kurutucu,

liyofilizator, vakum etiiv olarak siralanmuigtir.

Tiim ar1 polenlerinde (taze, tepsili kurutucuda kurutulmus, vakum etiivde kurutulmus,
liyofilizatérde kurutulmus) toplam fenolik maddenin en iyi ekstrakte edildigi ¢6zgen
metanol olarak tespit edilmistir. Etanol, aseton ve su c¢ozgenleriyle ekstraktlar
hazirlanan ar1 polenlerinin ise toplam fenolik madde miktarlarinin birbirine yakin
sonuglar verdigi gozlenmistir. Metanol ¢dzgeninin ar1 poleni igerisindeki tiim fenolik
maddeleri etkin bir sekilde ¢6zebilmesinden dolayr daha net sonuclarin elde edildigi

diistiniilmektedir.

Farkli yontemlerle kurutulan ar1 polenlerinde yapilan FRAP analizindeki en yiiksek

degerler, metanol ¢ozgeniyle hazirlanan ekstraktlarda goriilmiistiir. Tiim kurutma
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yontemlerinde etanol ve aseton ¢Ozgenleriyle hazirlanan ari1 poleni ekstraktlarinin
sonuglar1 arasinda benzerlikler oldugu tespit edilmistir. FRAP analizi i¢in ari
polenlerinde en iyi ekstrakte eden ¢6zgenin metanol oldugu goriilmiis ve bu analiz i¢in

metanol ¢ézgeninin kullanilmasi tavsiye edilmistir.

Taze ar1 poleni ve farkli yontemlerle kurutulmus ar1 polenlerinde metanol ve su
¢ozgeniyle hazirlanan ekstraktlarn DPPH" aktivitesi, diger ¢ozgenlere gore diisiik
bulunmustur. Taze, tepsili kurutucuda kurutulmus, vakum etiivde kurutulmus ve
liyofilizatérde kurutulmus ar1 polenlerinde en yiikksek DPPH™ aktivitesi etanol

cozgeniyle hazirlanan ekstraktlarda bulunmustur.

Toplam fenolik madde miktar1 analizinde en yiliksek sonuglar taze ar1 poleni
ekstraktlarindan elde edilmistir. Kurutulan ar1 polenlerinin fenolik madde miktarlarinda
azalmalar oldugu tespit edilmistir. Antioksidan analizlerinden FRAP analizinde ise en
yilksek sonu¢ vakum etiivde kurutulmus ar1 polenlerinde  bulunmustur.
DPPH" analizinde taze ar1 polenleri, tepsili kurutucuda kurutulmus, vakum etiivde
kurutulmus ve liyofilizatdrde kurutulmus ar1 polenlerinin etanol ¢ézgeniyle hazirlanan
ekstraktlarinin sonuglari hem en yiiksek degerleri gostermis hemde bu sonuglar arasinda

benzerlikler goriilmiistiir.

Bir gram ar1 polenindeki fenolik icerik, mg gallik asit ve klorojenik asit esdegeri

cinsinden en fazla tepsili kurutucuda kurutulmus ar1 poleninde gézlenmistir.

Aragtirmalarin sonucunda taze ve farkli kurutma yontemleri uygulanan ar1 polenlerinde
FRAP analizi ve toplam fenolik madde miktar1 analizinde, ar1 poleni ekstraktlarinin
hazirlanmasinda metanol ¢ozgeninin kullaniminin daha iyi sonuglar verebilecegi
gdzlenmistir. DPPH” analizinde ise, etanol ¢dzgeniyle hazirlanan ekstraktlar daha
yiikksek aktivite goOstererek, bu analizlerde etanol ¢6zgeninin kullaniminin

gergeklestirilebilecegini gostermistir.

Art polenlerinin kurutma metotlartyla ve ekstraktlar1 hazirlanirken kullanilan
cozgenlerle antioksidan aktiviteleri ve kapasiteleri degisse de, antioksidan aktivite
acisindan ve fenolik bilesikler bakimindan zengin olan, dogal bir antioksidan

kaynagidir.
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EKLER

EK 1. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinde nem analizi sonuglarina ait ANOVA
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi tablolar

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiv;
Liyofilizator

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 416.462 138.821 5569.99 0.000

Hata 4 0.100 0.025

Toplam 7 416.562

Tukey Coklu Kargilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 22.190+0.311 a

