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MONOFLORAL ARI POLENi VE FERMENTE ARI POLENI
ORNEKLERINDEN FARKLI YONTEMLERLE ELDE EDIiLEN
EKSTRAKTLARIN FiZiKO-KIMYASAL, BIYOKIMYASAL VE

MiKROBIYOLOJIK OZELLIKLERI ACISINDAN GIDA KORUMA

TEKNOLOJISINDEKI POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

OZET

Tez c¢aligmasi kapsaminda, Tirkiye’de iiretilen farkli monofloral (Castanea sativa,
Papaver sp., Cistus sp.) ar1 polenlerinin fizikokimyasal farkliliklarinin saptanmast,
fermentasyonunun ve farkli ekstraksiyon metotlarinin biyolojik aktif bilesen igerigi ve
antioksidan aktiviteye etkisinin belirlenmesi ile antioksidan aktivitesi en yiliksek polen
ekstraktr katkili elektro egirme yontemi yardimi ile elde edilen mikro-nanofiberlerin
tavuk etinin raf 0mrii lizerindeki etkinliginin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu baglamda,
fizikokimyasal analizler sonucunda polen Ornekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar saptanmistir. Spektrofotometrik analizler sonucunda, en yiiksek antioksidan
aktivite fermente edilmemis Castanea sativa ar1 poleni ASE ekstraktlarinda
belirlenmistir. Ancak, fenolik profil igeriginin fermentasyonla beraber tiim polen
orneklerinde arttig1 belirlenmistir. TEM sonuglarina gore, fermentasyon isleminin polenin
duvar yapisimi apertiir kisimlarindan bozdugu goriilmiistiir. Fermentasyon islemi ile
toplam laktobasil sayis1 Castanea sativa poleninde 3,610 + 0,073, Papaver sp. poleninde
6,39 + 0,057, Cistus poleninde ise 5,033 = 0,009 log CFU/g olarak bulunmustur.
Fermentasyon islemi tim ar1 poleni 6rneklerinde ferulik asit, kumarik asit, kaempferol
icerigini arttirmistir. ASE ekstraksiyonu, maserasyona gore biyoaktiviteyi daha fazla
arttirmistir. Dogal antioksidanlara ilgi artmis bu kapsamda ar1 poleni ekstrakti igeren
fiberlerin gidalarda kullanimi arastirilmistir. Elektro egirme cihazi ile fiber iiretimi igin
antioksidan aktivitesi gli¢lii olan Castanea sativa polen ekstrakti tercih edilmistir. Elde
edilen fiberlerin SEM analizleri sonucunda artan polen ekstrakti konsantrasyonu ile polen
yikli PVA fiberlerin ortalama c¢aplarinin kalinlagtigi bulunmus olup saf PVA fiber
goriintiisiine gore rastgele diizensiz dagildigi ve kiimelesmelerin varligi gosterilmistir.
FTIR analizi ile bantlar incelendiginde polen yiiklenmesi ile PVA fiberlerin polen
ekstraktinin pikleri ile ortlistigii gortilmektedir. Artan polen ekstrakti konsantrasyonu ile
piklerin absorbans degerlerinde artis saptanmistir. Fiberlerin tavuk gogilis etine
kaplanmas1 sonucu TBARS degerinde 3. ve 7. giinlerde istatistiksel anlamda anlaml1 fark
saptanmis olup lipit oksidasyonunu Onlemede polen ekstrakti katkili fiberlerin etkili
oldugu bulunmustur. Renk analiz bulgularinda L*degerinde depolama siirecinde
istatistiksel farklarin var oldugu belirlenmistir. Bu caligma ar1 poleni ekstrakti igeren
mikro-nanofiberlerin gida uygulamasinda ilk 6érneklerden olup, elde edilen sonuglar dogal
icerikli  koruyucu  materyallerin  gida  endiistrisindeki  yerinin  gili¢clenecegi
ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ar poleni, Castanea sativa, Papaver sp., Cistus sp., fermentasyon,
ASE, antioksidan, LC-MS MS, Mikro-nanofiber, Elektro egirme, Monofloral
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INVESTIGATION OF THE POTENTIAL OF EXTRACTS
OBTAINED BY DIFFERENT METHODS FROM MONOFLORAL
AND FERMENTED BEE POLLEN SAMPLES IN FOOD
PRESERVATION TECHNOLOGY IN TERMS OF THEIR
PHYSICO-CHEMICAL, BIOCHEMICAL, AND
MICROBIOLOGICAL PROPERTIES

ABSTRACT

The aim of this study is to determine the physicochemical differences of different
monofloral (Castanea sativa, Papaver sp., Cistus sp.) bee pollen produced in Turkey, to
determine the effect of fermentation and different extraction methods on biologically
active component content and antioxidant activity, and to determine the effectiveness of
micro-nanofibers obtained by electro-spinning method with the most active pollen extract
on the shelf life of chicken meat. In this context, statistically significant differences were
found between pollen samples as a result of physicochemical analysis. As a result of
spectrophotometric analysis, the highest antioxidant activity was determined in
unfermented Castanea sativa bee pollen ASE extracts. However, phenolic profile content
was found to increase with fermentation in all pollen samples. According to TEM results,
it was observed that the fermentation process disrupted the wall structure of the pollen
from the aperture parts. The total number of lactobacilli was found to be 3.610 + 0.073
log CFU/g in Castanea sativa pollen, 6.39 + 0.057 log CFU/g in Papaver sp. pollen and
5.033 + 0.009 log CFU/g in Cistus pollen. Fermentation process increased ferulic acid,
coumaric acid, kaempferol content in all bee pollen samples. ASE extraction increased
bioactivity more than maceration. Interest in natural antioxidants has increased and in this
context, the use of fibers containing bee pollen extract in foods has been investigated.
Castanea sativa pollen extract with strong antioxidant activity was preferred for fiber
production with electro spinning device. As a result of SEM analysis of the obtained
fibers, it was found that the average diameters of pollen-loaded PVA fibers thickened
with increasing pollen extract concentration, and it was shown that they were randomly
irregularly distributed. When the bands were examined by FTIR analysis, it was observed
that PVA fibers overlapped with the peaks of pollen extract with pollen loading. As a
result of coating the fibers on chicken breast meat, a statistically significant difference
was found in TBARS value on the 3rd and 7th days and it was found that pollen extract
added fibers were effective in preventing lipid oxidation. In the color analysis findings, it
was determined that there were statistical differences in L* value during the storage
process. This study is one of the first examples of micro-nanofibers containing bee pollen
extract in food application and the results obtained are predicted to strengthen the place
of natural preservative materials in the food industry.

Keywords: Bee pollen, Castanea sativa, Papaver sp., Cistus sp., fermentation, ASE,
antioxidant, LC-MS MS, Micro-nanofiber, Electrospinning, Monofloral



1. GIRIS

Aricilik; bal arilarinin ve bitkisel kaynaklarin kullanildigi, basta bal olmak iizere,
balmumu, polen, propolis, ar1 zehri, ar1 siitli, ana ar1, ogul tiretiminin gerceklestirildigi
faaliyetlerin biitiintidiir. Aricilik faaliyeti i¢in diisiik baslangi¢ sermayesi ve az girdi
gerekmektedir. Arilarin yasam bicimlerine ve ariciliktan elde edilen iiriinlere dikkat
edildiginde dogaya olan bagliligin olduk¢a onemli oldugu goriilmektedir. Ariciligin,
bitkisel iiretimin temel tasi olan polinasyona sagladigi katki oldukca biiyiiktiir. Bunun
yaninda ge¢misten giiniimiize aricilikla elde edilen iiriinlerden ekonomik ve besin degeri
yiksek gida, terapotik uygulamalar, kozmetik ve farmakolojik bircok alanda
faydalanilmaktadir (Boliiktepe ve Yilmaz 2008; Parlakay vd., 2008; Sancak vd. 2013;
Ceyhan vd., 2016).

Ulkemiz; iklim 6zellikleri, cografi yapi ve floral cesitlilik bakimindan diinyada oldukca
Onemli bir yere sahiptir. Bu olumlu etkiler aricilik faaliyetinin genis Olgekte
uygulanmasin1 miimkiin kilmaktadir. Diinyadaki balli bitki florasinin 3/4’t Tiirkiye’de
bulunmaktadir. Bu durum, ariciligin iilkemiz i¢in 6dnemli potansiyele sahip bir is kolu
oldugunu gostermektedir (Sancak vd., 2013; Ceyhan vd., 2016). Aricilik {ilkemizin her
bolgesinde yapilmaktadir. Her bolgenin farkli cevresel kosullara sahip olmasi,
ciceklenme donemlerinin ayr1 zamanlarda gerceklesmesi polen ve nektar kaynagindan yil
boyunca faydalanmayr miimkiin kilmaktadir (Semerci, 2017). TUIK verilerine gore
(Tablo 1.1) Tiirkiye’de aricilik yapan isletme sayisinin 2015 yilinda 83475 oldugu, 2024
yilina gelindiginde ise bu saymnin 97984°e ulastig1 goriilmektedir. Tablo 1’deki veriler
dikkate alindiginda Tiirkiye’ye ait toplam kovan sayisinin gectigimiz 10 yil i¢inde arttig
anlagilmaktadir (TUIK, 2025). Bu veriler iilkemizde ariciliga yonelimin her gegen giin

arttigini gostermektedir.



Tablo 1.1. Tirkiye’nin yillara gore aricilik verileri

YILLAR  EKS YKS AFYIS DOGAL BAL BALMUMU
(TON) (TON)

2015 222635 7525652 83475 108128,357 4755,528
2016 220882 7679482 84047 105727,435 4440,158
2017 194406 7796666 83210 114471,450 4488,117
2018 203922 7904502 81830 107920,097 3987,13
2019 198992 7929368 80675 109329,575 3971,118
2020 222152 7956933 82862 104076,647 3765,175
2021 277089 8456305 89361 96344,311 3765,975
2022 249738 8734938 95386 118297,464 4165,004
2023 255494 8969387 100399 114886,428 3970,914
2024 244813 8717162 97984 95492311 3315,791

*Eks- Eski Tip Kovan Sayis1, Yks-Yeni Tip Kovan Sayisi, Afyis-Aricilik Faaliyeti Yapan Isletme Sayzsi.

Eski Misirlilar poleni hayat veren toz olarak tanimlamaktadir. Polen kelimesi Latince
olup ilk kez John Ray tarafindan Historia plantarum’da (1686) kullanilmistir. Ar
poleninin insan beslenmesinde kullanimi 2. Diinya savasi sonrasinda gelistirilen polen
tuzaklariyla birlikte baglamistir (Campos vd., 2010). Ar1 poleni, bal arisinin bitkilerden
topladig1 polenleri agiz salgilar1 ve nektar ile birlestirerek pelet haline getirdigi yapilardir.
Vitaminler, karotenoidler ve polifenoller gibi igerigindeki aktif dogal metabolitlerin
varligi nedeniyle ar1 poleni, 6nemli birgok biyolojik aktiviteye sahiptir. Yapilan
calismalarda ar1 poleninin; anitoksidan, antimikrobiyal, antikanserojen aktivite,
hepatoprotektif ve kardiyoprotektif etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica esansiyel yag
asitleri, fosfolipitler, fitosteroller, flavonoidler ve fenolik asitler ar1 poleninde

farmakolojik aktivite gosteren maddeler olarak bulunmustur.

Son yillarda fonksiyonel gidalarin tiiketiminin sagligi iyilestirdigine yonelik inang
artmakta ve tiiketicilerin gida tercihlerini bu yonde yaptiklar1 gortilmektedir. Ar1 poleni
cesitli besin maddelerini igermesi nedeniyle potansiyel gida takviyesi olarak
distiniilmektedir. Piyasada graniil, kapsiil, tablet olarak satisa sunulmaktadir. Bunun yani
sira glinlimiizde yapilan c¢aligmalarda ar1 poleni; sekerleme, meyve suyu, firincilik

trtinleri, et iriinleri ve fermente tiriinler dahil olmak tizere farkl tiriinlerde katki maddesi



olarak denenmis olup, bu fonksiyonel {iriinlerin fiziko-kimyasal, antioksidan,

antimikrobiyal aktivite gibi birtakim analizleri yapilmistir (Kosti'c vd., 2020).

Art poleninin bilesimi, bitki kokeni, iklim kosullart ve arilarin 6zel polen toplama
davranislart gibi faktorlere bagli olarak 6nemli dl¢iide degismektedir (Khalifa vd., 2021;
Kosti¢ vd., 2015) Calismalar, arilarin segici yiyecek arama davraniglari sergilediklerini,
beslenme ihtiyaglarin1 karsilamak icin genellikle sinirli sayida bitki tiirtinden polen
toplamay1 tercih ettiklerini gostermistir (Nicolson, 2011; Russo ve Danforth, 2017). Bu
secici Ozellik sayesinde, ar1 poleninin besinsel degeri yiiksektir. Ayrica ar1 poleninin
besin profili, terapdtik potansiyeli ile iliskilendirilmistir ve arastirmalar, ar1 poleninin
kardiyovaskiiler sorunlar ve baz1 kanser tiirleri dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin

onlenmesinde rol oynayabilecegini gostermistir (Khalifa vd., 2021; Algethami vd., 2022).

An poleni, bitki kaynagma bagli olarak monofloral, bifloral ve polifloral olarak
siniflandirilmaktadir. Ar1 poleninin bitkisel kaynaginin bilmek, besin degerlerini, saglik
yararlarini, aricilik ve insan beslenmesindeki uygulamalari degerlendirmek icin
gereklidir. Monofloral ar1 poleni, agirlikli olarak tek bir bitki tlirlinden elde edilmektedir,
bu da o bitki ile ilgili belirli biyokimyasal ve organoleptik oOzellikleri korumasini
saglamaktadir. Ayrica, monofloral ar1 poleninde bulunan fenolik bilesikler, antioksidan
ve anti-inflamatuar Ozellikler de dahil olmak iizere g¢esitli saghik yararlariyla
iliskilendirilmistir (De Melo vd., 2018; Rajs vd., 2022) Polifloral ar1 poleni, birden fazla

bitki tiirtinden toplanan polen tanelerinden olusmaktadir (Muturi vd., 2022).

Art poleninin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in, fenolik bilesiklerinin
ekstraksiyonunun yapilmas: gerekmektedir. Ekstraksiyon islemi numune matris
ozelliklerine, analitlerin kimyasal Ozelliklerine ve matris-analit etkilesimlerine
dayanmaktadir. Bu nedenle uygun bir ekstraksiyon yontemi ve ¢oziiclisii segmek
gerekliligi olusmaktadir. Bunun yanmi sira ekstraksiyon isleminde g6z Oniinde
bulundurulmasit gereken diger parametreler ekstraksiyon tipi, siiresi, ¢oziicii:hammadde
oran1 ve ekstraksiyon sicakligi-basincidir. Biitiin bu degiskenler diisiiniildiigiinde ar
poleni i¢in en uygun ekstraksiyon siirecini belirlemek amaciyla farkli yontemlerin

karsilagtirilmasi 6nemli olmaktadir.



Ar1 polenini olusturan, bitki polen tanelerinin gii¢lii duvar yapisi, biyoyararlanimini
sinirlandirmaktadir. Olgun bitki polen tanesinin duvari intin ve ekzin tabakalarindan
olusmaktadir. Intin yapis1 bilesiminde pektin, seliiloz ve protein bulunmaktadir. Bununla
birlikte ekzin yapis1i ise esas olarak selilloz ve sporopolleninden olusmaktadir.
Sporopollenin oldukc¢a kararli bir biyopolimerdir. Bu énemli yap1 poleni korozyon, asit,
biyolojik bozulma ve diger gevresel etmenlere karsi korumaktadir. Yapilan ¢alismalarla,
bilesimini olusturan polen tanelerinin duvar yapilarinin gliclii olmasi1 nedeni ile, ar1
poleninde bulunan besin maddelerinin sindirilebilirligi, biyoyararlanimi diisiiktiir ve tam
olarak emiliminin ger¢eklesmedigi saptanmistir (Poyraz vd., 2023). Ar1 poleninin %10-
15’inin insanlar tarafindan sindirilebilir oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle ar1 poleninin
aktif bilesenlerinin aciga ¢ikmasini saglamak ve biyoyararlanimi iyilestirmek amaciyla
icerigini olusturan polen tanelerinin hiicre duvar yapisinin bozulmasi énemli olmaktadir.
Polen hiicre duvari yapisinin bozulmasini saglamak amaciyla fiziksel ve biyolojik
yontemler kullanilmigtir. Mikrobiyal fermentasyon bitki poleni hiicre duvarinin yapisini
bozmak i¢in kullanilan yesil ve ¢cevre dostu bir biyolojik yontemdir. Fermentasyon islemi
fermente {irlinlerin katma degerinin arttirmaya elverisli olan, bitki substratlarindan ya da
gida maddelerinden aktif bilesenlerin salinmasini tesvik eden 6nemli bir yontemdir.
Onceki arastirmalar ar1 polenin fermentasyonunun, igerigini olusturan polen tanelerinin
hiicre duvar1 yapisini bozmasi iizerine odaklanmistir (Cruz-Casas vd., 2021; Mora-

Adames vd., 2021; Barta vd., 2022).

Mikro-nanoenkapsiilasyon, polifenol biyoyararlaniminda ve stabilitesinde, ayrica
toksisite azaltmada ve biyoaktif bilesenlerin islevselligini gelistirmede kullanilan yararl
bir teknolojidir. Bu teknoloji ile farkli gidalarin yeniden formiilasyonu, gidalarin raf
omriiniin uzamasi ve gidalara yeni fonksiyonel 6zellik kazandirilmasi saglanmistir (El-
Kholy vd., 2019). Mikro-nanofiberler yiiksek yiizey alani ve ayarlanabilir gozenek
boyutu gibi olduk¢a Onemli 6zelliklere sahiptir. Bu malzemeler ile farkli 6zellikte
filtreleme ve paketleme materyalleri gelistirilebildigi ¢aligmalarda gdsterilmistir. Elektro
egirme mikro-nanolif {iretebilen ucuz, yiliksek sicaklik gerektirmeyen, c¢esitli kaplama
materyallerinin kullanilabildigi enkapsiilasyon amaciyla tercih edilen tekniklerden biridir.
Elektroegirme isleminde, polimer ¢ozeltisi, kilcal borudan elektrik alan kuvveti ile
ekstriide edilir ve kilcal borunun sonunda bir Taylor konisi olusturulur. Elektrik alan

yogunlugu arttikga Taylor konisinin yiizeyinde biriken pozitif yiikler, ylizey gerilimini



yenerek sivinin piiskiirmesine neden olur. Coziicii hizla buharlasarak siirekli bir ultra ince

polimer elyaf elde edilir (Pakolpakgil ve Draczynski, 2021).

Gidalarin islenmesi sirasinda uygulanan islemler (6rnegin, pastorizasyon) biyoaktif
maddelerin kaybolmasina neden olabilmektedir. Yeni teknoloji olarak ortaya cikan
enkapsiilasyon prosesleri ile biyoaktif bilesenlerin olumsuz etkilere karsi korunup
biyoyararlanimlarinin  artirilmas1  hedeflenmektedir. Enkapsiilasyon teknolojisinde
biyoaktif madde biyopolimer ile kaplanarak kapsiil i¢cine hapsedilmektedir. Boylelikle
aktif bilesenler koruyucu kaplama ile kaplanip uygun kosullarda ve hizda

salinabilmektedir (Coruhli, 2013; Demircan, 2016).

Tez caligmas1 kapsaminda monofloral ar1 poleni ve fermente ar1 poleni orneklerinden
farkli yontemlerle elde edilen ekstraktlarin fiziko-kimyasal, biyokimyasal ve
mikrobiyolojik o6zellikleri acisindan gida koruma teknolojisindeki potansiyelinin
arastirilmasi1 amaclanmistir. Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. monofloral ar1
polenlerinin botanik kaynaklari dogrulanmistir. Monofloral polenler arasinda besinsel
icerik ve organoleptik ozellikler agisindan farklar ortaya konulmustur. Ayrica monofloral
ar1 polenlerinin botanik kaynaklar1 ile karakteristik oOzellikleri analiz sonuglar ile

belirlenmistir.

“Botanik kaynaklar1 belirlenen monofloral ar1 poleni 6rneklerinin ve fermente polen
orneklerinin biyolojik igerikleri ve aktiviteleri agisindan farklari var midir, antioksidan
farklar1 belirlerken polifenol ekstraksiyonunda uygun metodoloji ne olmalidir, Belirlenen
metodolojiye gore uygun parametre kosullar1 nelerdir?” seklindeki sorulara cevaplar
aranmistir. Sonugta palinolojik analizler ile botanik kaynagi tespit edilen ar1 polenlerinde
baskin olan bitki taksonu belirlenmis olup yapilan biyoaktivite testleri ile baskin bitki
taksonu igeren monofloral polenler arasinda biyoaktif icerik agisindan farklar ortaya
konulmustur. Ar1 poleni orneklerinin biyolojik aktiviteleri kiyaslanip hangi bitki
taksonunun (monofloral polen kaynak olusturan) daha faydali olabilecegi tespit
edilmistir.  Ar1  poleni ekstraksiyonunda, yenilik¢i yontem olan ASE ve
biyotransformasyon (mikrobiyal fermentasyon) yontemleri kullanilarak, polenin ekzin
tabakasinin pargalanmast saglanip icerigindeki degisimler saptanmistir. Geleneksel

yontem olan maserasyon, yesil teknik olarak bilinen ASE ve yine yesil teknik ve



biyolojik bir yontem olarak bilinen fermantasyon tekniginin fenolik igerik ve antioksidan
aktivite tiizerine etkileri kiyaslanmistir. Literatiir verileri incelendiginde daha once
Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. art poleni Orneklerinin birlikte
degerlendirildigi bir fermentasyon ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu ¢alisma ile ilk kez
ar1 poleni orneklerinden polifenollerin ekstraksiyonunda yesil teknik olarak bilinen
yenilik¢i isleme teknolojilerinden olan hizlandirilmig ¢oziicii ekstraksiyonu (ASE)
kullanilarak fermente edilmis ve fermente edilmemis ar1 poleni ekstraktlar1 elde
edilmistir. Maserasyon, ASE ve fermantasyon teknigi uygulanarak bu yontemlerin
polifenolik igerikleri ve antioksidan aktivitelerinin kiyaslandigi ¢aligmalara literatiirde
rastlanilmamistir. Antioksidan aktivite yoniiyle en etkili igerige sahip ekstrakt tespit

edilmistir.