Tepsili Kurutucu 2 3.041+0.015d

Vakum Etiiv 2 7.970+0.014 b

Liyofilizator 2 7.325+0.049 ¢
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EK 2. Farkli kurutma islemleri uygulanmig ar1 polenlerinde pH analizi sonuglarina ait ANOVA

ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler
Uygulanan Islem 4 Taze: Tepsili; Vakum  etiiv;
Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 0.103 0.034 69.95 0.001
Hata 4 0.001 0.000
Toplam 7 0.105
Tukey Coklu Kargilagtirma Testi
Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 3.980+0.042 a
Tepsili Kurutucu 2 4.280+0.007 b
Vakum Etiiv 2 4212+0.010b
Liyofilizator 2 4.212+0.003 b
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EK 3. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinde protein analizi sonuclaria ait
ANOVA ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi tablolar1

Faktor Levels Degerler
Uygulanan Islem 4 Taze: Tepsili; Vakum  etiiv;
Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 2.959 0.986 0.34 0.798
Hata 4 11.536 2.884
Toplam 7 14.495
Tukey Coklu Karsilagtirma Testi
Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 1552+0.39a
Tepsili Kurutucu 2 15.06+295a
Vakum Etiiv 2 16.51+1.63 a
Liyofilizator 2 16.16 £ 0.18 a
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EK 4. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinde yag analizi sonuglarina ait ANOVA

ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler
Uygulanan Islem 4 Taze: Tepsili; Vakum  etiiv;
Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 0.349 0.116 1.44 0.356
Hata 4 0.324 0.081
Toplam 7 0.674
Tukey Coklu Kargilagtirma Testi
Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 4.134+0.022 a
Tepsili Kurutucu 2 4,502 +£0.523 a
Vakum Etiiv 2 4.028 £0.019 a
Liyofilizator 2 4.482+0.223 a
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EK 5. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinde vitamin C sonuglarina ait ANOVA

ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler
Uygulanan Islem 4 Taze: Tepsili; Vakum  etiiv;
Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 57802.9 19267.6 320.30 0.000
Hata 4 83.7 20.9
Toplam 7 57886.6
Tukey Coklu Karsilagtirma Testi
Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 450.51+4.23 a
Tepsili Kurutucu 2 440.60 +5.39 a
Vakum Etiiv 2 248.39+4.02 ¢
Liyofilizator 2 317.25+4.54b
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EK 6. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinde toplam fenolik madde miktar1
analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi tablolari

EK 6.A. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ve farkli ¢6zgenlerle hazirlanmig ar1 polenlerinde

toplam fenolik madde miktar1 analizi sonuglarina ait ANOVA tablosu

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Cozgen 4 Metanol; Etanol; Aseton; Su

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 24.745 8.248 408.52 0.000
Cozgen 3 84.807 28.269 1400.09 0.000
Uygulanan Islem * Cézgen 9 9.858 1.095 54.25 0.000
Hata 16 0.323 0.020

Toplam 31 119.733
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EK 6.B. Metanol ¢ozgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinin
toplam fenolik madde analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey Coklu Karsilastirma

Testi tablolar1

Faktor Levels Degerler
Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiv;
Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 24.800 8.266 263.40 0.000
Hata 4 0.125 0.031
Toplam 7 24.925
Tukey Coklu Kargilagtirma Testi
Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 8.441+0.350 a
Tepsili Kurutucu 2 4.566 £ 0.007 ¢
Vakum Etiiv 2 7.209 +0.054 b
Liyofilizator 2 4.272 +0.000 ¢
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EK 6.C. Etanol ¢6zgeniyle hazirlanmisg, farkli kurutma islemleri uygulanmig ar1 polenlerinin
toplam fenolik madde analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey Coklu Karsilastirma

Testi tablolar1

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze;  Tepsili;  Vakum  etiiv;
Liyofilizator

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 1.854 0.618 17.10 0.010

Hata 4 0.144 0.036

Toplam 7 1.999

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 2.731+0.375a

Tepsili Kurutucu 2 1.557+0.054 ¢

Vakum Etiiv 2 2.362 +0.015 ab

Liyofilizator 2 1.690 + 0.020 be
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EK 6.D. Aseton ¢ozgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma islemleri uygulanmis ari polenlerinin
toplam fenolik madde analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey Coklu Karsilastirma

Testi tablolar1

Faktor Levels Degerler

Uygulanan islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 6.219 2.073 281.72 0.000

Hata 4 0.029 0.007

Toplam 7 6.249

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 3.992+0.161 a
Tepsili Kurutucu 2 1.594 +£0.036 d
Vakum Etiiv 2 3.164+0.031Db
Liyofilizator 2 2.476 +£0.037 ¢
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EK 6.E. Su ¢ozgeniyle hazirlanmug, farkli kurutma islemleri uygulanmus ar1 polenlerinin toplam
fenolik madde analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi

tablolart
Faktor Levels Degerler
Uygulanan islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 1.728 0.576 98.16 0.000
Hata 4 0.023 0.005
Toplam 7 1.751

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 2.920+0.144 a
Tepsili Kurutucu 2 2.015+0.032b
Vakum Etiiv 2 2.652+0.029 a
Liyofilizator 2 1.770 £ 0.031 b
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EK 7. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinde DPPH+ radikalini temizleme

aktivitesi analizi sonuglarina ait ¢oklu karsilastirma test sonuglari

EK 7.A. Farkli kurutma islemleri uygulanmis ve farkli ¢ozgenlerle hazirlanmig ar1 polenlerinde
DPPH" radikalini temizleme aktivitesi analizi sonuclarina ait ANOVA tablosu

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Cozgen 4 Metanol; Etanol; Aseton; Su

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 21.252 7.084 22.60 0.000
Cozgen 3 70.393 23.464 74.85 0.000
Uygulanan Islem * Cézgen 9 73.679 8.186 26.12 0.000
Hata 16 5.016 0.313

Toplam 31 170.340
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EK 7.B. Metanol ¢ozgeniyle hazirlanmig, farkli kurutma islemleri uygulanmig art polenlerinin
DPPH" radikalini temizleme aktivitesi analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey

Coklu Karsilagtirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler

Uygulanan islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 33.942 11.314 18.33 0.008

Hata 4 2.469 0.617

Toplam 7 36.411

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 431+0.05a
Tepsili Kurutucu 2 828+1.56b
Vakum Etiiv 2 332+0.15a
Liyofilizator 2 323+0.02a
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EK 7.C. Etanol ¢6zgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinin
DPPH" radikalini temizleme aktivitesi analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey

Coklu Karsilagtirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler

Uygulanan islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 0.214 0.071 2.60 0.189

Hata 4 0.109 0.027

Toplam 7 0.323

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 3.067+0.078 a
Tepsili Kurutucu 2 2.766 £ 0.157 a
Vakum Etiiv 2 2.645+ 0273 a
Liyofilizator 2 2.698 + 0.066 a
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EK 7.D. Aseton ¢ozgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma islemleri uygulanmig ari polenlerinin
DPPH" radikalini temizleme aktivitesi analizi sonuglarma ait ANOVA ve Tukey

Coklu Karsilagtirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler

Uygulanan islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 16.249 5.416 84.53 0.000

Hata 4 0.256 0.064

Toplam 7 15.505

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 4.467+0.163 b
Tepsili Kurutucu 2 4196 £0.111b
Vakum Etiiv 2 7.793+0.384 a
Liyofilizator 2 5.116£0.264 b
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EK 7.E. Su ¢dzgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma islemleri uygulanmis ari polenlerinin DPPH”
radikalini temizleme aktivitesi analizi sonuglarina ait ANOVA ve Tukey Coklu
Karsilastirma Testi tablolari

Faktor Levels Degerler

Uygulanan islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 31.706 10.568 19.39 0.008

Hata 4 2.180 0.545

Toplam 7 33.887

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 7.93 +1.44 ab

Tepsili Kurutucu 10.30+0.32a

Vakum Etiiv 5.44+0.06b

Liyofilizator 5.57+0.04b
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EK 8. Farkli kurutma iglemleri uygulanmis ar1 polenlerinde Demir (III) indirgeme antioksidan

kapasitesi (FRAP) analizi sonuglarina ait ¢oklu karsilastirma test sonuglari

EK 8.A. Farkli kurutma yontemleriyle kurutulmus ve farkli ¢dzgenlerle hazirlanmis ar
polenlerinde Demir (I11) indirgeme antioksidan kapasitesi analizi sonuglarina ait

ANOVA tablosu

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Cozgen 4 Metanol; Etanol; Aseton; Su