Calismanin son bolimiinde en yliksek antioksidan aktiviteye sahip ekstraktin model
gidada kullaniminin degerlendirilmesi amaciyla elektro egirme teknigi ile mikro-
nanofiber yapilar1 elde edilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde iiretilen fiberlerin
PVA polimeri ile kaplandigi ve fiberlerin ortalama ¢aplarinin artan ekstrakt
konsantrasyonu ile arttigi bulunmustur. FTIR analizi ile farkli oranlardaki polen katkili
fiberlerde PVA polimer yapis1 korunarak ilgili fenolik bilesiklerin yapida yer aldigi
piklere rastlanilmistir. Tez ¢alismas ile ilk kez ASE ile elde edilen Castanea sativa ar
poleni ekstraktinin degisen oranlar1 elektro egirme yontemiyle fiber {iretiminde

kullanilmustir.

Son yillarda gidalarda sentetik koruyucularin yerine dogal antioksidanlara olan ilgi
artmaktadir. Bu antioksidan molekiillerin etkinliginden uzun siire faydalanmak igin
enkapsiilasyon uygulamalar1 yapilmaktadir. Sonucta Castanea sativa ASE ar1 poleni
ekstrakti iceren fiberlerin, tavuk etinin raf Omrii boyunca lipit oksidasyonunun
azaltilmasinda etkili oldugu saptanmistir. Bu caligma ar1 poleni ekstrakti katkili PVA
fiberlerin gida uygulamasi yoniiyle literatiirde ilk olmustur. Art poleninin, etkili
biyoaktivitesi ile ilerleyen yillarda gida uygulamalarinda kullanilarak daha fazla

caligmalara konu olabilecegi diistiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Ar1 Poleni

Bitki poleni, tohumlu bitkilerde vejetatif (gelismeye ait) ve generatif (liremeye ait) olmak
iizere iki ¢ekirdege sahip bitkinin anterinde iiretilen mikrosporlardir. Ar1 poleni bal aris1
(Apis mellifera) tarafindan larva ve geng arilar1 beslemek amaci ile toplanmaktadir. Bal
arilar1 (Apis mellifera) bitkilerden topladiklar1 polenleri oral salgilartyla birlestirerek pelet
haline getirirler ve arka bacaklarinda bulunan polen keseleri vasitasiyla kovana tasirlar.
Aricilar tarafindan kovan girisine takilan polen tuzaklari ile ar1 poleni hasat edilmektedir.
Bu sekilde toplanan ar1 poleninin nem igerigi olduk¢a yiiksektir. Bu nedenle yeni hasat
edilen polen ornekleri hemen tiiketilmeli ya da hizli bir sekilde kurutularak uygun
depolama kosullarinda saklanmalidir (Denisow ve Denisow-Pietrzyk, 2016; Kieliszek

vd., 2018).

Bitki polenlerinin dolayisi ile ar1 poleninin rengi saridan siyaha, siyahtan kirmiziya kadar
degisebilmektedir. Bilesiminde insan sagligi agisindan onemli maddeler bulunduran
polenin rengi ve kimyasal icerigi botanik kaynagina gore farkliliklar gdstermektedir

(Geng, 1993; Ismail vd., 2013).

Bir ar1 polen peleti, binlerce bitki polen tanesi icermektedir (Aylanc vd., 2021). Bir bitki
poleni tanesinin dis kabugu (sporodermis) ekzin ve intin olmak {izere iki ana katmandan
olusmaktadir. Intin, seliiloz ve pektinden olusan bir i¢ tabakadir; ekzin ise olaganiistii
kimyasal ve biyolojik diren¢ saglayan sporopollenin bakimindan zengin, daha sert bir dis
tabakadir (Wang ve Dobritsa, 2018). Polen tanesinin dis tabakasi olan ekzin, esas olarak
kimyasal ve termal stabilitesi ile bilinen olduk¢a dayanikli bir biyopolimer olan
sporopolleninden olusur (Qu ve Meredith, 2018). Bu saglam yapi, polenin i¢ igerigini
cevresel bozulma ve mikrobiyal saldirilardan koruyan koruyucu bir bariyer goérevi
gormektedir (Tainsh vd., 2021). Sporopollenin uzun zincirli yag asitleri,

fenilpropanoidler, fenoller ve eser miktarda karotenoid igerir ve bunlarin hepsi hidrofobik



ozelliklerine, yapisal giiciine ve antioksidan kapasitesine katkida bulunur (Hegediis vd.,
2021). Sonug olarak, ekzin bitki polenin cevresel tehditlere karsi korunmasinda g¢ok
onemli bir rol oynar. Ekzin ayrica farkli bitki tiirleri arasinda bilesiminde 6nemli 6lgiide
degiskenlik gosterir, bu da polen tanelerinin yilizeyinde gozlemlenen desen ve
stislemelerin ¢esitliligine neden olur (Wang ve Dobritsa, 2018). Bu degiskenlik, polenin
cevreyle ve ¢igeklerin disi iireme yapilartyla etkilesime girme yetenegini

etkileyebilmektedir.

Ar1 poleninin biyoyararlanimi, onu olusturan bitki polenlerinin bozunmaya direngli ekzin
olarak bilinen dis tabakasi tarafindan kisitlanmaktadir. Dolayist ile ekzin tabakasi, ar1
poleninin islevselligini ve biyoyararlanimini etkileyen kritik bir yapidir. Son zamanlarda
ekzin tabakasinin yapisini bozarak, polenin besinsel ve islevsel profilini iyilestirmek i¢in
fiziksel ve biyoteknolojik teknikler gelistirilmistir (Alcala-Orozco vd., 2024). Bu
teknikler, fermantasyon ve kurutma gibi geleneksel yontemlerden, enzimatik hidroliz ve
ultrason islemi gibi modern yeniliklere kadar uzanmaktadir (Kanar ve Mazi, 2019; Zhu
vd., 2024; Zuluaga-Dominguez vd., 2019; Zuluaga-Dominguez ve Quicazan, 2019). Tiim
bu teknolojiler polen tanesinin ekzininin yapisini bozarak besinlerin ve biyoaktif

bilesiklerin biyoyararlanimini artirmay1 amaglamaktadir (Hegediis vd., 2021).

2.2. Monofloral ve Multifloral Ar1 Poleni

Ar1 poleni yani polen peletinin bitkisel kaynagi palinolojik analizlerle belirlenmektedir.
Arn poleninin bitkisel kaynagi; besinsel, fiziko-kimyasal ve fonksiyonel ozelliklerini
onemli Olglide etkilemektedir. Mikroskobik analizler sonucunda, tek tip bitki tiirlinden
(en az %80’1 ayn1 bitkiye ait polen tanelerinden) olusan, ayni organoleptik ve
biyokimyasal 0Ozellikler gdsteren polenler “monofloral ar1 poleni” olarak kabul
edilmektedir. Arilar, ariligin ¢evresinde floranin yetersiz olmasi durumunda farkli botanik
kaynaklardan yararlanmaktadir. Topladiklar: farkli bitki polen tanelerini agiz salgilar1 ve
bir miktar nektar ile karigtirarak pelet haline getirip, multifloral ar1 polenini
olusturmaktadir (Barth vd., 2010; Thakur ve Nanda, 2020; Alimoglu vd., 2021).
Glinlimiizde monofloral ve multifloral ar1 poleninin, biyoaktif bilesen igerigi farklidir, bu
nedenle ar1 poleninin bitkisel kaynaginin belirlenmesi 6nem kazanmaktadir.

Biyoyararliligi degisen ar1 poleninde ortaya ¢ikan ekonomik deger farki nedeniyle,



botanik kaynak tespiti biiyilk dnem tasimaktadir (Alimoglu vd., 2021). Bir ¢aligmada
laden ar1 poleninin kestane ar1 polenine gore karotenoid igeriginin oldukga yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu polenlerin sterol igeriklerinin farkli oldugu belirlenmis, laden ar1
poleninde delta-5-avenasterol baskin iken, kestane ar1 poleninde betasitosterol baskin
olarak bulunmustur. Ayni1 c¢alismada polen alerjisi agisindan da polenin botanik

kaynaginin belirlenmesinin énemli oldugu belirtilmistir (Silici, 2015).

2.3. An1 Poleni Fizikokimyasal Ozellikleri

Arn poleni, ergin larvalar ve geng isci arilar i¢in dnemli bir protein kaynagidir. Protein
iceriginin yaninda yapisinda karbonhidratlari, yag asitlerini, turuncudan kirmiziya
degisen renk pigmentlerini, ¢esitli vitaminleri (A, B2, B3, BS, C, E gibi), mineralleri,
polifenolleri, karotenoidleri ve bazi enzimleri bulundurmaktadir. Ar1 poleni igeriginden
Otiirli tam eksiksiz besin olarak kabul edilmektedir. Ar1 polenin kimyasal igerigini;
botanik orijin, cografi kdoken, toprak tipi ve aricilik uygulamalart 6nemli Olciide
etkilemektedir (Geng ve Dodologlu, 2002; Almeida-Muradian vd., 2005). Ar1 poleni kuru
agirlikta %40-85 oranlarinda karbonhidratlar1 icermektedir. Polende baskin seker, fruktoz
olup bunu takiben glukoz ve sukroz gelmektedir. Oligosakkaritler ve polisakkaritler de
polenin yapisinda bulunan 6nemli bilesenlerdir. Karbonhidratlardan sonra ar1 poleninde
bulunan 6nemli grubu proteinler olusturmaktadir. Kuru agirlikta ortalama %14-30
araliginda protein bulunmaktadir (Basdogan vd., 2019). Prolin, glutamik asit ve aspartik
asit baglica aminoasitleri olusturmakla birlikte neredeyse aminoasitlerin tamamini
bulundurabilmektedir. Prolin ve glutamik asit varligi ar1 poleninin kalitesiyle
iligkilendirilip 20 mg/g degerinden yiiksek glutamik asit miktar1 tazeligin gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Urcan vd., 2017; Li vd., 2018). Yapilan ¢alismalar sonucu ar1
poleninde yaklagik 20 yag asidi tanimlanmis olup, linolenik ve palmitik asidin major
olarak bulunduklart belirtilmistir (Li vd., 2018). Yag asitlerinin toplam doymamishiginin
doymusluga oraninin 1,57-1,92 arasinda oldugu yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir. Lipit
iceriginin kuru agirlikta yaklasik %1-10 araliginda oldugu ifade edilmistir. Ar1 poleni
vitaminlerce zengin bir kaynaktir. B grubu vitaminleri icermekle birlikte, nikotinamid ve
niasin yapisinda en ¢ok bulunan B grubu vitaminlerdir. Ayrica yapisinda A, C ve E

vitaminleri de tespit edilmistir. Ar1 poleni potasyum (K), sodyum (Na), kalsiyum (Ca),
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magnezyum (Mg), fosfor (P), ¢inko (Zn), bakir (Cu), mangan (Mn) gibi 6nemli
mineralleri icermektedir (Campos vd., 2008; Li vd., 2018).

Arn poleni yapisinda yaklasik %0,7 oraninda lipofilik A ve E vitaminleri ile hidrofilik
vitaminler olan B grubu vitaminleri ve C vitaminini icermektedir. Tiirkiye’den toplanan
30 ar1 poleni 6rneginde A, C ve E vitamin diizeyleri belirlemeye yonelik bir ¢alisma
yapilmistir. Sonugta vitamin igerikleri sirasiyla; A vitamini 22,0-53,7 pg/g, C vitamini
304,3-768,3 ng/g ve E vitamini 180,0-340,7 ng/g olarak bulunmustur (Alayunt vd.,
2013). Brezilya bolgesine ait farkli ar1 polenlerinin vitamin igerikleri belirlenmis ve C
vitamini degeri 14-119 ug/g, E vitamini degeri ise 19,4-43,0 nug/g olarak tespit edilmistir
(Melo ve Almeida-Muradian, 2010). Bunun yani sira ar1 poleninde A vitaminlerinin
onciilii olarak da bilinen karotenoidleri igermesidir (Kosti¢ vd., 2020). Vitaminler ve
karotenoidlerin yogun ¢ift bag mevcudiyeti nedeniyle yapilari olduk¢a kararsizdir. Bu
sebeple ar1 polenine uygulanan sicak hava ile kurutma, uzun siire pisirme ve depolama
kosullarinda bu yapilar bozulabilmektedir. Bu degerli bilesenlerin diizeylerinde azalma
ve kayiplar meydana gelebilir (Simpson, 1983). Ar poleni igerdigi magnezyum (Mg),
cinko (Zn), demir (Fe), kalsiyum (Ca), fosfor (P), potasyum (K) gibi mikro besin
elementleri yoniinden insan beslenmesinde ilgili eksiklik durumunda gida takviyesi
olarak diisiiniilebilecek iyi bir kaynaktir (L1 vd., 2018). Selenyum (Se), insan viicudunda
selenoproteinler i¢in kofaktdr olmasi 6zelligi ile fizyolojik siirece ciddi katkisi olan bir
elementtir. Polenin yaklasik %0,02 oraninda Se igerdigi ¢alismalarda belirtilmis olup bu
nedenle beslenmede Se kaynagi olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
baglamda yapilan analizlerde musir poleni 6rneginde 69-176 pg/g, Urdiin ar1 poleninde

ise 1752-3030 pg/g diizeylerinde bulunmustur (Kosti¢ vd., 2020).

2.4. Ar1 Poleninin Fenolik icerigi ve Biyoaktivitesi

Polifenoller, patojen gelisimi gibi biyolojik ve UV radyasyon, yiiksek sicaklik gibi reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna neden olan g¢evresel faktorlere karsi korunmada 6nemli
aktivite gostermektedir. Bu nedenle olduk¢a onemli antioksidanlardir (Mierziak vd.,
2014). Campos vd. (2003), baz1 ar1 poleni Orneklerini inceleyip yapisinda kuersetin,
mirisetin ve luteolin flavonoid aglikonlarimi tespit etmislerdir. Giiney Brezilya ari

polenine yonelik yapilan bir calismada rutin ve mirisetin fenoliklerinin yiiksek
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miktarlarda bulunduklar1 saptanmistir (Carpes vd., 2008). Kuzeydogu Brezilya’ya ait 22
ar1 poleni 0rneginin izoquersetin, mirisetin, trisetin, quersetin, luteolin, selagin, kaemferol
ve izorhamnetin icerdikleri tespit edilerek biitiin orneklerde izorhamnetin 3-O-f-
neohesperiosid bulundugu belirlenmistir (Freire vd., 2012). Sirbistan’dan toplanan ar1
polenlerinin fenolik icerigine yonelik yapilan ¢alismada 19 flavonol glikozit ve 18
polifenol c¢esidi olmak iizere toplam 37 farkli polifenol bulunmustur. Qersetin-3-O
galaktosid en baskin bilesik olarak tespit edilmistir. Qersetin-3-O-rhamnosid,
izorhamnetin-3-O-rutinosid, rutin-3-O-rutinosid belirlenen diger bilesiklerdir (Kosti¢ vd.,
2019). Fanali vd. (2013), inceledikleri ar1 polenlerinde 9 farkli polifenol belirlemislerdir.
Bu polifenoller o-,p- kumarik asit, mirisetin, ferulik asit, sinnamik asit, quersetin,
hesperidin, naringenin ve kaemferoldiir. Misir bolgesine ait ar1 poleni eksraktlarinin 3,4-
dimetoksisinnamik asit yoniinden zengin oldugu saptanmistir (Mohdaly vd., 2015). Anzer
ar1 poleninin fenolik igeriginin incelendigi bir ¢alismada biitiin ar1 poleni O6rneklerinde
vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, p-OH benzoik asit, p-kumarik asit, rutin, ferulik asit
bilesenlerinin var oldugu saptanmistir. Bunun yami sira ar1 poleni orneklerinden bir
tanesinin haricinde yiiksek miktarlarda quersetin icerdikleri belirtilmistir (Ulusoy, 2010).
Li vd. (2015), ar1 poleninin 4 tane flavonoid glikozit grubu igerdigini belirlemistir.
Quersetin-3-0-B-D-glukosil-(2—1)-B-glukosit, kaemferol-3,4'-di-O-B-D-glukosit, 5,7, 4'-
trihidroksi-3' metoksiflavon-3-O-B-D-soforosit ve kaemferol-3-O-B-D-glukosil-(2—1)--

D-glukosit tanimlanan bilesiklerdir.

Ar1 polenin saglik {izerinde olumlu etkilerinin oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma vardir.
Cistaceae (Ladengiller) familyasmna ait ar1 poleninin in vivo antioksidan aktivitesi
arastirllmis ve sonugta bu polenin farelerde antioksidan enzim ekspresyonunu modiile
ettigi ve hepatik lipit peroksidasyonunu azalttig1 saptanmustir (Sari¢ vd., 2009). Misir ve
Kahire orijjinli ar1 poleni Orneklerinin sodyum floriirle indiiklenen sicanlarda
malondialdehit diizeyinde 6nemli bir azalma sagladigi ve ayrica beyinde ve kanda
stiperoksit dismutaz ve glutatyon seviyelerinde belirgin bir artigla antioksidan sistemi
giiclendirdigi belirlenmistir (Khalil ve Elsheikh 2010). Bunun yaninda bagka bir
calismada Castanea poleninin karbon tetrakloriir (CCls) ile indiiklenmis ratlarda
karaciger yenilenmesini tesvik ettigi ayrica hepatositleri oksidatif strese karst korudugu
tespit edilmistir (Yildiz vd., 2013). Bir ¢alismada ithlamur bitki orjinli ar1 poleninin 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal giderme aktivitesi, siiperoksit radikal
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siipiirme analizleri in vitro ve in vivo olarak test edilmistir. Siiperoksit dismutaz aktivitesi,
toplam antioksidan kapasite olarak analizler gerceklestirilmis ve sonugta doza bagl
olarak siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinde ve toplam antioksidan aktivitede artis
gozlenmistir. Malondialdehit (MDA) igeriginde de 6nemli 6lgiide azalma belirlenmistir.
Ar poleninin ilag gelistirmede potansiyel dogal bir kaynak olabilecegi belirtilmistir (Jin
vd., 2018). Tablo 2.1°de ar1 poleninin antioksidan aktivitesine ait baz1 in vitro ¢aligsmalar

Ozetlenmistir.

Tablo 2.1. Ari poleni ile ilgili yapilan in vitro antioksidan ¢aligmalari

Cografik/Floral orijin Deney modeli Sonug Referans
Brezilya DPPH (EC50 pg/mL) 104,5 (Etanol Eks.) Silva vd., 2006
212,0 (Metanol Eks.)
41,9 (Etil asetat Eks)
Ispanya/Cistus DPPH (IC50) 196,7 pg/mL (Etanol Izuta vd., 2009
ladanifer,Cistus albidus eks.)
Sonora ¢6lii/Mesquite FRAP ([Fe*'mM]) 2,89 (Metanol eks.) Leblanc vd., 2009

1,98 (Etanol eks.)

3,96 (Metanol eks.) 3.22
(Etanol eks.)

B. napus subsp. napus %86,25 inhibisyon,
L. 1383, 67 mg/kg

Sonora ¢6lii/ Mimosa

Helianthus annuus L. DPPH, TFi %47,97 inhibisyon, Fatrcova-Sramkové
691,67 mg/kg vd., 2013
P. somniferum L. %75,93 inhibisyon,
817,33 mg/kg
Sirbistan/Helianthus TFi 24444 mg/kg kuru Kosti¢ vd., 2019
annuus L. agirlik  (metanol eks.)
200,58 mg/kg kuru
agirhk (etanol eks.)
Letonya/Rubus ideaeus  TFI, ABTS 32,13 £+ 1,26 mg Straumite vd., 2022
GAE/g, 2,21 + 0,07
mmol TE/100 g
Letonya/Trifolium 4,71 £ 0,19 mg GAE/g,
pratense 0,40 =+ 0,02 mmol
TE/100 g
Letonya/Taraxacum 8,21 £ 0,31 mg GAE/g,
officinale 0,94 + 0,02 mmol
TE/100 g
Letonya/Vicia faba L. 1840 =+ 0,14 mg
GAE/g, 0,72 + 0,03
mmol TE/100 g
Letonya/Phacelia 19,48 + 0,59 mg
tanacetifolia GAE/g, 1.83 + 0.08

mmol TE/100 g
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Tablo 2.1. (Devam) Ar1 poleni ile ilgili yapilan in vitro antioksidan ¢aligmalari

Cografik/Floral orijin Deney modeli Sonug Referans

Letonya/Brassica napus TFIi, ABTS 2994 + 0,77 mg Straumite vd.,
GAE/g, 2.05 + 0.04 2022

Letonya/Salix mmol TE/100 g

babylonica

*TFI: Toplam fenolik icerik, DPPH: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, ABTS: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit), TE: Troloks esdegeri, GAE: Gallik asit esdegeri, FRAP: Ferrik indirgeyici antioksidan giig,
Eks: Ekstraksiyon.

Ar1 poleninin Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, ve Pseudomonas aeruginosa gibi bakteri
suslar1 iizerinde giiclii antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir (Li vd., 2018).
Bunun yaninda Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei gibi kiif ve mayalara kars1 antifungal etkisi saptanmistir
(Kacaniova vd., 2012). Bu antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri sayesinde ar1 poleninin
bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar1 dnlemede kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Li vd.,
2018). Arn poleninin polifenol, yag asidi, fosfolipit ve fitosterol igeriginden dolay1
antiinflamatuvar aktiviteye sahip oldugu yapilan calismalarla belirlenmistir. Moita vd.
(2013), ar1 poleninin etanol ekstraktinin lipopolisakkarit murin makrofajlarinda

prostoglandin iiretimini azaltarak antiinflamatuvar etkisini belirlemistir.

2.5. Ar1 Poleni ve Fermentasyon

Fermantasyon, bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalarin organik bilesikleri pargaladigi
biyolojik bir siiregtir. Gliniimiizde, mikrobiyal fermantasyon seftali suyunun (Hashemi
vd., 2021) ve erik yan friinlerinin (Dulf vd., 2016) antioksidan kapasitesinin
gelistirilmesinde basariyla uygulanmistir. Ayrica, ginsengin anti-enflamatuar ve
antioksidan aktivitelerini gelistirdigi bulunmustur (Hwang vd., 2019). Son arastirmalar,
fermantasyonun fenolik maddelerin salinimi ve ar1 poleninin antioksidan aktivitesinin
artirilmasi {izerinde olumlu bir etkisi oldugunu dogrulamistir (KaSkoniene vd., 2015;
biyoaktivitesindeki degisikliklere kapsamli olarak odaklanan ¢ok az c¢aligma

bulunmaktadir (Tablo 2.2).
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Ar1 poleninin in vitro sartlarda fermentasyonu bu dogal olay1 anlamak i¢in ¢alisilmstir.
Calisilmalar sonucunda fermantasyon igleminin ar1 poleninin kimyasal bilesiminde ve
biyolojik aktivitesinde onemli degisiklikler ortaya ¢ikardigi belirlenmistir. Ar1 poleninin
bilesimini olusturan bitki polen tanelerinde gerceklesen ekzin modifikasyonunu sagladigi
diistintilen fermantasyon islemi ile, sporopollenin ve diger organik bilesenlerin kismen
parcalanarak, ekzinin bilesiminde ve yapisinda degisikliklere neden olabildigi
digtinilmektedir (Poyraz vd., 2023). Calismalara gore, fermantasyon sirasinda
mikroorganizmalar, polen tanelerinin ekzini ile etkilesime girer, kimyasal baglar1 kirar ve
yapisini degistiren enzimler ve metabolitler salgilar (Cruz-Casas vd., 2021; Barta vd.,
2022). Boyle bir siireg, ekzinin zayiflamasina katkida bulunur ve daha 6nce erisilemeyen
biyoaktif bilesiklerin salinimini kolaylastirir, bdylece sonraki uygulamalar igin
kullanilabilirliklerini artirir (Aylanc vd., 2022). In vitro fermentasyon sirasinda, basta
laktik asit bakterileri olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalar polen tanelerinin karmasik
yapilariin pargalanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda arastirmacilar,
farkli kosullar altinda Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei veya Lactobacillus paracasei gibi cesitli
mikroorganizmalar kullanarak, ar1 poleni fermantasyonunu laboratuvar Olceginde
baslatmay1 denemislerdir (De-Melo vd., 2018; Mora-Adames vd., 2021; Mitek vd., 2023;
Zheng vd., 2023; Yin vd., 2024). Bu mikrobiyal aktivite, yag asitleri, enzimler,
polifenoller ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesikler de dahil olmak iizere faydali
metabolitlerin iiretimine yol a¢maktadir (Dinu vd., 2023; Urcan vd., 2024). Bu
fermentasyon siireci, ar1 poleninin besin degerini ve biyoyararlanimini artirarak hem
arilar hem de insanlar icin daha faydali bir besin kaynagi haline gelmesinde &nem
tagimaktadir. Bu tip, laktik fermantasyonu ar1 poleninin igerigini olusturan bitki polen
tanelerinin duvar yapisim1 bozarak, ar1 polenini daha sindirilebilir ve yeni besinlerle
zenginlestirilmis hale getirebilmektedir (Aylanc vd., 2021). Yapilan bir g¢aligmada,
Lactobacillus rhamnosus ar1 poleninin fermentasyonunun, flavonoid igerigini %55-135
arasinda onemli dlglide arttirarak, ar1 polenindeki toplam fenolik icerigi ve antioksidan

aktiviteyi gelistirdigini gostermistir (Kaskoniené vd., 2018).
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Referans Amacg Prosediir Sonuc¢
KaSkoniené Fermente edilmis ve Pastorize edilmis ve Arn poleninin yapay kat1 hal
vd., 2020 fermente edilmemis pastdrize edilmemis ar1 fermantasyonu ile
polifloral  ar1  poleni poleni ornekleri  antioksidan ve antimikrobiyal
orneklerinin antioksidan, kullanilmigtir. aktiviteleri tiizerine olumlu
antibakteriyel ve Bakteri susu olarak etkileri saptanmistir.
antifungal aktivitelerinin Lactobacillus rhamnous ve  Antioksidan aktiviteyi 1,27—
belirlenmesi Lactobacillus lactis tercih 2,40  kat,  antibakteriyel
edilmistir. Ar1 poleni ve aktiviteyi 1,08—16,9 kat ve
distile su oraninda 1:2 antifungal aktiviteyi 1,96—
(W/V) karigtirllmigtir. 400 5,52 kat artirdigi
uL bakteri susu (2.9X10° belirlenmistir.
CFU/mL) ilave edilmistir.
37°C 12 giin fermente
edilmistir.
Mora- Yeni bir probiyotik gida Ticari olarak temin edilen Baslangig pH"1 5,8'e
Adames elde etmek igin tek 3 farkli starter ayarlanmig, 1sv/basing (10
vd., 2021 substrat olarak yiiksek kullanilmistir. dakika; 80 kPa; 115 °C) ile

Kolombiya art poleni
kullanarak pilot oSlgekli
bir laktik asit
fermantasyon  siirecinin
standartlagtirilmasi
amaglanmistir.

starter A: Streptococcus
thermophilus,
Lactobacillus  delbrueckii

ssp. lactis ve Lactobacillus

delbrueckii SSp.
bulgaricus, starter  B:
Lactobacillus  delbrueckii
ssp. lactis, Lactobacillus
delbrueckii ssp. cremoris,
Lactobacillus  delbrueckii
ssp. biovar. diacetylactis,
starter C: Lactobacillus

acidophilus NCFM.

Distile su:polen orani i¢in
1:1, 2:1
caligtlmistir. 80 kpa/115°C
/10-20 dak.)

oranlar1

on isleme tabi tutulmus 2:1
su:polen karigiminin, tiim
laktik baslaticilar igin pilot
Olgekli laktik fermantasyon
bir  substrat

icin  yeterli

oldugu belirlenmistir. Segilen

kosullarda, laktik asit
iretiminin kinetigi ve
spesifik laktik bakterilerin

biiylimesi saptanmistir.
Fermantasyon islem siiresi 30
saat olarak belirlenmis olup,
bundan sonra bakteri
popiilasyonlarinda 6énemli bir

diisiis gozlenmistir.
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Referans Amag Prosediir Sonug¢
Mora- Yeni bir probiyotik gida elde Fermentasyon icin 10 Test edilen  baslangic
Adames etmek icin tek substrat olarak dakika  1s1l islem, kiiltiirleri arasinda, yalnizca
vd., 2021 yliksek Kolombiya ar1 poleni su/polen oran1  2:1, probiyotik Lactobacillus
kullanarak pilot oOlcekli bir seg¢ilmis olup 0,0160 g acidophilus NCFM
laktik  asit  fermantasyon starter kiiltiir’kg inokiile tarafindan 30 saat sonra
stirecinin  standartlagtirilmast  edilmistir. agirlikca  %1,65'lik  bir
amaglanmistir. konsantrasyonla laktik asit
tiretimi agisindan en iyi
performanst  gostermistir.
Sonugta, probiyotik
ozelliklere sahip
fonksiyonel bir gida {iriinii
olarak ticari Olcekte
fermente ari poleni
tiretmenin fizibilitesini
vurgulanmustir.
Zuluaga- Calismanin  amaci, maya Her preparasyon i¢in Sonuglar, maya ve laktik
Dominguez olarak Saccharomyces 1:1 oraninda ar1 poleni asit bakterileri arasindaki
ve cerevisiae, bakteri olarak ve su kullanilarak 200 g konsorsiyum  kullaniminin
Quicazan, Lactobacillus plantarum ve substrat hazirlanmistir.  toplam fenolikler ve
2019 ticeri olarak Choozit kiiltiiriin ~ Substratlar, onceden antioksidan aktivite gibi

dahil edilmesi yoluyla ar1

poleni fermantasyonun
Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM),
Diferansiyel Taramali
Kalorimetri (DSC), fenolik
bilesikler, flavonoidler ve
antioksidan aktivite
parametreleri iizerine

etkilerini belirlemek oldugu

belirtilmistir.

kapatilmis ve 121°C'de
15  dakika
250

sterilize
edilmis mL'lik
sigelerde  saklanmustir.
Daha sonra hazirlanan
substrat onceden
hazirlanan maya,
bakteri ve ticari kiiltlir
inokuluma eklenmistir
37°C'de 72 saat
inkiibasyona

birakilmstir.

ozelliklerde sirasiyla %31
ve %39 oraninda Onemli
Olciide arttigini gostermistir.
DSC ile yapilan analiz,
fermente edilmis triinlerin
1s1 akiginda taze ar1 polenine
kiyasla bir artig gosterdigi
saptanmig olup buna
mikroorganizmalarin

aktivitesinden kaynaklanan
degisiklik

yapisal sebep

olarak gosterebilir.
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Referans Amag Prosediir Sonuc¢

Adaskevi ciute” Avrupa’nin farkli Kat1 hal fermantasyonu Kendiliginden ve

vd., 2022 bolgelerinden (italya, igin bir Lactobacillus bakteriyel —fermantasyon
Hollanda, Litvanya, rhamnosus GG (ATCC  siiregleri, test edilen polen
Polonya, Isvec, 53103) bakteri kiiltiirii ~&rneklerinde toplam
Danimarka, Malta, kullanilmistir. fenolik bilesik igerigi (1,1-
Slovakya, Ispanya) Bakteriyel fermentasyon 1,9 kat), toplam flavonoid
toplanan ar1  poleninin ve bakteri eklenmeden igerigi (1,1-1,6 kat) ve
biyolojik  olarak  aktif fermentasyon radikal slipiirme
bilesik kompozisyonu ve gerceklestirilmistir aktivitesinde (1,4-2,3 kat)

antioksidan aktivitesi

uizerinde kat1 hal laktik asit

fermantasyon  prosesinin
etkisi belirlenmistir.
Kendiliginden
fermantasyon  ve  bir
Lactobacillus  rhamnosus
kdiltiirii kullanilarak
fermentasyon
gercgeklestirilmistir.

Polen numunesinden 10
g, 2 mL steril damitilmig
su ile 2 saat 1sitilip
sogutulmustur. Bal ve su
karigimi (2,5 mL su ile
1,5 g bal) eklenmistir.
Bakteriyel fermantasyon
icin 800 pL
Lactobacillus

rhamnosus (2,9 x 10°
koloni olusturan birim
(CFU)/mL) ve spontan
fermantasyon

Tween 80 ile 800 pL
MRS broth

i¢in

ilave
edilmistir. Polenin
iizerinde yaklasik %20
bosluk bulunan siseler
kapatilmistir ve 37-C'de
fermantasyon icin bir
inkiibatore
yerlestirilmistir.
Bakteriyel fermantasyon
icin 9 giin ve spontan
fermantasyon igin 11

glin stirmstiir.

istatistiksel olarak anlaml
bir artis ortaya koydugu
saptanmigtir. Caligilan
dogal ve fermente polenin
ozellikleri, polenin
botanik bilesimi ile ilgili
olan

cografi  toplama

alanma baglanmistir.
Litvanya poleninin en
yiiksek toplam fenolik
bilesik igerigine, toplam
flavonoidlere ve radikal
yakalama aktivitesine
sahip oldugu, Malta ve
Italya poleninin ise en
diisik degerlere sahip
oldugu belirlenmistir.
Spesifik fenolik asitler ve

flavonoidlerde 1,2-3,1 kat

artis gbzlenmis ve
fermentasyondan  sonra
benzoik, vanilik, kafeik

asitler ve mirisetin dahil

olmak iizere yeni

bilesikler tanimlanmustir.
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Referans Amacg Prosediir Sonug¢

KaSkoniené Ar1 poleninin laktik asit Lactobacillus rhamnosus GG Fermantasyon, toplam

vd., 2018 bakterileri tarafindan kati (ATCC 53,103) bakteri flavonoid icerigi
hal fermentasyonu kiiltiirii  fermentasyon igin iizerinde olumlu etki
gerceklestirilip kullanilmistir. 30 g gosterdigi  bulunmustur
fermentasyonun fermente homojenize edilmis art  (flavonoid miktar1 %55-

edilmis ve fermente
edilmemis ar1 poleninin
toplam  fenolik  bilesik
icerigine, toplam flavonoid
icerigine ve radikal
yakalama aktivitesine

etkisi degerlendirilmistir.

polenine 6 mL steril distile su

ilave edilerek sismeye

birakilmustir. Sismis ar1
polenine 10 mL kaynatilip
sogutulmus %60
(agirhik/hacim) bal ¢ozeltisi
edilmistir. Tki

ilave ozdes

fermantasyon karigimi
numunesi seti olusturulmus;
bir setteki tiim numuneler 600
pL  Lactobacillus rhamnosus
GG (2,92 x 10° CFU/mL) ile
zenginlestirilirken, diger

setteki numuneler kontrol

olarak birakilmistir.

135 arttr).  Sonuglar,

dogal ar1 ekmeginin
antioksidan aktivitesi ile
karsilastirilmistir.
Toplam fenolik
bilesiklerin igerigi birkag
numunede 1,1-1,4 kat
arttigl saptanmigken geri
kalaninda  degismedigi
bulunmustur.  Sonuglar
bakteri igeren ve
icermeyen fermente

orneklerde benzer tespit

edilmistir. Bununla
birlikte, tim  dogal
fermantasyon

numunelerinde  radikal

yakalama kapasitesinde
2,0-5,5 kat  azalma
gozlemlenirken, bakteri
ile fermente edilmis
numunelerde ar1 poleni
numunesinin  kdkenine
bir bagimlilik gosterdigi

saptanmuistir.

2.6. An Poleni Ekstraksiyon Modelleri ve Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu

Ilag, gida ve kimya endiistrileri gibi farkli endiistriyel kollarda biyoaktif bilesenler

olduke¢a sik kullanilmaktadir. Bundan dolay1 bu aktif bilesenlerin ekstrakte edilmesinde
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en uygun ve en verimli yontemin arastirilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Atmosferik
basingta, kati/sivi ekstraksiyon teknikleri kullanilarak yapilan geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin diisiik segicilik ve ekstraksiyon verimi, uzun ekstraksiyon stiresi ve yiiksek
oranda solvent gerektirdigi bilinmektedir. Tablo 2.3’te ar1 polenine uygulanan
ekstraksiyon metodunun ve antioksidan aktivitesinin yer aldigi bazi calismalar
Ozetlenmistir. Ayrica bu yoOntemlerde ekstrakt asiri 1siya, oksijene ve 1s1ga maruz
kalabileceginden ekstraktta bozulmalar meydana gelebilir. Hizlandirilmis ¢oziicl
ekstraksiyon yontemi (ASE), otomatik, tekrarlanabilir bir ekstraksiyon teknigi olmasi
nedeniyle gida ve farmasoétik alanlarinda kapsamli bir sekilde uygulanmaya baslanmistir.

Son yillarda ¢esitli meyve ve sebze Orneklerinden biyoaktif bilesikler ASE teknigi

kullanilarak elde edilmistir.

Tablo 2.3. Ar1 poleni antioksidan aktivitesi ve uygulanan ekstraksiyon metotlari

Referans Botanik Ekstraksiyon Antioksidan Sonu¢
/Cografi Metodu Analiz
Orijin
Fatrcova Hashas Maserasyon DPPHe DPPH aktivitesi en yiiksek kolza
- (Papaver (%90 Et-OH, (%inhibisyon), poleninde bulunmustur.
Sramkov  somniferum  70°C 30 dak. DNA Biyosensér DPPH aktivitesi: Kolza
avd., L.), Kolza subanyosu)  yontemi (I/Io), (%86,25)>hashas (75,93)>aygcicegi
2013 (Brassica Bilesiklerin (47,97)
napus Indirgeme Biyosensor yontemi 1/1o degeri:
subsp. Kapasitesi Kolza (1,93)>Hashas (0,95)
napus L), (ng/mL) >Ayc¢icegi (0,37)
Aycigegi Indirgeme Kapasite (ng/mL):
(Helianthus Kolza
annuus L.) (4495,33)>hashag(3452,67)>ayc¢ice
gi (2778,67)
Alimoglu  Karadeniz Calkalamali DPPHe, DPPH: 4,26-22,93 mg TE/g
vd., 2021  (Tiirkiye)/ su banyosu CUPRAC, FRAP ekstrakt, CUPRAC: 29,27-84,12
Multifloral (%70 Et-OH, mg TE/g ekstrakt, FRAP: 3,42-
1 sa, 100 rpm, 16,03 mg TE/g ekstrakt
40°C)
sonrasinda 15
dak.
sonikasyon
islemi
Pascoal Portekiz, Maserasyon DPPHe, TBARS DPPH 2,98-6,69 mg/ mg ekstrakt,
vd., 2014 Ispanya/Mu (metanol ile) TBARS 0,35-3,70 mg /mg ekstrakt
Itifloral
Mirghita Romanya/  Maserasyon =~ DPPHe, FRAP, DPPH 0,135-2,814 mmol T/g,
S vd., Multifloral  (metanol ile), ABTSe+ FRAP 0,255-5,355 mmol T/g,
2009 sonrasinda 15 ABTS 0,546-6,838 mmol T/g

dakika
sonikasyon
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Referans Botanik/  Ekstraksiyon = Antioksidan Sonug
Cografi Metodu Analiz
Orijin
Thakur  Hindistan/ Sonikasyon ve DPPHe DPPH:
ve Hindistan  maserasyon (ECso  ug/mL), HCP(64,96)>KP(43)>MP(22,68)>
Nanda, cevizi FRAP KNP(6,09)
2021 (HCP), (mmol  Fe?'/g) FRAP:
Kisnis ABTS KNP(103,98)>MP(77,36)>KP(56,
(KNP) ve (%inhibisyon) 82)>HCP(32,54)
Kolza ABTS:
Poleni KNP(96,58)>MP(86,87)>KP(83,9
(KP), 4)>HCP(80,36)
Multiflora
1 (MP)
Rodrigue Kolombiy Mikrodalga ABTSe+ ABTS:MDE (0,057-0,092), UDE
z- a destekli (mmol T/g), (0,098)
Gonzalez ekstaksiyon FRAP FRAP: MDE (0,036-0,055), UDE
vd., 2018 (MDE)- (mmol T/g) (0,094)
Ultrasound
destekli
ekstraksiyon
(UDE)
Zhang Kolza Sonikasyon DPPHe (ICsg), DPPH:116,75ug/mL
vd., 2020 tohumu (%80 Et-OH) ABTS (ICs0) ABTS: 76,87 pg/mL
Rebiai ve Kuzeybati  Soxhlet TAK  (Toplam Yabani Havug> Biberiye>
Lanez, Cezayir/Y (metanol) antioksidan Okaliptus> Heteroflora
2012 abani kapasite)
havug,
biberiye,
okaliptus,
multiflora
1
Freire Brezilya Ultrasonik DPPHe (ECs), DPPH:10,7-209,1
vd., 2012 poleni banyo (etanol)  ABTS  (ECs), ABTS:6,0-97,2
Metal Selatlama Metal Selatlama Aktivitesi: 171,9-
Aktivitesi 6196,0
Zuluaga- Kolombiy Maserasyon ABTSe+ ABTS:60,8-70,3
Domingu a/ (Etanol) (umolT/g), FRAP: 58,5-87,2
ez vd., Hypochae FRAP
2018 ris (umol T/g)
radicata,
Brassica
spp-

ASE kati, yar1 kat1 ya da siv1 orneklerden yiiksek sicaklik ve basing uygulanarak hedef

bilesenlerin hizli bir sekilde almmmasimi saglayan otomatik bir sistemdir. Bu yontem

yliksek basingta c¢oziicliniin kaynama noktasinin tlizerinde de ekstraksiyon yapmasini

miimkiin kilmaktadir. ASE tekrarlanabilirligi, hizli ekstraksiyon 6zelligi, gradiyent farkli

¢Oziicli, sicaklik ve basing dereceleri kullanilarak numuneleri otomatik olarak isleme

yetenegi nedeniyle popiiler hale gelmektedir.
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Literatiir incelendiginde ASE’nin kullanildig1 bir¢ok ¢aligma mevcuttur. ASE, dort ticari
mikroalg tiirii olan Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Chlorella zofingiensis ve
Nannochloropsis gaditana'dan lipitleri ¢ikarmak i¢in kullanilmis ve ASE'den elde edilen
lipid geri kazanimlarinin, geleneksel manuel ekstraksiyon yontemleriyle karsilastirildigi
bir ¢aligma yapilmistir. Calismada, ¢oziiciiler, reaksiyon sicakligi, statik siire ve statik
dongiiler dahil olmak iizere optimal ASE kosullar1 arastirilmistir. En etkili kloroform-
metanol ekstraksiyon yontemini belirlemek i¢in ASE, ticari basingli sivi ekstraksiyon
teknigi ve geleneksel manuel ekstraksiyon yontemi denenmistir. Bu yontemlerin tam
potansiyelini degerlendirmede, yag asidi metil ester (FAME) ve coklu doymamis yag
asidi (PUFA) geri kazanimi da kiyaslanmigtir. Optimum ASE c¢alisma kosullart
(metanol/kloroform = hacimce 2:1, 100°C, 5 dakikalik statik siire ve dort statik dongii)
kullanilarak, Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Chlorella zofingiensis ve
Nannnochloropsis gaditana' nin kuru biyokiitlenin lipid igerikleri sirasiyla %27,5, %25,8,
%15,2 ve %29,8 bulunmustur. ASE ekstraksiyonundan elde edilen kuru biyokiitlenin
toplam yag asidi metil ester (FAME) igeriginin, bu tiirlerden elde edilen geleneksel
manuel ekstrakttan 1,3-2,7 kat daha yiiksek oldugu saptanmistir, ASE' nin lipid ve FAME
geri kazaniminda etkili oldugu belirtilmistir (Tang vd., 2016).