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 402.7 134.25 29.95 0.000
Cozgen 3 22532.2 7510.72 1675.63 0.000
Uygulanan Islem * Cézgen 9 303.5 33.72 7.52 0.000
Hata 16 71.7 4.48

Toplam 31 23310.1
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EK 8.B. Metanol ¢ézgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma iglemleri uygulanmig ari polenlerinin
Demir (111) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) analizi sonuglarina ait ANOVA ve
Tukey Coklu Karsilagtirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler

Uygulanan slem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv; Liyofilizator
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 506.14 168.713 19.57 0.007

Hata 4 34.49 8.622

Toplam 7 540.63

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 79.66 +4.25 a
Tepsili Kurutucu 2 74.04+3.94 a
Vakum Etiiv 2 94.77+£0.67b
Liyofilizator 2 7730+ 0.71 a
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EK 8.C. Etanol ¢6zgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinin
Demir (1) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) analizi sonuglarina ait ANOVA
ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiv;
Liyofilizator

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 98.779 32.926 642.67 0.000

Hata 4 0.204 0.051

Toplam 7 98.984

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 18.800 +0.335a
Tepsili Kurutucu 2 14.441 £0.135b
Vakum Etiiv 2 24350 +0.031 ¢
Liyofilizator 2 18.918 +0.271 a
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EK 8.D. Aseton ¢ozgeniyle hazirlanmig, farkli kurutma iglemleri uygulanmig ar1 polenlerinin
Demir (1) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) analizi sonuglarina ait ANOVA
ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiiv;
Liyofilizator

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 23.03 7.67 1.07 0.457

Hata 4 28.77 7.19

Toplam 7 51.80

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 18.72+0.00 a
Tepsili Kurutucu 2 1874+ 525a
Vakum Etiiv 2 17.19+1.09 a
Liyofilizator 2 14.58+0.12 a
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EK 8.E. Su ¢bzgeniyle hazirlanmus, farkli kurutma islemleri uygulanmis ar1 polenlerinin Demir
(1) indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) analizisonuglarina ait ANOVA ve

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi tablolart

Faktor Levels Degerler

Uygulanan Islem 4 Taze; Tepsili; Vakum etiv;
Liyofilizator

Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P

Uygulanan Islem 3 78.268 26.089 12.65 0.017

Hata 4 8.251 2.063

Toplam 7 86.520

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze Polen 2 23251+£0.119a

Tepsili Kurutucu 2 23.71+2.83a

Vakum Etiiv 2 30.557+0.427 b
Liyofilizator 2 23.097+£0.175a
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EK 9. Taze polen ve farkli kurutma yontemleriyle kurutulan ari polenlerinin fenolik
bilesenlerinin gallik asit esdegeri cinsinden sonuglarina ait ANOVA ve Tukey Coklu
Karsilastirma Testi tablolari

Faktor Levels Degerler

Cozgen 4 Metanol; Etanol; Aseton; Su
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 4.057 1.352 5.16 0.073
Hata 4 1.048 0.262

Toplam 7 5.106

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze polen 2 12.670 £ 0.388 a
Tepsili kurutucu 2 14.117 £0.806 a
Vakum etiiv 2 12.224+0.418 a
Liyofilizator 2 12.696 +0.269 a
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EK 10. Taze polen ve farkli kurutma yontemleriyle kurutulan ari polenlerinin fenolik
bilesenlerinin klorojenik asit esdegeri cinsinden sonuglarina ait ANOVA ve Tukey
Coklu Karsilastirma Testi tablolari

Faktor Levels Degerler

Cozgen 4 Metanol; Etanol; Aseton; Su
Varyasyon DF Adj SS Adj MS F P
Uygulanan Islem 3 17.676 5.892 5.10 0.075
Hata 4 4.620 1.155

Toplam 7 22.296

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Uygulanan Islem N Ortalamalar + Standart Sapma
Taze polen 2 26.85+0.81a
Tepsili kurutucu 2 29.83 £ 1.69a
Vakum etiiv 2 25.87+0.87 a
Liyofilizator 2 26.86 +0.56 a
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EK 11. Taze ar1 poleninin HPLC kromatogrami
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EK 12. Tepsili kurutucuda kurutulmus ar1 poleninin HPLC kromatogrami
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EK 13. Vakum etiivde kurutulmus ar1 poleninin HPLC kromatogrami
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EK 14. Liyofilizatérde kurutulmus ar1 poleninin HPLC kromatogrami
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