Bir baska calismada mandalina kabugundan kritik alt1 su ekstraksiyonu teknigi ile elde
edilen su ekstraktlarinin antioksidan aktivite ve fenolik bilesik igerigine ekstraksiyon
sicakliginin ve statik ekstraksiyon siiresinin etkisi aragtirilmistir. Bu ¢alismanin amacinin,
ASE 350 kullanilarak kritik alt1 su ekstraksiyonu sirasinda ekstraksiyon sicakliginin ve
statik ekstraksiyon siiresinin antioksidan aktivite ve fenolik bilesikler iizerindeki etkisini
arastirmak oldugu belirtilmistir. 5 dakika statik ekstraksiyon siiresi i¢in ekstraksiyon
sicakliginin 50°C’den 180°C’ye ylikselmesi ile mandalina kabugundan elde edilen kritik
altt su ekstraktlarmin ICso degerleri 40,8 kat olup FRAP ve bakir II indirgeyici
antioksidan kapasite (CUPRAC) degerleri ise sirasi ile 66,9 ve 34,2 kat artmistir. Ayrica,
kritik alti su ekstraktlarmin TFI icerigi ekstraksiyon sicakliginin 50°C’den 180°C’ye
yiikselmesi ile 5 ve 15 dakika statik ekstraksiyon siirelerinde siras1 ile 4,9 ve 5,0 kat
artmistir. Bunun yani sira ekstraksiyon sicakliginin 50°C’den 180°C’ye yiikselmesi ile 5
ve 15 dakika statik ekstraksiyon siirelerinde kritik alt1 su ekstraktlarinin toplam flavonoid
iceriklerinde sirasi ile 9,6 ve 9,9 kat artis elde edilmistir (Ozkaynak Kanmaz ve Saral,

2017).
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Tablo 2.4’te ASE teknigi ile yapilan ekstraksiyon c¢aligmalart ve bu c¢aligmalara ait

sonuclar 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. ASE teknigi ile yapilan ekstraksiyon ¢aligmalari

Referans Amacg Prosediir Sonuc¢

Chen Mikroalgler i¢in farkli toplam  Alg biyokiitlesi: 150 mg, Sonuglar, sicak  Soxhlet

vd., 2020 lipid ekstraksiyon 3 dakika, 120 °C, 1500 ekstraksiyonunun ve ASE'nin,
protokollerinin etkinligini psi'de (yaklasik 10.3 geleneksel manuel
degerlendirmek icin, birkag MPa), 5 ml ekstraksiyon ekstraksiyon yontemlerinden
geleneksel lipit ekstraksiyon hiicresi,] dakika ©6n elde edilen verimlerden daha

yontemi sistematik olarak
hizlandirilmig solvent
ekstraksiyonu (ASE)

yontemiyle karsilastirilmigtir.

1sitma, statik dongii: 1
dongli metanol/DMSO
ekstraksiyonu (9:1, v/v)

ve iki dongii
heksan/dietil eter
ekstraksiyonu (1:1, v/v),
yikama hacmi: %60,
temizleme siiresi: 30 s
Ekstraksiyonun
sonunda, 1:1:1:1
(VIVIVIV) oranini
olusturmak igin
birlestirilen
siipernatantlara dietil

eter, heksan ve su ilave

edilmistir.

yiksek olan toplam lipid
ekstraksiyon verimlerinde
karsilastirilabilir oldugunu
gOstermistir. Farkl

ekstraksiyon yodntemlerinden

kaynaklanan lipid
oksidasyonu, sicak bir
Soxhlet ekstraksiyon

yontemiyle siirekli 1sitmanin

lipid  oksidasyonuna  yol
acabilecegini gostermistir.
Ekstre edilen lipitlerin
verimliligi ve kalitesi,
ekstraksiyon siiresi,
ekstraksiyon  adimlart  ve
tiikketilen solvent hacimleri

gbz Oniline alindiginda, ASE,
toplam lipit ekstraksiyonu ve
mikroalg biyokiitlesinden
lipitlerin analizi i¢in ¢ok umut

verici bir yontemdir.
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Referans Amacg Prosediir Sonuc¢

Ahmad Incelenen arastirma taze 34 mL hiicre, numune ASE-MD, yiksek bir ekstrakt

vd., 2021  zeytin meyvesinde 1 g, ekstraksiyon verimi ve geri kazanim yiizdesi
sicakliklarin ve dongileri (2/caligma), ortaya c¢ikarmistir. UHPLC-DAD
¢Oziiciilerin fenolik basmng (100 atm), yontemi, fenoliklerin (GA, RT,
bilesikler tizerindeki  calistirmalar QT, LT) es zamanlh tayini i¢in 3
etkisini vurgularken, arasindaki statik siire dakikalik daha kisa c¢aligma
daha fazla verimle daha (10 dakika), durulama siiresiyle gelistirilmis ve
kisa ve ekonomik bir hacmi  (%20) ve dogrulanmistir. ACE: Et-OH ikili
yesil ekstraksiyon bosaltma siiresi (20 ¢dzilicii sistemi Onerilmigtir. ASE-
yontemi gelistirmeyi ve sn). UHPLC yontemi ayrica 42 ticari
dogrulamay1 amagcladigt Kullanilan yesil gida oOrneginde biiyilk Olgekte
belirtilmigtir. Ek olarak, ¢oziiciiler, farkli  uygulanmistir. Ekstrakt verimi ve
UHPLC-DAD sicakliklarda (60, 80, fenoliklerin geri kazanimina karsi
kullanilarak fenolik 100 °C) (ACE, Et-OH solvent ve sicaklik etkileri
bilesiklerin (galik asit, ve distile su), 0,4 um incelenmis ve istatistiksel araglar,
rutin, kersetin ve seliiloz filtreler, solvent dogasi ile ekstrakt verimi
luteolin) es zamanli Calismada uygulanan arasinda yiiksek bir korelasyon
tayini ve miktarinin kisa {i¢ tip ¢oziici ve ii¢ sergilemistir,  ancak, sicaklik
ve hassas bir yontemi farkli sicaklik dikkate ekstrakt ve fenolik verimi lizerinde
gelistirilmistir. aliarak toplam Onemli bir dogrudan korelasyonu

(3X3=9) 9 hiicre gbzlenmemistir.

Zengin Helichrysum  stoechas ASE igin numunelerin  Ekstraktlarin toplam fenolik ve

vd., 2020  subsp. barrelieri mevcut 1 g't diatomik toprakla flavonoid igerikleri ASE>MAE
calisma geleneksel ve Dbirlikte bir ozitleme >UAE>maserasyon>SE seklinde

geleneksel olmayan

ekstraksiyon tekniklerini

(maserasyon ve soxhlet
ekstraksiyon (SE),
hizlandirilmis  solvent
ekstraksiyonu (ASE),
mikrodalga destekli

ekstraksiyon (MAE) ve

ultrasonik yardimli
ekstraksiyon (UAE))
kullanmay1

amaglamistir.

hiicresine

yerlestirilmistir. Etanol

(20 mL) ile 120
°C/1500  psi'de 6
dakika stireyle

oziimlenmistir. Islem,
ASE 350  sistemi
Dionex Corporation'da
(Sunnyvale, CA,
ABD)

gerceklestirilmistir.

siralanmigtir. ASE ile elde edilen
ekstrakt DPPH ve ABTS 219,92 ve
313,12 mg TE/g en giiglii aktivite
gostermigtir. CUPRAC ve ferrik
indirgeyici antioksidan giic FRAP
i¢in sirastyla 927,39 ve 662,87 mg
TE/g. Sonu¢ olarak, biyoaktif
ikincil metabolitlerin ekstraksiyonu
igin geleneksel

ASE  ve

olmayan
metotlarinin UAE

kullanimi savunulmustur.
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2.7. An Poleninin Potansiyel Gida Uygulamalari

Besleyici ve tedavi edici Ozellikleri ile ar1 poleni dogal bir besin takviyesi olarak
tilkketilmektedir. Son yillarda arastirmacilar, ar1 polenini besleyici 6zelliklerinin yaninda
iriin  kalite Ozelliklerini gelistirmek amaciyla fonksiyonel bilesen olarak gida
sistemlerinde kullanmaya baslamistir. Bir ¢aligmada asidofilus siitli ve probiyotik yogurt
(%0,6 w/w oraninda) ar1 poleni ile zenginlestirilmistir. Sonugta yag seviyesinden
bagimsiz olarak laktik asit igeriginin arttigi bulunmustur (Glusac vd., 2015). Siit
iiriinleriyle ilgili yapilan bagka bir caligmada, fermente siitli igecege 10-20 mg/mL
araliginda ar1 poleni ilave edilmistir. Polen ilavesinin duyusal 6zellikleri etkilemeden
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ayrica probiyotik canlilig1 ve viskoziteyi arttirdigi tespit
edilmistir (Yerlikaya, 2014). Thakur ve Nanda (2019), siit tozunun (islenmis iirlinlerin
formiilasyonlarinda oldukca sik kullanilan) polifenol icerigini arttirmak amaciyla ar

poleni ilave ederek vakumda kurutulmus siit tozu elde etmistir.

Firincilik iirtinlerinde de ar1 poleni takviyesi denenmistir. Glutensiz ekmek tiretiminde ari
poleni ilavesi aragtiritlmis ve ar1 poleni ile zenginlestirme sonucu hamur ve mayalanma
ozelliklerine olumsuz etki gostermeden, glutensiz ekmegin tekno-fonksiyonel
parametrelerini iyilestirdigi saptanmistir. Bununla birlikte bayatlamayi1 geciktirdigi ve
genel duyusal kabul edilebilirlikte artis sagladigir bulunmustur (Conte vd., 2018). Ayrica
Krystyjan vd. (2015), ¢alismalarinda biskiivi iiretiminde bugday unu ikamesi olarak ar1
polenini kullanmistir. %10 polen ikamesinin biskiivilerin protein, seker, kiil, lif, polifenol
ve antioksidan potansiyelinde artis sagladig1 saptanmistir. Ancak biskiivilerde duyusal
acidan %5’lik ar1 poleni ikamesinin kontrol biskiivilerine gore benzer begeniyi aldigi

belirtilmistir.

Et {irtinlerinde oksidatif bozulmay: Onlemek veya geciktirmek amaciyla ar1 poleni
alternatif bir yaklagim olarak diisiiniilebilmektedir.

Bu yaklagimdan yola c¢ikarak De Florio Almeida vd. (2017), liyofilize ar1 poleni
ekstresinin antioksidan Ozellikleri ve fenolik profilini belirleyip liyofilize ar1 poleni
katkili domuz eti ile hazirlanmis sosislerin oksidatif stabilitesi iizerindeki etkisini
degerlendirdigi bir ¢aligma yapmislardir. Liyofilize ar1 poleninde yiiksek
konsantrasyonlarda toplam fenolik bilesik 19,69 mg GAE / g olarak bulunup ECs¢ 0,97
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mg / mL degerinde belirlenmistir. 0,68 mg / g degeriyle kaempferol en yiiksek miktarda
bulunan fenolik bilesik olarak tespit edilmistir. Ar1 polenli sosislerin depolama boyunca
kontrol grubuna gére TBARS (tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler) degerleri daha diisiik
saptanmistir. Ar1 poleninin yiiksek antioksidan aktivite ve fenolik bilesikler nedeniyle
domuz sosisinde giiclii antioksidatif etkiler gosterdigi saptanmistir. Sentetik
antioksidanlara esdeger dogal antioksidanlar bulmak gida teknolojisi gelisimi i¢in 6nemli
bir nokta olup ar1 polenli bu sosis, et liriinlerine yonelik tiiketici talebine bir alternatif
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ar1 poleninin (¢ogunlukla Cistus ladanifer bitkisinden
olusan) antioksidan aktivitesi siyah salam iiretimi kapsaminda Anjos vd. (2019),
tarafindan arastirilmistir. Bu ¢alisma ile ar1 poleninin et iiriinlerinde dogal bir antioksidan
olarak kullanilabilecegi, ancak alerjik tiiketicileri uyarmak i¢in dikkatli bir etiketlemenin

gerekli oldugu bildirilmistir.

2.8. Enkapsiilasyon Uygulamalari

Enkapsiilasyon bir maddenin etrafinin baska bir madde ile kaplanmasiyla, nanometre-
milimetre aralifinda ¢aplara sahip partikiiller tiretme islemidir. Cogu zaman biyoaktif
maddelerin korunmasi amaciyla koruyucu bariyer olarak kullanilmaktadir. Son {iriiniin
raf omrii, depolama boyunca olumsuz kosullara karsi stabilitesini saglamaya yardimci
olmaktadir. Ayrica enkapsiile bilesenin hedef dokularda salinimi saglanmaktadir
(Nedovic vd., 2011, Pordevi¢ vd., 2015). Gida endiistrisinde gidalarin besinsel degerini
arttirmak, sindirim Ozelliklerini 1yilestirmek, raf Omriinii uzatmak gibi amaglarla
enkapsiilasyon islemi uygulanmaktadir (Gokmen vd., 2012). Ayrica enkapsiilasyon
islemiyle gidalarin biyoyararliniminin artmasmin yani sira gida ¢esitliligi ve enkapsiile

maddenin fonksiyonelligi de saglanmis olur (Nedovic vd., 2011).

Kaplama materyallerinin 06zellikleri enkapsiilasyon isleminde olduk¢a Onemlidir.
Kapsiillerin dig materyalleri yemeye uygun olmali, biyolojik olarak parcalanabilmeli ve
koruyucu bir bariyer olusturabilmelidir. Gida endiistrisinde genellikle biyomolekiiller
kaplama materyali olarak tercih edilmektedir. Malzemenin reolojik 6zellikleri optimum
diizeyde olmali, kapsiilledigi biyoaktif madde ile tepkimeye girmemeli, maksimum

diizeyde koruma saglamalidir (Nedovic vd., 2011).
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Emiilsifikasyon, koaservasyon, inkliizyon kompleks olusturma, nanocdktiirme,
stiperkritik akiskan teknigi, elektroegirme yontemi mikro-nanoenkapsiilasyon igleminde
kullanilan tekniklerdir. Elektroegirme, nanolif ya da farkli nanoyapilarin olusturulabildigi
yiiksek gerilim kaynagi ile elektrik alanimma dayali yenilik¢i bir iiretim sistemidir.
Elektroegirme teknigi ile son {iriin farkli morfolojik yapilarda olusturulabilmektedir. Bu
da elektroegirme tekniginin en Onemli avantajlarindan birisidir. Elde edilecek
nanoyapilarin ~ morfolojileri  islem  parametrelerindeki  degisikliklerle  kontrol
edilebilmektedir. Bu islem ile genis ylizey-hacim oranlar1 saglanarak yenilebilir filmler
ile biyoaktif maddelerin kapsiillenmesi islevleri yapilabilmektedir. Yontem basit, ucuz
olup farkli polimerlerin kullanilmasi ve ticari uygulama icin olduk¢a uygundur (Yilmaz,

2015).

Ar poleni elektro egirme yontemiyle enkapsiile edilerek ve karakterizasyonu SEM,
FTIR, DSC yontemleri ile belirlenebilmektedir. Sonugta polen 6rneklerinin faydali
ozellikleri ve aljinat liflerin biyouyumlulugu nedeniyle biyomedikal uygulamalarda
kullanim potansiyeline sahip olabilmektedir (Pakolpak¢il ve Draczynski, 2021). El-Kholy
vd. (2019), ar1 polenini kazein ve lesitin ile enkapsiile ederek fonksiyonel yogurt
iretiminde kullanmistir. Ar1 poleni takviyesi ile gelismis viskozite, su tutma kapasitesi ve
sineresiz saglanmis hem probiyotik hem de prebiyotik agisindan simbiyotik fonksiyonel

bir yogurt olusturuldugu belirtilmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda ilk olarak monofloral Papaver sp., Cistus sp. ve Castanea
sativa ar1 polenlerinin palinolojik analizleri yapilmis olup polenlerin botanik kaynaklar
dogrulanmistir. Ikinci olarak monofloral Papaver sp., Cistus sp. ve C. sativa ar1 poleni
orneklerinin fizikokimyasal analizleri yapilmistir ve polen drneklerinin besinsel igerikleri
ve farkliliklar1 kiyaslanmistir. Papaver sp., Cistus sp. ve C. sativa ar1 poleni 6rnekleri
fermentasyon oncesi gamma 1s1ma ile sterilize edilmistir. Daha sonra monofloral Papaver
sp., Cistus sp. ve C. sativa ar1 polenlerinin bir kismi Lactobacillus rhamnosus ile
fermente edilmistir. Fermente olan ve fermente olmayan, ar1 poleni Ornekleri
ekstraksiyon isleminde yenilik¢i bir yaklasim olan ve yesil yontem olarak bilinen
hizlandirilmis ¢oOziicii ekstraksiyonu (ASE) yontemi ve geleneksel yontem olan
maserasyon teknigi ile ekstrakte edilmistir. Bu yontemlerle edilen ekstraktlarin

antioksidan aktiviteleri ve fenolik igerikleri kiyaslanmigtir. Biyoaktivite analizleri
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sonucunda en yiiksek antioksidan aktivite gosteren C. sativa ar1 poleni 6rnegi ekstrakti
enkapsiilasyon asamasi i¢in tercih edilmistir. C. sativa ar1 poleni ekstrakti ile polivinil
alkol (PVA) kaplama materyali kullanilarak elektro egirme yontemi ile mikro-
nanofiberler {iretilmistir. Elde edilen fiberler icin bazi karakterizasyon analizleri
yapilmistir. Son asamada polen yiiklii fiberler ¢ig tavuk gdgiis eti yiizeyine uygulanarak
tavuk etinin raf émri (lipit oksidasyon diizeyi) tizerindeki etkinligi test edilmistir. Sekil

2.1°de ¢alisma kapsaminda yapilan analizlere ait deney tasarim semasi yer almaktadir.

Muonofloral An Poleni

Castanea sativa, Cistus sp., Papaver sp.
Ogzittme Eleme Elektro efirme islemi

Castanea sativa ASE
i ‘% eksirakh ve PVA kaplama
- matervali enkapsiilasyon
uygulamasi

l

FPalinolijk Analiz

Fizikokimyasal
Analizler
Sonem, %akill, pH.

Antioksidan
Aktivitesi En

Gama izuma ile

Art Poleni Fermentasyonu
ve Ekstraksivonu

Ygprotein.  ayag. Streilizasyon Yitksek Karakterizasyon
Yhyal asidi Ekstrakt Analizleri
bilegimi,  renk, Secilmesi SEM Analizi
dement  iceri@ ( anpoen Lzt Polerd Castanea sativa FTIR Analiz
analizi Ekstraksiyoru . M’M. ASE ekstrakn
(Fermentasyon Oncesi) Mikrobiyolojik Analizler belirlenmistir
+ Maserasyon l 1
= ASE vintemi
“—'l N\
Art Poleni Ekstraksivonu Muodel Grda Uygnlamas:
(" Spekirofotmetrik A (Fermentasyon Sonrasi) Censtemea sativa ASE
Analizler » Maserasyon ekstakh katkih PVA
LC-MS/MS analizi + ASE yintemi fiberlerin ¢ig tavuk gogis
efi ylizeyine uygulanmasi
h - I / TBARS analizi
Renk analizi
Spekirofotmetrik
Analizler
LOC-MSMS analizi
TEM Analizi Y.

Sekil 2.1. Tez calismasi deney tasarim semasi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma kapsaminda Tiirkiye’de en ¢ok bilinen ve monofloral olarak {iretimi yapilan
Castanea sativa (kestane), Cistus sp. (laden) ve Papaver sp. (hashas) ar1 poleni 6rnekleri
secilmistir. Castanea poleni Tiirkiye’de en ¢ok iiretiminin yapildig1r Trabzon, Cistus ve
Papaver poleni ise Afyon illerinde yer alan ariliklardan taze olarak toplanmistir. Tiim
analizlerden Once ar1 poleni ornekleri liyofilizatdr cihazinda kurutulmustur. Kurutulan
ornekler ogiitiilmiis, 0,5 mesh elek ile elenmistir. Ar1 poleni tozlari, analizleri yapilana
kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Ar1 polenlerinin mikrobiyolojik fermentasyonu i¢in
Lactobacillus rhamnosus GG bakteri susu kullanilmistir. Deneysel c¢aligmalar Bing6l
Universitesi Ar1 ve Dogal Uriinler AR-GE ve UR-GE Arastirma ve Uygulama Merkezi
ve Bingdl Universitesi Merkezi Laboratuvar Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
yapilmistir. Hizmet alimina iliskin; spektrofotometrik analizler, ASE cihazi ve evaporator
cihaz kullanimi, LC-MS-MS ile kalitatif ve kantitatif bilesen tayini parametreleri bahsi

gecen aragtirma ve uygulama merkezlerinde yiiriitiilmiistiir.

3.2. Yontem

3.2.1. An Polenlerinin Palinolojik Analizi

Ar poleninin palinolojik analizi Cobanoglu vd., 2023 tarafindan Onerilen yontem
kullanilarak yapilmustir. 1 g polen 6rnegi ile 7,5 mL etil alkol (%70 lik) 15 mL falkon
tilplerine alinip iyice karigtirilarak vortekslenmistir. Karisim 3500 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenerek polenler dibe ¢oktiiriilmiistiir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Siipernatant
kismi uzaklastirilarak, 1:1 gliserin-su ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim vortekslenip tam
olarak karigmasi saglanmistir. Hazirlanan karistimdan 10 pL bir lam {izerine alinmistir.
Sonra bazik fuksin-gliserin jelatin lam {izerine alinmistir ve 70°C’de eritilmistir. Lam

lizerine 18*18 mm? lamel kapatilarak lam ters ¢evrilmistir. Hazirlanan preparatlar 12 saat
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beklendikten sonra mikroskobik inceleme yapilmistir. Polen preparatlar1 araciligiyla
polenlerin morfolojik 6zellikleri incelenmis ve ar1 poleni igerisinde yer alan bitki polen
tanelerinin teshisi LEICA DM 2500 marka mikroskop ile yapilmistir. Polen tanelerinin
teshisinde, referans preparatlar ve mevcut literatiir verileri kullanilmistir. Yapilan
analizler sonucunda %80 ve iizerinde tek tiir botanik kaynakli polen tanesi ¢esidine sahip

polenler monofloral olarak siniflandirilmistir (Campos vd., 2008).

3.2.2. An Polenlerinin Fizikokimyasal Analizleri

3.2.2.1. An Polenlerinin Nem, Kiil ve pH Analizleri

Nem analizi i¢in polen 6rneklerinden 3 g tartilmis ve 6rnekler daha 6nceden sabit tartima
getirilmis ve darasi alinmig petrilere aktarilmistir. Etiivde 105°C’de sabit tartima
gelinceye kadar bekletilmistir. %Nem icerigi asagidaki formiile gore hesaplanmistir

(Mayda, 2019).

% Nem = ((mj-my) /m) * 100
m= ornek agirlig1
mi= Ornek agirhigi + petri kabinin agirligy

mo= kurutulmug 6rnek agirlig1 + petri kabinin agirligi

Kiil analizi i¢in polen Orneklerinden 3 g tartilmistir. Tartilan 6rnekler dnceden darasi
alinmis ve sabit tartima getirilmis krozelere aktarilarak kiil firininda 550-600°C’de 6rnek
rengi kil grisi (siyahlik kayboluncaya kadar) oluncaya kadar tutulmustur. Krozelerin
agirliklan kaydedilmistir. %Kil igerigi asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Yildiz,
2011).

% kil = (M2 - M1)/M)*100
M| = Sabit tartima getirilen krozenin agirligi
M; = Yakmadan sonraki kroze ve kiil agirlig

M = Ornek agirhig
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pH analizi icin ar1 poleni drnekleri 5’er g tartilip 20 mL saf suda homojenize edilmistir.
Dijital pH-metre aracilig1 (thermo scientific orion star A211) ile 6l¢iim yapilarak sonug

verilmistir (Cobanoglu et al., 2021).

3.2.2.2. An1 Polenlerinin Protein I¢erigi Analizi

Polen oOrneklerinin protein igerikleri Kjehdahl yontemi ile belirlenmistir. Polen
orneklerinden 1 g tartilarak siilfirik asit ve kjehdahl tableti ile yakma iinitesine
yerlestirilmistir. Karisim yesil berrak renk alincaya kadar 150 dakika yakma islemi
gerceklestirilmistir. Siire bitiminde erlene alinan karisim %40 NaOH ve %2 borik asit ile
distile edilmistir. Distilasyon bitiminde ornekler 0,1 N HCI ile titre edilerek harcanan
HCI hacmi kaydedilmistir. Polen 6rnekleri i¢in 6,25 degisim faktorii baz alinarak %

protein hesaplanmistir. Protein icerigi i¢in yapilan hesaplama asagida verilmistir.

%N = (V asit X N asit X 1,4)/M 6rnek
%Protein= %N X 6,25

N asit: Normalite asit

M &rnek: Ornek Agirlhig

V asit: Titrasyonda harcana ait hacmi

3.2.2.3. Ar1 Polenlerinin % Yag Icerigi ve Yag Asidi Profili Analizi

Polen orneklerinin yag igerikleri solvent ekstraktor cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Sabit tartima getirilen krozelere 80 mL hekzan eklenerek cihaza yerlestirilmistir.
Parametreler; Plate sicakligi 130 °C, immersion siiresi 120 dk, yikama siiresi 60 dk, geri
kazanim siiresi 60 dk. olarak ayarlanmistir. Analiz bitiminde kroze son agirlig: tartilmistir

ve sonuglar kaydedilmistir.

Solvent ekstraktorii ile elde edilen Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. polen
yaglarinin GC-MS cihazi ile %yag asidi profili belirlenmistir. Agilent 7890A GC-5975C
MS ve FID dedektorii es zamanhi olarak kullanilmistir. Analizde 250°C:
60mx250pumx0.15um o6zelliklerine sahip J&W 122-7061 kolon seg¢ilmistir. Tastyic1 gaz
helyumdur ve kolon akis hiz1 1 mL'dir. Spitless modda enjeksiyon hacmi 1 pL'dir. Giris
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basinct 20,83 psi, toplam akis 34 mL/dak. 10 mL heksan ile kapakl tiiplere 100 uL polen
yag1 ornekleri ilave edildi ve ardindan vortekslenmistir. Karigtma 100 pL 2 KOH ilave
edildikten sonra 30 saniye vortekslenmistir ve 4500 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir.
Daha sonra iist kisimdan 1,5 mL'lik flakonlara alinarak GC-MS cihazinda analiz
edilmistir. Kromatografik kosullar 50°C'den baslamistir. 50°C'de 2 dakika bekletildikten
sonra dakikada 20°C hizla 200°C'ye ulagsmistir. Daha sonra dakikada 5°C hizla 230°C'ye
ulasmis ve 30 dakika bu sicaklikta tutulmustur. Analiz siiresi toplamda 55,5 dakika
stirmiistir. MS cihazinda Whiley ve NIST kiitiiphaneleri kullanilarak sonuglar

belirlenmistir. Analiz 3 tekrarl olarak yapilmistir.

3.2.2.4. Ar1 Polenlerinin Element I¢eriklerinin Saptanmasi

Calisma kapsaminda Castanea sativa, Cistus sp. ve Papaver sp. polenlerinin makro ve
mikro element igerikleri tespit edilmistir. Polen orneklerine ait element iceriklerinin

belirlendigi yontem ve parametreler asagida belirtilmistir.

ICP-MS analizi i¢cin Mikrodalga Firinminda Céziindiirme Islemi: 1CP-MS metodu
numune hazirlanmasinda, polen numunelerden sirasiyla yaklasik 500 mg tartilarak mikro
dalga firinin teflon kaplarina aktarilmistir ve her bir numunenin {izerine derisik 10 mL
%065’lik Merck nitrik asit eklenmistir. Kontrol i¢in bos bir teflon kapa 10 mL %65’lik
nitrik asit eklenmistir. Teflon kaplar CEM marka MARS6 ONE TOUCH (USA) model
mikrodalga parcalayici firinina yerlestirilmistir. 25 dakika iginde maksimum sicaklik 210
°C’ye kadar yiikseltilerek bu sicaklikta 15 dakika bekletilmistir. Toplamda 40 dakika
kapali sistemde bekletilerek ¢ozlindiirme islemi gerceklestirilmistir. Mikrodalga firin
sicakliginin ortam kosullarina dénmesinden sonra teflon kaplarda bulunan ¢ozelti ultra
saf su ile teflon kaplar kapaklari ile iyice yikanarak 50 mL balon jojelere alinmistir.
Cozeltilerin uygun seyreltmeleri yapilarak ICP-MS cihazinda belirlenen sartlarda

okumalar1 yapilmustir.

Element analizi icin ICP-MS Metodu: 1CP-MS kalibrasyon c¢ozeltileri ticari olarak
satilan coklu element standartlar1 %1°lik (suprapure nitrik asit-ultra saf su) ile
seyreltilerek kalibrasyon grafigi hazirlanarak olusturulmustur. Yapilan ¢aligmada

numunelerin element analizleri icin sislestirici, sislestirme odasi ve entegre bir auto-
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sampler bulunduran ICP-MS NexION® 2000 C (PerkinElmer®Inc., USA) cihaz1
kullanilmistir. Sartorius™ Wall Mounted Arium pro Ultrapure Water System cihazindan
elde edilen 18,2 MQ ultra saf su kullanilarak %1 suprapure nitrik asit-ultra saf su iceren
yikama ¢Ozeltisi hazirlanarak Tablo 3.1°de belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanmastir.
Element analizlerinin kontrolii i¢cin 25 ppb konsantrasyonunda 89Y internal standardi

kullanilmistir.

Peristaltik pompa araciligi ile numuneler argon gazi akisi ile siklon piiskiirtme haznesine
gonderilmistir. Girisimleri dnlemek icin argon gazinin yaninda yiiksek oranda helyum
gazi kullanilmigtir. Analizlerde ayarlama, veri toplama ve veri analizi dahil olmak {izere

cihaz1 kontrol etmek icin “Syngistix ICP-MS software version” 2.2 cihaz yazilimi

kullanilmigtir. ICP-MS cihazinin tiim ¢alisma kosullar1 asagida verilmistir.

Tablo 3.1. ICP-MS ¢aligma kosullar1

Parametre Aciklama/ Deger

Nebulizer MEINHARD® plusGlassType C

Sprey odasi Cam silikonik

Tek parga torch w/2,5mm kuvartz enjektor ile

Enjektor 2.0 mm i¢ ¢aph

Nebulizer akis hizi %?2’den az oksit olusumu icin optimize edilmis
RF Giicii 1600 W

Koniler Nikel /Ni)

Tekrar sayisi 3

Bekleme siiresi

50 milisaniye

Aerosol seyreltme

2,5 kat ayarlanmig

Numune besleme hizi 350 pL/dk
Durulama siiresi 45 saniye
Nebulizer gaz akis hizi 0,93 L/dk
Deflektor voltajt -12'V,
Analog voltajt -1750 V
Darbe voltaji 1100 V,
Ayrim esigi 26,

Numune tiipii (turuncu-sart)

Flare u¢lu PVC pompa tiipleri 0,51 mm/0,89 mm

Internal Standart Tubing(Orange-red)

Flare u¢lu PVC pompa tiipleri 0,19 mm/0,91 mm

Peristaltik pompa hiz1

35 rpm

Alternatif akim (AC) rotasyon ofseti

_4,
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3.2.2.5. An1 Polenlerinin Renk Analizi

Art  poleni Orneklerinin renk analizleri Minolta renk cihazi  kullanilarak
gergeklestirilmistir.  Renk sonuglart  L*, a*, b* cinsinden belirlenmektedir.
L*beyazlik/koyuluk; a* kirmizilik/yesillik; b* mavilik/sarilik ifade etmektedir.

3.2.3. An1 Polenlerinin Ekstraksiyonu ve Fermentasyonu

Boliim 3’e ait ar1 poleninin ekstraksiyonu ve fermentasyonunu igeren islem basamaklari

deney tasarimi semas1 Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.

MONOFLORAL ARI POLENi
Castanea sativa, Cistus sp., Papaver sp.

g

ﬁgiitme, Elekten Gegirme (0,5 mesh)
Gama 151ma ile sterilizasyon

]! 4

EKSTRAKSIYON (Fermentasyon FERMENTASYON

oncesi) Lactobacillus rhamnosus GG, Mikrobiyolojik Analizler
(%70 ET-OH)

U 1 1

MASERASYON ASE ® EKSTtI:AKSiYON )
25°C, 72 saat 80°C, 5 dakika ermentasyon sonrasi
= - (%70 ET-OH)
i) i) I 0
SPEKTROFOTOMETRIK MASERASYON ASE
ANALIZLER 25°C, 72 saat 80°C, 5 dakika
e« TFi
« DPPH I 1 J-;L
e CUPRAC SPEKTROFOTOMETRIK
e ABTS ANALIZLER
e« TFi
LC-MS-MS ANALIZIi « DPPH
e« CUPRAC
s ABTS
LC-MS-MS ANALIZi
TEM ANALIZi

Sekil 3.1. Ar1 polenlerinin ekstraksiyonu ve fermentasyonu igeren deney tasarimi semast

3.2.3.1. An Polenlerinin Gamma Isima ile Sterilizasyonu

Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. polen oOrneklerinin sterilizasyonu gamma
1s1ma yontemiyle (7,5 kGy) gerceklestirilmistir. Polenlerin sterilizasyonu, Ankara Atom

Enerjisi Kurumu’nda gergeklestirilmistir (Mcistusova vd., 2022).
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3.2.3.2. Ar1 Poleni Orneklerinin Toplam Maya ve Kiif Analizi

Gama 15111 ile sterilizasyondan 6nce ve sonra polenin mikrobiyotasinda bulunan toplam
maya ve kiif sayimi yapilarak, Gama 1smimin etkinligi saptamak amaglanmistir. Bu
yontem gama 1s1ma dncesinde ve sonrasinda uygulanmistir. Toplam maya ve kiif sayimi1
icin Potato dekstrose agar kloramfenikol (PDA, Merck) besiyeri kullanilmistir. Polen
orneklerinden 1 g tartilarak 9 mL steril serum fizyolojik igerisinde ¢dziindiiriilerek ve 107
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan dilisyonlardan 100 pL alinarak yayma plak
yontemi ile ekimler yapilarak petriler aerobik ortamda 25°C’de 5 giin siireyle inkiibe

edilmistir (Estevinho vd., 2012; Barbara vd., 2015).

3.2.3.3. Fermente Edilmemis Ar1 Polenlerinin Ekstraksiyonu

3.2.3.3.1. Polen Orneklerinin Maserasyon Yontemi ile Ekstraksiyonu

Ar poleni 6rneklerinin maserasyon yontemi ile ekstraksiyonu literatiire dayanarak bazi
modifikasyonlarla ger¢eklestirilmistir (Lopes vd., 2020; Asmae vd., 2021; Lawag vd.,
2021). Polen tozlarindan 3 g tartilip iizerine 60 mL %70 etanol (1w:20v) eklenmistir.
Hazirlanan karigim manyetik karistiricida 25°C’de 72 saat birakilmistir. Siire bitiminde
hazirlanan karisim whatman 4 filtre kagidi ile filtre edilmistir. Siiziintii 60°C’de evapore
edilmistir. Elde edilen ekstrakt kullanilincaya kadar -20 “C’de muhafaza edilmistir (Sekil
3.2).

Sekil 3.2. Ar1 poleni 6rneklerinden maserasyon yontemi ile ekstrakt eldesi
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3.2.3.3.2. Polen Orneklerinin ASE Cihaz ile Ekstraksiyonu

Ar poleni Orneklerinin hizlandirilmis ¢oziici ekstraksiyonu yontemi i¢in toz haline
getirilen ornekler ve fermente polen Orneklerinden 3 g tartilmis, ¢oziicli olarak %70
etanol kullanilmistir. Tartilan toz polen 6rnekleri 22 mL’lik gelik hiicreye doldurularak
kapak kisimlarina seliiloz filtre konulmus kapatilip cihaza yerlestirilmistir. ASE cihazi
calisma kosullar1 incelenen literatiir sonucu ile belirlenmistir (Xue vd., 2012). ASE cihazi
kosullart sicaklik 80°C, statik siire 5 dakika, yikama hacmi %60, purge siiresi 80 saniye
olarak uygulanmstir. Ekstraksiyon islemi (statik dongii) 2 kez devam etmistir. Islem
bitiminde ekstrakt yeniden filtre edilmis, siiziintii 60°C’de evapore edilerek biitiin ¢oziicii
uzaklastirllmistir. Elde edilen ekstrakt kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir
(Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Ari poleni 6rneklerinin ASE ekstraksiyon asamalari

3.2.3.4. Fermentasyon Islemi

3.2.3.4.1. Lactobacillus rhamnosus GG Bakteri Susunun Cogaltilmasi

Bu c¢alisma i¢in, MRS broth besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerine dondurularak
kurutulmus ticari kwik stik Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 ile alinan sustan ekim
yapilmigtir. Ekim yapilan besiyeri ve kontrol grubu olan besiyeri 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Cogaltilan L. rhamnosus ATCC %20 gliserol ile birlikte steril
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ependorflara alinarak -20°C’de saklanmigtir. MRS broth’da tiremis olan L. rhamnosus

ATCC ait gorsel Sekil 3.4’te verilmistir.

Sekil 3.4. A- L. rhamnosus Kwik Stik, B-Uremis L. rhamnosus ATCC igeren MRS broth besiyeri, C-
Kontrol grubu MRS Broth igeren besiyeri

3.2.3.4.2. Polen Orneklerinin Fermentasyonu

Fermentasyon islemi Kaskoniené vd. (2018), kullandigi yontem baz alinarak bazi
modifikasyonlarla gerceklestirilmistir. Fermentasyon isleminde spektrofotometrede 600
nm dalga boyunda 0,730 absorbans degerine sahip MRS broth besiyerinde iiretilmis L.
rhamnosus bakteri kolonisi (hiicre yogunlugu: 2,9X10° CFU/mL) kullanilmistir. Steril
polen orneklerinden 6 g tartilarak steril petri kaplarina alinmistir ve {izerine 2,7 mL steril
distile su eklenmis ve karisim yaklagsik 30 dakika bekletilerek polenlerin sismesi
saglanmistir. Sigmis polen karistmina 1 mL kaynatilarak sogutulan bal ¢ozeltisi (bal ve su
sirasiyla 10g / 17,5 g W/W) eklenmis ve tam karigsmasi saglanmistir. Elde edilen karisima
343 puL 2,9X10° CFU/mL hiicre yogunluguna sahip L. rhamnosus bakteri kolonisi ilave
edilmis ve tam karigsmasi saglanmistir. Kontrol grubu olarak L. rhammnosus bakterisi
yerine her polen Ornegi i¢in 343 pL %70 etanol ilave edilmistir. Hazirlanan petri
kaplarinin etrafi parafilmle kaplanarak 37°C’de 12 giin anaerobik jar pedi ile inkiibasyona

birakilmistir.  Fermentasyon islemi steril kosullarda biyogiivenlik kabininde
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gergeklestirilmistir. Steril Castanea sativa, Cistus sp. ve Papaver sp. polenlerinin

fermentasyon islemine ait gorsel Sekil 3.5’te verilmistir.

F- L. rhamnosus bakteri ilave edilmesi; G-Petrilerin anaerobik jar pedi ile inkiibasyona birakilmasi.

Sekil 3.5. Polenlerin fermentasyon islemi

3.2.3.4.3. Polen Orneklerinde Toplam Laktobasil Sayis1 Analizi

Dokme plak yontemi ile toplam L. rhamnosus bakteri sayist belirlenmistir. Biitiin
islemler steril kosullarda yapilmistir. Fermentasyon sonrasinda polen orneklerinden 1 g
tartilmis ve 9 mL serum fizyolojik eklenerek homojenize edilmistir. Daha sonra
orneklerin serum fizyolojik ile 107’ye kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Petri
kaplarina 1 mL dilisyonlardan alinarak {izerine MRS agar besiyeri eklenmis ve 8 olacak
sekilde petri kaplar karistirnlmigtir ve sogumaya birakilmistir. Soguyan ve katilagsan

petriler 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi petrilerde olusan
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kolonilerin sayimi1 yapilarak fermente polen drneklerindeki canli bakteri sayis1 saptanarak
baslangi¢ koloni sayisi (CFU) ile karsilastirilmistir. Petrilerdeki 30-300 arast koloni

sayist olan petriler sayilmustir.

3.2.3.4.4. Polen Orneklerinin Gram Boyama Analizi

Gram boyama ile gram pozitif ve gram negatif bakteriler olarak simiflandirma
yapilmaktadir. Sonucta mor renk ile boyanan bakteriler gram (+), pembe-kirmizi renk ile
boyanan bakteriler gram (—) olarak belirlenmektedir. Steril 6ze yardimiyla fermente polen
orneklerinden bir miktar lam iizerine alinmis ve iizerine 2-3 damla distile su
damlatilmistir. Karisim lam iizerine yayilmis, lam fiksasyon islemi i¢in bek alevi
tizerinden 3 kez geg¢irilmistir. Kurutulan preparatlar gram boyamada kullanilmistir. Gram

boyamanin agamalar1 asagida verilmistir.

Preparatlara kristal viyole dokiilmiistiir ve 1 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde distile
su ile yitkanmistir. Preparatlara lugol ¢ozeltisi dokiilmiis ve 1 dakika bekletilmistir. Siire
bitiminde distile su ile yikanmistir. Preparatlara %96 etil alkol dokiilmiis
(dekolorizasyon) ve 30 sn bekletilmistir. Siire bitiminde distile su ile yikanmistir.
Preparatlara safranin dokiilmiis ve 1 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde distile su ile
yikanmistir. Hazirlanan preparatlar kurutma kagidina alinmig ve kurutulduktan sonra
Leica DM 2500 marka 151k mikroskobunda 40X’de goriintli taranmis ve 100X objektifte
immersiyon yagi ile goriintiiler fotograflanmistir. Gram boyama asamalarina ait gorseller

Sekil 3.6’da verilmistir.

Sekil 3.6. Polen 6rneklerinin gram boyama asamalari
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3.2.3.5. Fermente Edilmis Ar1 Polenlerinin Ekstraksiyonu

3.2.3.5.1. Maserasyon Yontemi ile Ekstraksiyon Islemi

Fermente edilen ar1 poleni 6rneklerinden 3 g tartilip 60 mL %70 etanol ile ekstraksiyon
yaptlmistir. Ekstraksiyon kosullart 3.2.3.3.1°de verilen yontem ile ayni sekilde

uygulanmustir.

3.2.3.5.2. ASE Cihaz ile Ekstraksiyon Islemi

Fermente edilen ar1 poleni orneklerinden 3 g tartilip %70 etanol ile ASE cihazinda
ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon kosullar1 ve sartlar 3.2.3.3.2°de verilen
yontem ile ayni1 sekilde uygulanmistir. Her polen 6rneginden toplamda 4 adet ekstrakt

elde edilmistir.

3.2.4. An Poleni Ekstraktlarimin Spektrofotometrik ve TEM Analizleri

3.2.4.1. Toplam Fenolik icerik (TFI) Analizi

Polen ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi Slinkard ve Singleton (1977), uyguladiklar
Folin-Ciocalteu yontemi modifiye edilerek spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 0,2 N
Folin ¢ozeltisi ile %7,5’lik Na,COs saf su ile hazirlanmistir. Pipetlenen 6rnekler 2 saat
boyunca oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Siire bitiminde 760 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile absorbans degerleri kaydedilmistir. Sonuglar gallik asit egrisi baz
alinarak mg GAE/g olarak hesaplanmistir. Standart olarak Gallik asit kullanilip sonuglar
mg GAE/g polen ekstrakt olarak verilmistir. Gallik asit ¢ozeltisinin konsantrasyonlari
etanol ile hazirlanmistir. Castanea sativa, Cistus sp. ve Papaver sp. polenlerinin ¢aligma
konsantrasyonu 5 mg/mL olarak belirlenmistir. Pipetleme prosediiriinde 50 pL 6rnek, 250
pL folin-3 dakika bekletilmis-750 pL sodyum karbonat-2,5 mL saf su=3550 mL (toplam
hacim) referans hazirlanip referansa karsi okuma yapilmistir. Gallik asit ¢ozeltisi 500,

250, 125, 62,5, 31,25, 15,63 7,81, 3,91 puL konsantrasyonlarinda hazirlanmistir.
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3.2.4.2. DPPH- (2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil) Analizi

Brand-Williams vd. (1995), yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. 0,1 mM DPPH
cozeltisi etil alkol ile hazirlanmistir. Standart olarak troloks kullanilip 517 nm’de
spektrofotometre ile analiz yapilmistir. Troloks ¢ozeltisinin 20, 40, 80, 120, 160, 200,
240, 280, 320, 360 uM konsantrasyonlar1 hazirlanarak standart egrisi olusturulmustur.
Standart egrisi ile mg TE/g ornek olarak sonu¢ verilmistir. Analiz i¢in pipetleme
yapilirken polen ekstraktlarindan 100 pLL ve DPPH c¢ozeltisinden 900 pL olacak sekilde
tiiplerde pipetlenmistir. Kontrol i¢in etil alkol kullanilmistir. Hazirlanan tiipler 30 dakika
karanlikta bekletildikten sonra 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri olglilmiistiir.
Her 6rnek 3 tekrarli olarak analiz edilmistir. Sonuglar troloks standart egrisi baz alinarak
mg TE/g olarak hesaplanmistir. Castanea sativa, Cistus sp. ve Papaver sp. polenlerinin

caligma konsantrasyonu yapilan denemelerle 5 mg/mL olarak belirlenmistir.

3.2.4.3. ABTS+ (2,2'-Azino-Bis(3-Etilbenzotiazoline-6-Siilfonik Asit)) Analizi

Re vd. (1999), ABTS yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. ABTS stok ¢ozeltisi
hazirlamak i¢cin 7 mM ABTS ile 2 mM KjS,0s tartilarak 25 mL distile su ile
¢Oziindiirilmiistiir. Hazirlanan stok ¢ozeltisi 12-16 saat oda sicakliginda karanlik ortamda
bekletilmistir. Stire bitiminde ABTS c¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in ABTS
stok ¢ozeltisi %100 etanol ile absorbans degeri 0,750-0,800 araliginda olacak sekilde
spektrofotometre yardimiyla ayarlanmistir. Sonuglar troloks kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplanmistir. Troloks ¢6zeltisinin 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270,
310, 330 uM konsantrasyonlar1 hazirlanarak standart egrisi olusturulmustur. Standart
egrisi ile mg TE/g ornek olarak sonug verilmistir. Analiz i¢in pipetleme yapilirken polen
ekstraktlarindan 100 pL. ve ABTS calisma ¢ozeltisinden 900 pL olacak sekilde tiiplerde
pipetlenmistir. Kontrol i¢in etil alkol kullanilmistir. Hazirlanan tiipler 30 dakika
karanlikta bekletildikten sonra 734 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
Her 6rnek 3 tekrarli olarak analiz yapilmistir. Sonuglar troloks standart egrisi baz alinarak

mg TE/g olarak hesaplanmistir.
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3.2.4.4. CUPRAC (Bakir(II) Iyonu indirgeme Esash Antioksidan Kapasitesi) Analizi

CUPRAC analizi Apak vd. (2010), gelistirdigi yontem baz alinarak yapilmistir. 10>°M
250 mL CuCl ¢ozeltisi saf su ile, 7,5x10*M 25 mL Neokuproin ¢dzeltisi etil alkol ile, 1
M 250 mL Amonyum asetat ¢dzeltisi saf su ile, 10>M 25 mL Troloks standart ¢dzeltisi
metanol ile hazirlanmistir. Pipetlemede 1’er mL CuCly ¢ozeltisi, Neokuproin ve
amonyum asetat olacak sekilde yapilmistir. Uzerine 100 pL 6rnek ve 1 mL saf su
konularak ¢ozelti vortekslenip 50 dakika boyunca karanlikta bekletilmistir. Referans
cozeltisinde ise 1,1 mL saf su eklenmistir. Her 6rnek 3 tekrarli olarak analiz edilmistir.
Standart olarak troloks kullanilip degisen hacimlerde eklenerek son konsantrasyonu
hesaplanarak sonuglar mg TE/g olarak hesaplanmistir. Castanea sativa, Cistus sp. ve
Papaver sp. polenlerinin calisma konsantrasyonu yapilan denemelerle 5 mg/mL olarak
belirlenmistir. Pipetleme prosediiriinde 100 pL 6rnek, 1 mL CuCl,, 1 mL Neukuproin, 1
mL amonyum asetat ve 1 mL saf su kullanilmistir. Referans hazirlanip referansa karsi
okuma yapilmistir. Troloks ¢ozeltisi 50, 100, 150, 200, 250, 300 pL olarak pipetlenmistir.
Troloks hacim-son konsantrasyon degerleri; 50 pL: 1,22x10>M troloks, 100 uL: 2,44
x10°M troloks, 150 uL:3,66 x10°°M troloks, 200 pL:4,88 x 10°M troloks, 250 pL:6,10 x
x10°"M troloks, 300 pL:7,32 xx10°"M troloks

3.2.4.5. An Poleni Ekstraktlarinin Fenolik Bilesiklerinin Analizi

LC-HR MS analizleri, DIONEX UltiMate 3000 RS pompasi, DIONEX UltiMate 3000
RS otomatik numune alicisi ve DIONEX UltiMate 3000 RS kolon firin1 igeren LC
sistemi ve 1sitmali elektrosprey iyonlasma arayiiziine sahip Exactive Plus Orbitrap
(ThermoFisherScientific)  yiliksek  ¢oziiniirlikli ~ MS  bilesimi  kullanilarak
gergeklestirilmistir.  Orbitrap-MS  cihazi, bir  otomatik  siringa  enjektorii
(ThermoFisherScientific, ABD) kullamilarak pozitif (Pierce™ LTQ Velos ESI
PositivelonCalibration Solution) ve negatif kalibrasyon (Pierce™ NegativelonCalibration
Solution) soliisyonlari ile kalibre edilmistir. Yapilan LC-HRMS analizlerinde LC ve MS
kismi sistem bilgisayarina yiiklenmis olan TraceFinder 3.2 (ThermoScientific) programi
ile es zamanlh olarak calistirilmig, veriler Xcalibur software version 2.1.0.1140

(ThermoFisherScientific) programu ile toplanilarak kaydedilmistir.
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Kromatografi ve yiiksek c¢oziiniirlitklii MS kosullari: Gergeklestirilen analizler bir
Merck Purosper® STAR RP-18 endcapped Hibar® HR model UHPLC (100 mmx2,1
mm, 3pum) kolon kullanilmistir. Kolon firin sicakligi 30 °C olarak ¢alistirilmistir. Eliisyon
gradiyentinde hareketli A fazinda Ultrapure su sistemi (GFL 2004/ Human power 1) ile
elde edilen ultra safsu da hazirlanmis %0,5 (v/v) glasiyel asedik asit, hareketli B fazinda
%99,9 saflikta LC-MS derecede metanol (Sigma) kullanilmistir. Ayirim, numune
enjeksiyon hacmi 20,0 uL ve 0,3 mL/dk akis hizinda gradiyent eliisyon kosullar1 Sekil

3.7°de belirtilen durumlara gore gerceklestirilmistir Analiz stiresi toplam 20 dakika olarak

ayarlanmistir.
Retention Flow “B s ol P [ o
[min] [ml/min] B
1 n.o0o0 0.300 n.o _ B Flow [l i)
2 0000  0.300 00 | -
3 2.000 0.300 0.0
4 15500 0.300 43.0 28
b 15500 0.300 H8.0
6 16000 0.300 00 ] |
T 149.000 0.300 00 w 2 w & & 00 0 wo &0

Sekil 3.7. Eliisyonda takip eden gradiyent kosullar1

Isitilmis bir elektrosprey iyonlagsma ara yiizii ile donatilmis Orbitrap HRMS hem pozitif
(Full MS/AIF) hem de negatif (Full MS/AIF) modda calistiilmistir. Iyonlastirma ara
yuzii kilif gaz (sheath gas) akis oran1 35; yardimci gaz (auxiliarygas) akis oran1 7; sprey
voltaj 3,5 kV; kapiler sicakligi 350 °C; yardimci gaz (auxiliarygas) sicakligir 350 °C; S-
lens RF seviyesi 50 olarak ayarlanmistir. MS tarama araligt 60-800 m/z; resolution
17500; ACG target 3. 106; maximum IT 2 ms; CE (carpisma enerjisi, collision energy)/
step CE 25 V kosullarinda gergeklestirilmistir.

LC—Orbitrap HRMS analiz metoduna ait fitokimyasal bilesikler i¢in standartlarin
konsantrasyonu 10ppb-20ppb-40ppb-60ppb-80ppb-100ppb-200ppb-400ppb-600ppb-
800ppb-1000ppb hazirlanarak her biri {i¢ tekrarli sekilde enjeksiyonu yapilmistir. WA, 1,
T, PF, MB SIVI o6rnekleri 100 pL alinmis, iizerine 9900 pL %50 metanol ve %50
oraninda %0,5 asedik asit iceren su karigiminda ¢oziilmiistiir. Diger kati numuneler 10

mg tartilmistir. 10 mL 5 mL metanolde 10 dakika ultrasonik banyoda tutularak
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¢oziindiikten sonra tizerine 5 mL %0,5 asetik asit iceren su karisimi eklenerek 10 dakika
ultrasonik banyoda tutulmustur. Coziinen 6rnekler siringa yardimi ile gézenek biiyiikligi
0,22 mikrometre 25 mm c¢apli PTFE siringa filtreden siiziilerek 1,5 mL vial’e alinmis,
cihaza enjeksiyonu yapilmistir. Fenolik bilesiklerin belirleme alt sinir1 (LOD) ve tayin alt

siir1 (LOQ) degerleri Tablo 3.2°de verilmistir.



Tablo 3.2. Fenolik bilesiklerin belirleme alt sinir1 ve tayin alt sinir1
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Bilesik Adi RT Ana Parcalanma  Katilmis Pola R?  Liner % GERI GERI LOD LOQ
iyon iyonlari iyon rite aralik KAZANIM KAZANIM pg/kg ng/kg
ng/mL 10 pg/kg RSD
icin pg/L

1  Benzoic acid 10, 121,02 12,02950 M-H - 0,99 10-100 98,39 1,34 0,39 1,31
88 95 76

2 4-Hydroxybenzoic acid 7,8 13.702 93,03471 M-H - 0,99 10-100 92,95 5,92 1,65 5,50
3 442 81

3 Salicylic acid 10, 13.702 93,03468 M-H - 0,99 10-100 86,10 3,02 0,78 2,60
89 442 35

4  3-hydroxybenzoic acid (3-HBA) 8,6 13.702 93,03471 M-H - 0,99 10-100 95,21 1,71 0,49 1,63
5 442 74

5  3-hydroxyphenylacetic acid (3-HPA) 8,5 15.104 107,05045 M-H - 0,99 10-100 97,67 2,07 0,61 2,03
7 .007 34

6  Syringic acid 89 19.704 121,02975 M-H - 0,99 10-100 96,65 1,68 0,49 1,62
555 76

7  Gallic acid(3,4,5-trihydroxybenzoic 3,7 16901 125,0246 M-H - 0,99 10-100 99,26 1,88 0,56 1,87
acid) 5 425 74

8  Protocatechuic acid (3,4- 6,2 15301 109,02949 M-H - 0,99 10-100 98,55 0,30 0,09 0,29
Dihydroxybenzoic acid) 7 933 72

9  Protocatechuic acid ethyl ester (Ethyl 10, 18.105 108,02187 M-H - 0,99 10-100 9143 0,56 0,15 0,52
3,4-Dihydroxybenzoate) 94  .063 18

10 3,4-dihydroxybenzaldehyde 7,3 13.702 136,01671 M-H - 0,99 10-100 95,01 4,83 1,38 4,59
(Protocatechuic aldehyde) 2 442 05

11 2,4-dihydroxybenzoic acid (beta- 84 15301 67,01888 M-H - 0,99 10-100 94,18 4,23 1,20 3,98
Resorcylic acid) 933 58
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Bilesik Ad1 RT Ana  Parcalanma  Katilnms Polarite R?  Liner % GERI GERI LOD LOQ
iyon  iyonlari iyon arahk KAZANIM KAZANI pg/kg pg/kg
ng/mL 10 pg/kg M RSD
icin pg/L
12 Vanillic acid 8,59 16.70  108,02173 M-H - 0,9 10-100 85,55 4,78 1,23 4,09
3.498 900
13  Homovanillic acid((4-Hydroxy-3- 8,69 18.10 108,02176 M-H - 0,9 10-100 94,76 2,29 0,65 2,17
methoxyphenylacetic acid) 5.063 922
14  Vanillin 9,24 15.10 10.802.178 M-H - 0,9 10-100 97,79 3,40 1,00 3,33
4.007 972
15  Gentisic acid 7,37 15.30 108,02176 M-H - 0,9 10-100 96,57 0,73 0,21 0,71
1.933 969
16  3,4-Dihydroxyphenylacetic 6,96 16.70 93,0346 M-H - 0,9 10-100 104,36 0,75 0,23 0,78
acid(DOPAC, 3.498 916
Homoprotocatechuic acid)
17  trans Cinnamic acid 12,34 14.70  147,0451 M-H - 0,9 10-100 92,48 1,72 0,48 1,59
4.515 908
18  coumaric acid (trans-3- 9,79 16.30 11.905.027 M-H - 0,9 10-100 96,95 1,58 0,46 1,53
Hydroxycinnamic acid) 4.007 976
19  Caffeic acid 8,6 17.90  135,04509 M-H - 0,9 10-100 99,68 4,62 1,38 4,60
3.498 947
20  Caffeic acid phenhyl ester 14,29 28.30 135,04526 M-H - 0,9 10-100 95,63 3,75 1,08 3,59
(CAPE) 9.758 908
21  Ferulic acid 10,05 19.30 13.403.751 M-H - 0,9 10-100 95,51 3,40 0,97 3,25
5.063 943
22 Sinapic acid 10 2230 193,01436 M-H - 0,9 10-100 98,77 0,36 0,11 0,36
6.120 932
23 Chlorogenic acid 8,05 3530 191,05624 M-H - 0,9 10-100 98,09 4,90 1,44 4,81
8.781 972
24 Quinic acid 0,93 19.10  85,02962 M-H - 0,9 10-100 89,58 5,53 1,49 4,96
5.611 953
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Bilesik Adi RT Ana Parcalanma Katilnis Pola R?  Liner % GERI GERI LOD LO
iyon iyonlari iyon rite arahk  KAZANIM KAZANIM pg’kg Q
ng/mL 10 pg/kgicin RSD pg/k
pg/L g
25 3-(4-Hydroxyphenyl) propionic acid 92 16.505 108,02195 M-H - 0,99 10-100 95,47 2,67 0,76 2,55
8 572 35
26  a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 10, 18.803 93,0347 M-H - 0,99 10-100 94,49 2,39 0,68 2,26
03 532 83
27  Catechin (Cianidanol)-p 7,6  28.907 109,02975 M-H - 0,99 10-100 99,47 0,68 0,20 0,68
2 176 41
28  Epigallocatechin 7,4 30.506 108,0219 M-H - 0,99 10-100 107,49 0,96 0,31 1,03
8 .668 08
29  Epigallocatechin gallate 8,2 45707 108,021850 M-H - 0,99 10-100 104,77 2,59 0,82 2,72
9 763 48
30  Chrysin (5,7-Dihydroxy-2-phenyl-4H- 16, 25305 253,05063 M-H - 0,99 10-100
chromen-4-one) 63 .063 05
31 Apigenin (5,7-Dihydroxy-2-(4- 13, 26904 117,03464 M-H - 0,99 10-100 84,36 1,44 0,37 1,22
hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one) 24 555 52
32 Acacetin (5,7-Dihydroxy-2-(4- 14, 28306 268,03717 M-H - 0,99 10-100 86,09 3,93 1,02 3,38
methoxyphenyl)-4H-chromen-4-one) 93 120 51
33  Rhoifolin ( Apigenin 7-O- 11, 57.715 269,04532 M-H - 0,99 10-100 86,60 5,03 1,31 4,35
neohesperidoside) 01 .628 25
34  Vicenin 2 9,0 59.315 473,10941 M-H - 0,99 10-100 102,15 4,79 1,47 490
3 119 60
35  Apigenin 7-glucuronide 11, 44.507 269,04535 M-H - 0,99 10-100 87,69 6,69 1,76 5,87
17 763 57
36  Apigenin 7-glucoside 11, 43.109 269,0448 M-H - 0,99 10-100 96,37 2,43 0,70 2,35
12 .837 29




Tablo 3.2. (Devam) Fenolik bilesiklerin belirleme alt sinir1 ve tayin alt sinir1

47

Bilesik Ad1 RT  Anaiyon Parcalanma  Katilmis Polarite R? Liner % GERI GERI LOD LOQ
iyonlari iyon aralik KAZANIM KAZANIM pg/kg pg/kg
ng/mL 10 pg/kg RSD
icin pg/L
37 Genkwanin(4’,5- 14,93 28.306.120 268,03745 M-H - 0,9951 10-100 96,09 3,52 1,02 3,38
Dihydroxy-7-
metthoxyflavone,
Apigenin 7-O-methyl
ether)
38 Apiin (Apigenin-7-(2- 10,94 56.314.063 269,0463 M-H - 0,9906 10-100 65,93 3,88 0,77 2,56
O-apiosylglucoside)
39 Vitexin (Apigenin 8-C- 10,08 43.109.837 311,05603 M-H - 0,9959 10-100 90,88 3,44 0,94 3,12
glucoside)
40 Schaftoside 9,64  56.314.063 443,09949 M-H - 0,9969 10-100 96,63 3,47 1,01 3,35
41 Rutin hydrate M-OH2 10,65 60.914.611 300,02777 M-H - 0,9961 10-100 102,96 3,31 1,02 3,41
42 Luteolin 12,53 28.504.046 175,04039 M-H - 0,9967 10-100 91,16 5,14 1,41 4,69
43 Luteolin-7-O- 10,48 46.107.255 285,04056 M-H - 0,9967 10-100 85,92 2,87 0,74 2,47
glucuronide (Luteolin-
7-O-B-D-glucuronide)
44 Diosmetin (Luteolin 13,35 29.905.611 284,0329 M-H - 0,9966 10-100 86,24 2,36 0,61 2,04
4'-methyl ether)
45 Orientin 9,72  44.709.328 327,05148 M-H - 0,9944 10-100 87,87 5,33 1,40 4,68
46 Isoorientin 9,72 44.709.328 327,05151 M-H - 0,9944 10-100 87,87 5,33 1,40 4,68
47 Luteoloside (Luteolin 10,46 44.709.328 285,04059 M-H - 0,9921 10-100 94,46 3,37 0,96 3,19
7-glucoside)
48 Luteolin 7-rutinoside 10,36 59.315.119 285,04065 M-H - 0,9956 10-100 101,05 5,71 1,73 5,77
49 Galangin (3,5,7- 14,69 26.904.555 269,04555 M-H - 0,9967 10-100 86,81 2,33 0,61 2,03
Trihydroxy-2-phenyl-
4H-chromen-4-one)
50 Quercetin 12,18 30.103.538 151,00342 M-H - 0,9967 10-100 100,79 0,86 0,26 0,87
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Bilesik Ad1 RT Anaiyon  Parcalanma Katilmis Pola R? Liner % GERI GERI LOD LOQ
iyonlari iyon rite arahk KAZANIM KAZANIM pg/kg pg/kg
ng/mL 10 pg/kgicin RSD
pg/L
51 lisoquercitrin (Quercetin 3- 10,72 46.308.820 300,02768 M-H - 0,9 10-100 83,60 4,80 1,20 4,01
glucoside) 924
52 Narcissin (Narcissoside, 11,37 62.316.176  315,05139 M-H - 0,9 10-100 86,23 4,31 1,12 3,72
Isorhamnetin 3-rutinoside) 949
53  Quercetin 3-rutinoside 7- 11,53 28.705.536 135,04512 M-H - 0,9 10-100 86,97 6,46 1,69 5,62
glucoside 962
54  Isorhamnetin (Quercetin 13,2 30.002.780 315,05103 M-H - 0,9 10-100 96,81 4,86 1,41 4,70
3'-methyl ether) 987
55 Kaempferol 13,05 28.504.046 136,01686 M-H - 0,9 10-100 85,18 3,04 0,78 2,59
976
56  Afzelin (Kaempferol 3- 11,96 43.109.837 285,04028 M-H - 0,9 10-100 88,29 5,17 1,37 4,56
rhamnoside) 966
57 Kaempferide 14,82 29.905.611 284,03265 M-H - 0,9 10-100 93,29 3,28 0,92 3,06
972
58 Kaempferitrin 11,01 57.715.628 431,09995 M-H - 0,9 10-100 86,60 5,03 1,31 4,35
925
59  Nicotiflorin (Kaempferol 3- 11,29 59.315.119 285,04041 M-H - 0,9 10-100 91,72 8,14 2,24 7,46
rutinoside, Kaempferol 3- 972
O-p —rutinoside)
60  Astragalin (Kaempferol 3- 11,32 44.709.328 284,03281 M-H - 0,9 10-100 87,97 6,18 1,63 5,43
glucoside) 936
61  Tiliroside 12,39 59.313.006 285,04102 M-H - 0,9 10-100 93,35 3,00 0,84 2,80
963
62  Leucoside (Kaempferol 3- 11,53 28.705.536 135,04514 M-H - 0,9 10-100 86,97 6,46 1,69 5,62
sambubioside) 962
63  Myricetin 11,58 31.703.029 151,0038 M-H - 0,9 10-100
838
64  Fisetin hydrate 11,44 28.504.046 135,009 M-H - 0,9 10-100 92,33 6,47 1,79 5,97

969
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No Bilesik Adi RT Ana Parcalanma Katilmis Pola R?  Liner %GERI GERI LOD LOQ
iyon iyonlari iyon rite arahk KAZANIM KAZANIM pg/kg pg/kg
ng/mL 10 pg/kg RSD
icin pg/L

65 Naringin 10, 5791 459,11502 M-H - 0,9 10-100 85,86 7,33 1,89 6,30
55  7.193 912

66 Naringenin 12, 27.10 119,05035 M-H - 0,9 10-100 86,54 3,20 0,83 2,77
34 6.120 939

67 Sakuranetin (Naringenin 7-O-methyl 14, 2850 119,05032 M-H - 0,9 10-100 86,42 7,90 2,05 6,83
ether) 02 7.685 965

68 Narirutin (Narirutinsa, Naringenin 10, 5791 271,06107 M-H - 0,9 10-100 84,12 3,84 0,97 3,23
rutinoside) 39  7.193 958

69 Eriodictyol (3.4,5,7- 10, 28.70 287,05501 M-H - 0,9 10-100 95,45 2,66 0,76 2,54
Tetrahydroxyflavanone) 66 5.501 939

70 Liquiritigenin 11, 25.50 255,06592 M-H - 0,9 10-100 83,01 1,67 0,42 1,38
58  6.628 924

71 Liquiritin (4',7-Dihydroxyflavanone 4'- 99 4191  138,05452 M-H - 0,9 10-100 84,91 0,80 0,20 0,68
glucoside) 9 3.366 919

72 Genistein (5,7-Dihydroxy-3-(4- 12, 2690 13.302.959 M-H - 0,9 10-100 97,25 3,27 0,95 3,18
hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one) 65  4.555 935

73 Daidzin 9,3 41.51 253,05191 M-H - 0,9 10-100 87,77 6,01 1,58 5,28
3 0.346 908

74 Formononetin (Neochanin) 13, 26.70  252,04263 M-H - 0,9 10-100 84,43 2,83 0,72 2,39
61  6.628 938

75 Kuromanine (Cyanidin 3-glucoside 8,1 44.70 285,0397 M-H - 0,9 10-100 93,41 3,00 0,84 2,80
chloride) 6 9.328 958

76 ellagic acid 10, 30.09 300,99872 M-H - 0,9 10-100 95,82 3,00 0,86 2,87
91  9.899 978

77 Esculin hydrate 74 3390 177,0193 M-H - 0,9 10-100 95,54 2,32 0,67 2,22
3 7.216 962
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Tablo 3.2. (Devam) Fenolik bilesiklerin belirleme alt sinir1 ve tayin alt sinir1

No  Bilesik Ad1 RT Anaiyon  Parcalanma Katilmis Polarite R? Liner % GERI GERI LOD LOQ
iyonlari iyon aralik KAZANIM KAZANIM pg/kg ng/kg
ng/mL 10 pg/kg RSD
icin pg/L
78 Phloridzin 10,98 43.512.967 273,07648 M-H - 0,9934 10-100 98,43 1,10 0,33 1,08
79 Rosmarinic acid 10,82 35.907.724 161,02451 M-H - 0,9971 10-100 94,99 3,97 1,13 3,78
80 Glabridin 15,17 32.312.888 135,04533 M-H - 0,9987 10-100 95,70 2,24 0,64 2,15
81 Arbutin 2,96  27.108.233 108,0218 M-H - 0,8478 10-100 95,36 2,48 0,71 2,36
82 Emodin 16,35 26.904.555 225,05573 M-H - 0,983 10-100 95,38 5,04 1,44 4,81
83 Etoposide 11,66 61.117.351 405,09308 M-H - 0,9904 10-100 105,08 3,41 1,08 3,59
84 Doxorubicin 11,8  54.216.678 543,17461 M-H - 0,9934 10-100 97,32 3,71 1,08 3,61
Hydrchloride
85 Ethylgallate 9,41 19.704.555 124,01682 M-H - 0,9929 10-100 95,19 3,34 0,95 3,18

*alikonma zamani (RT), Quan Peak (m/z), iyon modu (polarite), confirming ions (m/z), kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayisi (R2), dogrusal (Lineer) aralik (ug/L), belirleme alt sinir1 (LOD) (ug/L) ve tayin
alt siurt (LOQ) T (ng/L), % geri kazanim ve % geri kazanim RSD.
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3.2.4.6. Ar1 Poleni Tanelerinin Duvar Yapilarimin incelenmesi

TEM calismalari, Eskisehir Osmangazi Universitesi MERLAB arastirma merkezinde
gergeklestirilmistir. Polenlerin ekzin yapisi ve polenlerin duvar yapist incelenmistir.
Polen taneleri, oncelikle fosfat tamponunda 48 °C’de bir gece boyunca sabitlenmis,
ardindan %1 osmiyum tetroksitte 1 saat post fiksasyon uygulanmis, tekrar fosfat
tamponunda (pH 7,2) iki kez yikanmis ve 1000 g’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Polen
taneleri, agar ile birlestirilmis, uranil asetat ile boyanmis ve dereceli etanol serisiyle
dehidrasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra propilen oksit ve epon islemlerinin
ardindan polen, araldite icine gomiilmiistiir. Ornekler, uranil asetat-kursun sitrat ile
boyandiktan sonra TEM incelemesi i¢in hazir hale getirilmistir. Kesitler, JEM1010
transmisyon elektron mikroskobuyla (Jeol, Tokyo, Japonya) gdzlemlenmistir (Mete vd.,
2021).

3.2.5. Castanea sativa Polen Ekstraktindan Fiber Uretimi ve Karakterizasyon

Analizleri
3.2.5.1. Kaplama Materyalinin Hazirlanmasi
Kaplama materyali olarak yapilan denemelerde polivinil alkol (PVA) kullanilmistir. %14

PVA ¢ozeltisi distile su (W: V) ile hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 60°C’de 4 saat 350
rpm ayarlt manyetik karistirici ile karistirilmistir (Sekil 3.8) (Goksen vd., 2021).

Sekil 3.8. PVA kaplama materyali
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3.2.5.2. Elektro Egirme Cihazi icin Besleme Cozeltinin Hazirlanmasi

ASE cihaz ile elde edilen evapore edilmis Castanea sativa (kestane) polen ekstrakti
elektro egirme islemi i¢in besleme ¢ozeltisinde kullanilmistir. %14 PVA c¢ozeltisine 0,
200 mg/mL, 300 mg/mL, 400 mg/mL ve 600 mg/mL konsantrasyonlarinda Castanea
sativa polen ekstrakti 1 mL %70 etanol ile hazirlanarak eklenmistir. Hazirlanan polen
ekstraktt karisimi, %14 PVA c¢ozeltisine ¢ozelti karigmaya bagladiktan 2 saat sonra
eklenmistir. %14 PVA karisimi toplamda 4 saat karisirken 2 saati polen ekstrakti ile
gergeklesmistir. Polen ekstrakti igermeyen kontrol gurubu %14 PVA ¢ozeltisi de
hazirlanmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Castanea sativa poleni ekstrakti katkili %14 PVA ¢ozeltisi gorseli

3.2.5.3. Elektro Egirme Islemi

0, 200, 300, 400 ve 600 mg/mL polen ekstrakt1 %14 PVA ¢ozelti karisimlar kullanilarak
elektro egirme cihazi ile fiber yapilmistir (%0, %14, %21, %28 ve %42 oranlarinda polen
katkilh PVA fiberleri iiretilmistir). Elektro spin islem kosullart: 5 mL siringa
kullanilmigtir. 18 gauge yesil uglu igne ile fiber iiretilmistir. Plaka igne ucu mesafesi 10
cm olarak ayarlanmistir. Besleme ¢ozeltisi akis hizi 0,20 mL/saat calisilmistir. Spin

voltaji1 18 kV degerinde belirlenmistir (Goksen vd., 2021).
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3.2.5.4. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

0, 200, 300, 400 ve 600 mg/mL Castanea polen ekstrakti katkil1 %14 PVA fiberlerinin
morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM-a JEOL
JSM 6510) cihaz ile goriintiiler kaydedilmistir. SEM cihazi ile analiz islemleri Bingol
Universitesi Merkezi Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilmistir. Fiber
yapilarin ¢aplarinin 6lgiilebilmesi amaciyla Image J yazilimi1 program kullanilmis olup
orijin programi ile ortalama caplar ve standart sapma hesaplanarak histogram

diyagramlari olusturulmustur (Pakolpakeil ve Draczynski, 2021).

3.2.5.5. Fourier Déniisiimlii Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizi

0, 200, 300, 400 ve 600 mg/mL Castanea sativa ar1 poleni ekstrakti katkilt %14 PVA
fiberlerinin ve Castanea sativa polen ekstraktinin kimyasal ve fonksiyonel gruplarinin
karakteristik piklerinin tanimlanmasi i¢in Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR- Perkin
Elmer Spektrum 100) spektrumlar1 6l¢iilmiistiir. FTIR cihazi ile analiz islemleri Bingdl
Universitesi Merkezi Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilmustir.
Tanimlama igin 400-4000 cm™ dalga sayis1 araligs kullanilmis, 32 tarama yapilmistir.

Coziiniirliik 4 cm™dir (Zeytuncu vd., 2014; Wang vd., 2024).

3.2.6. Castanea sativa Polen Ekstrakti Yiikli Fiberlerin Tavuk eti Yiizeyine

Uygulanmasi

Hazirlanan 0, 200, 300 ve 400 mg/mL Castanea sativa ar1 poleni ekstrakti i¢eren %14
PVA cozeltilerinden elektro egirme islemi fiberler iiretilmistir. Elde edilen fiberler ¢ig
tavuk eti gogsiine uygulanmustir. 5 g tavuk gogsii kesilerek yiizeyleri sirasiyla 0, 200, 300
ve 400 mg/mL kestane polen ekstrakti igeren %14 PVA fiberleri ile kaplanmistir.
Kaplama isleminin ¢ig tavuk etinin raf omrii iizerine etkisini belirlemek i¢in kaplanan
tavuk gogiis etleri 0, 3 ve 7 gilin +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Cig tavuk gdgiis
kaplama materyalinin raf dmrii siirecinde degisimdeki etkisinin kiyaslanmasi amaciyla 0.
giin de TBARS ve renk analizinde caligilmistir. Ayrica polen ekstrakti icermeyen %14
PVA fiber 6rnegi de kaplamada kullanilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Castanea sativa polen ekstrakti yiiklii fiberlerin tavuk eti yilizeyine uygulanmasi

3.2.6.1. TBARS Analizi (Lipit Peroksidasyon Analizi)

0, 200, 300 ve 400 mg/mL Castanea sativa ar1 poleni ekstrakt1 katkili %14 PVA fiberleri
ile kaplanan tavuk gogiis etlerinin 0., 3. ve 7. giinlerde TBARS analizi yapilmistir. Lipit
peroksidasyon diizeyini belirlemek amaciyla %20 TCA ile 0,02 M TBA ¢ozeltisi distile
su ile hazirlanmistir. 5 g tavuk gogiis eti bigak yardimu ile kiigiik pargalara kiyilmistir.
Daha sonra 25 mL %20 TCA ¢o6zeltisi ile amber renkli cam siselerde karistirilmistir.
Karisim homojenizator yardimiyla 1200 rpm 2 dakika homojenize edilmistir. Homojenize
karisim tizerine 20 mL distile su ilave edilmis 1 saat oda sicakliginda galkalayici ile
karistirilmistir.  Siire bitiminde karisimlar 3500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir.
(Cokeltiden siipernatant kisim ayrilarak ¢ozelti 50 mL distile su ile tamamlanmistir. Elde
edilen siiziintiden 5 mL alinarak 5 mL 0,02 M TBA ile cam tlipte karistirilmigtir.
Karigimlar 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis sonrasinda ince filtre ile filtre
edilmistir. Karisimlar agz1 kapali cam tiiplerde 95°C’de 1 saat su banyosunda
bekletilmistir. 1 saat sonunda ¢ozeltiler reaksiyonun durdurulmasi amaciyla 0°C soguk
suya alinmistir. Cozeltiler spektrofotometrede absorbans degeri alinmadan 6nce son kez
3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrast 532 nm dalga
boyunda spektrofotometre yardimiyla absorbans degerleri kér numune saf su olacak
sekilde kaydedilmistir. Elde edilen absorbans degerleri 7,8 ile ¢arpilarak TBARS degeri
hesaplanmistir (Xiong vd., 2015).
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3.2.6.2. Renk Analizi

0, 200, 300 ve 400 mg/mL Castanea sativa ar1 poleni ekstrakti katkili1 %14 PVA fiberleri
ile kaplanan tavuk gogiis etlerinin 0, 3. ve 7. giinlerinde renk degerleri L*, a” ve b* olarak

minolta renk cihazi ile belirlenmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Tavuk etinin renk analizi gorseli

3.2.7. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 25, JMP 5.01.1 programi ve Minitab 17
kullanilarak yapilmistir. Tukey Pairwise Comparison testi ile gruplar arasindaki
farkliliklar belirlenmistir. Gruplar arasindaki farklarin anlamhiligin1 degerlendirmek igin

es zamanli %95 giiven araliklar1 kullanilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Monofloral Ar1 Poleni Orneklerinin Palinolojik Dogrulanmasi

Ar1 poleni 6rneklerinin mikroskobik analiz sonucu igeriginde saptanan bitki taksonlar1 ve
bu taksonlarin bulunma yiizdeleri Tablo 4.1’de ve polen Orneginin igerdigi polen
tanelerinin 151k mikroskobu goriintiisii Sekil 4.1’de verilmistir. Ar1 poleni 6rnekleri
monofloral Castanea sativa (kestane), Papaver sp. (hashas) ve Cistus sp. (laden)
polenleridir. Polen 6rneklerinin monofloral olarak dogrulamasinda baz alinan bitki takson

orani %80°dir.

Tablo 4.1. Ar1 poleni 6rneklerinin botanik kaynaklar

Cografik Kaynak Botanik Kaynak Polen tipi ve bulunma sikhigi
(%)
Trabzon Castanea sativa (monofloral) *x*X%: Castane sativa %95

*. Brassica sp. %1,75; Medicago
sp. %1.25; Ferula sp. %1,2,

Rosaceae %0,8

Afyon Cistus sp. (monofloral) rxdrx Cistus sp. %92
**Centaurea sp. %3,2;
Hypericum %3,3
*Olea sp. %1,2, Papaver sp %0,3

Afyon Papaver sp. (monofloral) *xR*EEPapaver %93
**Astragalus sp %3,3, Daucus

sp. %3,7

HRER >R0; ¥RFH45G0; FHH]545; #4315, *<3,

Ar1 poleninin palinolojik analizi, bu degerli ar1 {irlinlinlin botanik kdkenlerini ve besin
profillerini anlamak icin ¢cok 6nemli bir yontemdir. Bu analiz, arilar tarafindan toplanan
polen tanelerinin mikroskobik incelemesini igerir ve arastirmacilarin polenin
kaynaklandig1 bitki tiirlerini tanimlamasina olanak tanir. Ar1 poleninin siniflandirilmasi
genel olarak monofloral ve multifloral kategorilere ayrilabilir; monofloral polen tek bir

bitki tlirlinden elde edilirken multifloral polen birden fazla tiirden olusur. Bu ayrim,
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polenin bitki kaynagina bagli olarak biiylik Olgiide degisebilen biyokimyasal ve
organoleptik Ozelliklerini etkiledigi i¢in 6nemlidir (Cobanoglu, 2024; Cobanoglu vd.,
2021). Son zamanlarda yapilan caligmalarda palinolojik analizlerin dogrulugunu
artirmak i¢gin cesitli metodolojiler kullanilmistir. Ornegin, Kosti¢ vd. (2015), tek bir tiire
ait %80'den fazla polen iceren Orneklerin monofloral olarak siniflandirilabilecegini,
birden fazla tiire sahip olanlarin ise belirli polen tiirlerinin baskinligina gore kategorize
edilebilecegini gostermistir. Bu calismada Cistus sp., Papaver sp., Castanea sp. ari

polenlerinin tiimiiniin monofloral oldugu belirlenmistir.

AN
S

20 pm

*A: Cistus sp.; B: Castanea sativa; C: Papaver sp.

Sekil 4.1. Polen 6rneklerinin 151k mikroskobu goriintiileri (100X)

4.2. Ar1 Poleni Orneklerinin Fizikokimyasal Bulgulari

4.2.1. An Polenlerinin %Nem, %Kiil ve pH Degerleri

pH, nem ve kiil igerigi gibi fizikokimyasal parametreler ar1 poleni igin nemli kalite
belirteclerindendir. Cografi bolge, bitkisel orjin ve toprak tipi gibi 6zellikler nedeniyle

polen cesitleri farkli degerlerde pH, nem ve kiil igerigine sahiptir.

Ar poleninin nem igerigi besinsel Ozelliklerini, raf Omriinii ve mikrobiyal bulasiya
yatkinligini etkilemektedir. Taze ar1 poleninin genellikle %15-%30’a varan yiliksek nem
icerigi var olup bu deger polen kaynagina, saklama kosullarina ve cografi 6zelliklere
bagl olarak degismektedir. Calismamiz kapsaminda polen 6rneklerinin %nem igerikleri
Tablo 4.2.°de verilmistir. Polen 6rnekleri aricilardan yas haliyle temin edilmis olup
analizler Oncesinde liyofilizator cihazi ile 3 gilin siire ile kurutulmustur. Sonugcta
hesaplanan degerler kurutulmus polenler icindir. En yiiksek nem igerigi 11,57 + 0.294

Papaver sp. poleninde bulunmus olup en diisiik nem degeri Castanea sativa ar1 poleninde
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saptanmistir. Yapilan bir ¢alismada taze ar1 polen 6rneklerinin nem oranlart %11,13 +
0,03 ile %27,80 = 0,18 olarak bulunmustur. Kurutulmus polenler i¢in %nem degerleri
%8’in altinda tespit edilmistir. Bu oranin bitkisel kdken ve saklama kosullarina baglh
olarak farklilastigi belirtilmistir (Mokhnache vd., 2025). Ar1 poleninin fizikokimyasal
ozelliklerini inceleyen bir arastirmada %nem oraninin %16,92 ile 31,08 arasinda degisen
degerler gosterdigi saptanmistir. Bu durumun hasat zamanindaki yiliksek bagil nem
oranindan kaynaklandigi belirtilmistir (Spulber et al, 2018). La Calera ve Zipaquira
bolgelerinden toplanan ar1 poleni 6rneklerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin incelendigi
bir ¢alismada ar1 poleni 6rneklerine uygulanan kurutma islemleri (35°C ve 45°C) ile su
aktivitelerinin ve nem igeriklerinin belirgin sekilde azaldigr bulunmustur. 35°C’de
kurutma ile nem degerleri %9,31 ile %11,23 olarak saptanmis olup 45°C’de kurutma
islemi i¢cin bu degerler sirasiyla %8,29 ile %7,09’dur (Barajas vd., 2012). Melo ve
Almeida-Muradian (2011), calismalarinda farkli kurutma yontemlerinin ar1 poleninin
nem igerigi tzerindeki etkisini arastirmis sonugta kizildtesi uygulamasinin ve
liyofilizasyon isleminin nem igerigini azaltmada en etkili yontemler oldugunu

bildirmistir.

Ar poleninin kiil i¢erigi, mineral bilesiminin toplam degerini yansitan dnemli bir kalite
gostergesidir. Miktar1 polen kaynagina ve toprak cinsine bagl olarak degismektedir. Tez
caligmasinda ar1 poleni orneklerinin %kiil degerleri kiil tayin metodu ile hesaplanmis
sonuglar Tablo 4.2°de sunulmustur. En yiiksek %kiil icerigi %3,58 + 0,58 ile Castanea
sativa ar1 polen 6rneginde bulundu. Daha sonra % kiil icerikleri sirasityla Cistus sp. ve
Papaver sp. polen drneklerinde tespit edilmistir (3,26 £ 1,474-2,92 + 0,63%). Literatiir
incelendiginde %1,9 (Spulber et al, 2018), %1,93-%3,73 arasinda (Mokhnache vd., 2025)
%Kkiil oranlar1 saptanmistir. Caligmamizda inceledigimiz ar1 poleni 6rneklerinin %okiil

igerikleri literatlirde bulunan degerlerle uyumludur.

Ar poleninin pH degeri mikrobiyal gelisim ve raf omrii bakimindan 6nemli bir
parametredir. Tez c¢alismasinda polen Orneklerinin pH degerleri dijital pH metre
kullanilarak belirlenmistir ve sonuglar Tablo 4.2’de verilmistir. pH degerleri
kiyaslandiginda Castanea sativa poleninin en diisik pH degerine sahip oldugu
goriilmektedir. Polen orneklerinin tiimii asidik 6zellikte bulunmustur. Papaver sp. ve

Cistus sp. poleni orneklerinin pH degerleri Castanea sativa polenine gore daha yiiksek
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olup birbirine yakin degerdedir. Farkli calismalar ar1 poleninin pH degerini genellikle
3,9-5,9 arasinda bulmustur. Ornegin Romanya ar1 poleninin incelendigi bir arastirmada
polen Orneklerinin pH degerleri 3,9-5,84 araliginda bulunmus ortalalama pH degerinin
4,60 oldugu bildirilmistir (Oroian vd., 2022). Baska bir arastirmada ise ar1 iiriinleri
arasinda polenin daha yiiksek bir pH’ya sahip oldugu ve pH degerinin 4,30-5,22 arasinda
degistigi belirtilmistir (Adaskeviciuté vd., 2019). Diger bir arastirmada ar1 polenlerinin
pH degerleri bitkisel kaynaga gore anlamli farkliliklar gostermis, pH degerleri 5,33 +
0,13 ile 3,87 + 0,02 arasinda asidik 6zellikte bulunmustur (Mokhnache vd., 2025).

Tablo 4.2. Ari1 polenlerinin %nem, %kiil ve pH degerleri

Polen Ornegi %Nem %Kil pH

Castanea sativa 9,63 + 0,708 3,58+ 0,584 3,997 + 0,02€
Papaver sp. 11,57 £ 0,294 2,92+ 0,634 4,347 £ 0,048
Cistus sp. 10,55 + 0,284B 3,26+ 1,477 4,430 + 0,034

* Aymi siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik énemlidir (p<0,05).

4.2.2. Ar1 Polenlerinin %Protein iceriklerinin Belirlenmesi

Polen orneklerinin %protein igerikleri Kjehdahl yontemi kullanilarak hesaplanmistir ve
polen drneklerinin Y%protein icerikleri Tablo 4.3’de verilmistir. %28,06 + 0,09” ile en
yiiksek protein icerigi Papaver sp. poleninde bulunmustur. Daha sonra sirasiyla %26,35 +
1,39% ile Castanea sativa poleni, %16,46 + 2,19% ile Cistus sp. poleni gelmektedir.
Fraxinus ornus, Coriandrum, Salix, Quercus ilex, Vitis, Castanea, Trifolium
alexandrinum baskin ar1 polenlerinin protein igeriklerinin belirlendigi bir calismada %
protein degerinin ¢alismamizla benzer sekilde %16-25 aralifinda degistigi bulunmustur.
Bahsi gecen ¢aligmada incelenen farkli mevsimleri ait kestane polenlerinin ise %protein
degerleri 16,02-22,1 araliginda hesaplanmistir. Bu degerlerin ¢alismamizda inceledigimiz
kestane polenine (%26,35 + 1,39) gore daha diisiik oldugu goriilmektedir (Castiglioni vd.
2022). Negraao vd. (2014), Brezilya ar1 poleninde %18,66-24,39; Kostic vd. (2015)
Sirbistan ar1 poleninde %14,81-27,25; Yang vd. (2013), Cin ar1 poleninde %14,26-28,95;
Gabriele vd. (2015) Italya ar1 poleninde %25,87-28,42 oranlarinda protein igerik
belirlemislerdir. Bu degerler ¢alismamizda elde ettigimiz %protein igerikleri ile benzer

sekildedir (%16,46-28,00).
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Tablo 4.3. Ar1 poleni 6rneklerinin %protein ve %yag icerikleri

Polen Ornegi %Protein %Yag
Castanea sativa 26,35+ 1,394 1,137

Papaver sp. 28,06 + 0,094 3,0857
Cistus sp. 16,46 2,198 4,7473

* Ayni siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik énemlidir (p<0,05).

4.2.3. Arn Polenlerinin %Yag ve Yag Asidi Profillerinin Belirlenmesi

Polen 6rneklerinin %yag igerikleri solvent ekstraktor cihazi ile yag icerikleri elde edilerek
%pyag degerleri hesaplanmistir ve polen Orneklerine ait %yag degerleri Tablo 4.3’de
verilmistir. %Yag icerigi en yiiksek %4,747 ile Cistus ar1 poleni drneginde bulunmustur.
En az yag igerigi %1,137 ile Castanea sativa poleninde hesaplanmistir. Polenlerde lipit
varlig1 arilar i¢in oldukga cekici olup lipit icerigi yiliksek konsantrasyonlu bitkilerin arilar
tarafindan daha cok ziyaret edildigi bildirilmistir (Negrao vd., 2018). Literatiirde lipit
icerigi genellikle %1-13 araliginda tespit edilmis olup %22 oraninda lipit iceren ar1 poleni
de saptanmistir (Campos vd., 2008, De-Melo vd., 2017). Yapilan bir ¢alismada farkli
iilkelerden toplanan ayni monofloral bitki kaynakli ari polenlerinin lipit iceriklerinin
toplandiklar1 tilkelere gore oOnemli farklar gosterdikleri bulunmustur. Cistus sp. ari
poleninin % lipit igerigi Italya icin %1,9, Yunanistan igin %3,8, Ispanya i¢in %7,2 oldugu
belirtilmistir (De-Melo vd., 2017; Thakur ve Nanda, 2020).

Solvent ekstraktorii ile elde edilen Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. polen
yaglarinin GC-MS cihaz1 ile % serbest yag asidi profili belirlenmistir ve yag asidi
profiline iliskin degerler Tablo 4.4’de verilmistir. Castanea sativa ve Papaver sp. ar1
polen, yag ekstraktlar1 doymus yag asitlerinden palmitik asidi igerirken Cistus poleni
palmitik aside ek olarak kisa zincirli yag asitlerinden olan caprilik asit, caprik asit, laurik
asit ve miristik asit bulundurmaktadir. Tablodaki veriler incelendiginde tekli ve ¢oklu
doymamis yag asitleri yoniiyle polen yagi ekstraklarmin iyi bir kaynak olabilecegi
goriilmektedir. Castanea sativa poleninin omega 9 ve omega 6 igerigi diger iki polen
ornegine gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak omega 3 igerigi ise Castanea sativa
poleninde en diisiik oranda bulunmustur. Sonuglara bakildiginda Papaver sp. ve Cistus

sp. art polenlerinin omega 3 yoniiyle Castanea sativa ar1 polenine gore daha iyi bir
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kaynak olabilecekleri belirlenmistir. Papaver sp. ar1 poleninde omega 3, omega 6 ve
omega 9 yag asitlerinin dengeli oranlarda dagildigi saptanmistir. Polen yagi
ekstraktlarinin toplam doymamis yag asidi oranlar kiyaslandiginda sirasiyla Castanea
sativa (%76,92), Papaver sp.  (%75,22) ve Cistus sp. (%48,033) olacak sekilde
siralanmistir. Cistus sp. poleninin 24 farkli yag asidi bilesenini icerdigi Castanea sativa
ve Papaver sp. ar1 polenlerinin ise 7 adet yag asidi bilesenini yapida bulundurdugu

belirlenmistir.

Yapilan caligsmalarda polen 6rneklerinde %4,29-71,47 doymus yag asitleri, %1,29-53,24
tekli doymamis yag asitlerini, %4,33-75,71 ¢oklu doymamis yag asitlerini igerdikleri
belirtilmektedir. Calismamiz kapsaminda incelenen polen 6rneklerinin doymus, tekli ve
coklu doymamis yag asitleri miktar1 literatiir degerleri araliginda bulunmustur. Insan
beslenmesinde Avrupa EC 1924/06 yonetmeligine gore 300 mg/100 g konsantrasyonunda
omega 3 iceren gidalar omega 3 kaynagi kabul edilmektedir. Bu nedenle ar1 polenlerinin
insan beslenmesi i¢in iyi bir omega 3 kaynagi olabilecegi diistiniilmektedir (Li vd., 2017).
Arn poleninin esansiyel yag asitleri acgisindan iyi bir igerige sahip oldugu ancak
miktarlarin ve bilesimlerin botanik kaynaga bagli olarak degistigi literatiirde

belirtilmektedir ve yaptigimiz ¢alismada da bu durum saptanmistir (Ghouizi vd., 2023).

Tablo 4.4. Ar1 poleni 6rneklerinin %yag asidi profilleri

Yag Asitleri (%) Castanea Papaver Cistus

C 8:0 (Kaprilik asit) - - 0,42+0,363

C 10:0 (Kaprik acit) - - 3,17+0,416

C 12:0 (Laurik asit) - - 0,737+0,068
C 14:0 (miristik asit) - - 1,84+0,155

C 16:0 (palmitik asit) 22,74+0,41 23,11+0,24 25,89+0,542
cis-Vasenik asit 0,05+0,087 - -
n-Heksadekanoik asit 0,01+0,011 - -
9,12,15-Oktadekatrienoik asit 0,11+0,196 - -
Benzenasetik asit, metil ester - 0,0867+0,15 -

Miristik asit, metil ester - 0,0233+0,04 -

C-14 - 0,3533+0,61 -

C 18:1 (omega 9) ((oleik asit) 39,30+1,98 25,81+0,10 18,197+0,855
C 18:2 (omega 6) (Linoleik asit) 34,24+1,93 25,93+0,45 27,11+1,397
C 18:3 (omega 3) (Linolenik asit) 3,38+0,468 23,48+0,525 20,726+2,730
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Tablo 4.4. (Devam) Ar1 poleni drneklerinin %yag asidi profilleri

Yag Asitleri (%) Castanea Papaver Cistus

C 20:1 (omega 9) (Eikosenoik asit) - - 0,0133+0,015
- trans-13-Oktadekenoik asit, metil ester - - 0,09+0,155

— cis-9-Oktadekenoik asit, propil ester - - 0,01+0,017
9-Oktadekenoik asit (E) - - 0,0333+0,0416
10-Oktadekenoik asit, metil ester - - 0,0533+0,0288
cis-Metil 11-eikosenoat - - 0,0167+0,0288
9-Oktadekenoik asit (Z) - - 0,0333+0,0416
Erusik asit - - 0,1033+0,0764
6-Oktadekenoik asit - - 0,03+0,03
3-Dokosenoik asit, metil ester (Z) - - 0,0633+0,109
C 22:1 (cis - 13) (omega 9) - - 0,1067+0,127
7,10,13-Heksadekatrienoik asit, metil - - 0,0133+0,0231
ester

Oleik asit - - 0,03+0,0360
cis-11-Eikosenoik asit, metil ester - - 0,0167+0,0152
9-Octadekenoik asit (Z) metil ester - - 0,03£0,0519
trans-4-izopropil-3-((E)-1-oktenil) - - 0,03+0,0519
siklohekzanon

4.2.4. An1 Polenlerinin Element iceriklerinin Belirlenmesi

Kimyasal elementler insan viicudunun tiim hiicre ve dokularinda serbest veya bagli halde
bulunmaktadir. Bu elementler biyokimyasal reaksiyonlarda katalizor gorevi gordiikleri
gibi bliyiime ve gelisme, metabolik siireclerde temel ve vazgecilmez yapi taslardir.
Elementlerin sergiledikleri fizyolojik etkiler doz durumuna bagli olmaktadir (Skalny,
2011). Bu nedenle elementlerin fonksiyonlarimi gosterdikleri optimum konsantrasyon
araliklart mevcuttur. Element eksiligine veya fazla birikimine bagli olarak viicutta
dogrudan veya dolayli olarak ciddi degisiklikler ve hasarlar olusabilmektedir. Buna
metal-ligand homeostasinin bozulmasi1 ve patolojik degisikliklerin gelismesi neden
olmaktadir. Metaller ve ligandlar1 (6r; aspartat, glutamat vb.) g¢esitli hastaliklarin
gelisiminde ve tedavisinde etkili olan enzimler i¢in aktivator veya inhibitor olarak islev

gorebilmektedir (Skalnaya ve Skalny, 2018).

Elementlerin viicuttaki igerigi ve fizyolojik rolii hakkinda bilgileri sistemlestirebilmek
adina elementler ¢esitli sekillerde smiflandirilmistir. Bu smiflandirma ilkelerinden biri

elementlerin memeli ve insan viicudundaki icerigine bagli olarak gruplandirilmasidir.



63

Buna bagli olarak ilk grubu viicuttaki igerigi %0,01°den fazla olan ‘makro elementler’
olusturmaktadir. Bu grupta yer alan C, H, O, ve N canli maddenin %96’sin1 meydana
getirmistir. Bu elementler canli doku ve organlarin olusumundaki 6ncii rolleri nedeniyle
‘organojen’ler olarak da adlandirilirlar. Ca, Na, K, S, Cl, Mg, P bu grupta yer alan diger
elementlerdir (Fraga, 2005; Karasakal, 2012; Skalnaya ve Skalny, 2018).

Ikinci grubu; Fe, Zn, F, Sr, Cu, Mo, Mn, Al elementleri olusturup viicuttaki miktarlar1
%0,00001 1ile 0,01 arasinda degismektedir. Bu elementler ‘iz element’ olarak
adlandirilmaktadir. 1z elementler viicutta eser miktarda bulunmalarina ragmen biyolojik
sistemin gelisiminin tiim asamalarinda, hayati fonksiyonlarin diizenlenmesinde yer alan
fizyolojik sistemlerde olduk¢a 6nemli bilesen grubunu olusturmaktadir (Karasakal, 2012;

Mehri, 2020; Mehri ve Marjan, 2013).

Ucgiincii  grubu ise wultra iz (ultratrace) elementler olusturmaktadir. Viicuttaki
konsantrasyonlar1 %0,0000001°den diisiik olup Se, Co, V, Cr, As, Ni, Li, Ba, Ti, Ag, Sn,
Be, Ga, Ge, Hg, Sc, Zr, Bi gibi elementler bu grupta yer almaktadir (Skalnaya ve Skalny,
2018). insan saghginin korunmasinda etkili ve ¢evresel kaynaklardan alinmasi zorunlu
olan elementler ‘mikro besinler’ kategorisindedir. Viicut i¢in gereklilikleri kg basina mg
veya pug gibi diisiik miktarlardadir. Gidalar, insanlar i¢in 6nemli iz element kaynagidir.
Diinyadaki yoksul niifusun yararlandigi tek ¢esit beslenmenin sebep oldugu (6rnegin tahil
bazli) enerji, protein ve element eksiklikleri goriilmesi muhtemel beslenme problemleri
arasinda goriilmektedir. Bunun yani sira sanayilesmis llkelerdeki fast food ve rafine
beslenme aliskanliklar1 da bazi temel eser element eksikliklerinin goriilmesini

beraberinde getirmektedir (Combs, 2013).

Iz element gerekliligi; bir elementin alim diizeyinin siirekli olarak belirli bir limitin
altinda kalmasiyla birlikte bireyde fizyolojik fonksiyonlarda bir azalmaya yol agmasi ya
da elementin organik yapinin ayrilmaz bir pargasi olmasi seklinde agiklanabilmektedir.
Temel eser element eksikligi 6nemli metabolik bozukluklara neden olabilmektedir. Bu
eksiklikler klinik ve morfolojik degisikliklerle birlikte patolojik sonuglanabilir. Genel
immun direncin azalmasiyla birlikte iltithaplanmalar, endokrinopatiler ve neoplastik

hastaliklar goriilebilmektedir (Skalnaya ve Skalny, 2018).



64

Elementlerden metaller, prooksidan veya antioksidan olarak gorev yapabilmektedir.
Metalin islevi kimyasal yapisina ve metali selatlayan molekiile bagli olarak
degismektedir. Ornegin Fe, prooksidan ve antioksidan olarak hareket edebilir. Se ise bir
antioksidan olarak islev yapmaktadir (Fraga, 2005). insan fizyolojisi agisindan 6nem
tastyan cesitli fonksiyonlar goren bazi gecis metalleri kobalt, molibden, krom ve
vanadyumdur. Kobalt; kobaltinin bileseni (Kiran, 2018), molibden; ksantin oksidaz ve
siilfit rediiktaz enzimlerinde elektron transfer maddesi (Ipek, 2003), krom ve vanadyum
ise glikoz ve lipit metabolizmasinda etkileri ile gérev almaktadir (Fraga, 2005). Biyolojik
sistemlerde metaller genellikle proteinlere baglanarak metaloproteinleri olusturmakta
ayrica daha kiigiik molekiiller olan fitatlar, polifenoller gibi bilesiklerle de konjuge halde
bulunmaktadir. Metaloproteinlerdeki metaller genellikle yapisal islevlere sahip olup
enzimatik sistemlerde yer almaktadir. Ayrica metaller, hedef organa tasinabilme amaci ile

de proteinlere baglanabilmektedir.

Metaloproteinlerin enzim sistemindeki rolleri; enzimin aktif bélgesinin bileseni, {i¢iinciil
veya dordiinciil enzim yapilarinin stabilizatorleri ve substratin reaksiyonlar icinde
yonlendirilmesi seklinde . Bazi metallerin ¢esitli hastaliklarda veya durumlarda takviye
olarak almmas1 gerekli hale gelebilir (Ornegin bobrek yetmezliginde goriilen
anemilerde). Ancak bu takviyelerin kontrollii olmamasi durumunda yiiksek dozlara
maruziyetle birlikte toksik etkiler s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenle element
takviyelerinde temellilik ve saghigin tesviki ve gelistirilmesine yonelik durumlarda

gereksinme ve toksisite sinirlarinin tanimlanmasi oldukg¢a onemlidir (Fraga, 2005).

Agir metaller olarak bilinen Cd, As, Pb ve Hg elementlerinin insan sagligi i¢in ciddi
toksik etkileri vardir. Bu elementler gidalarin dogasinda toksikolojik etki gosterecek
seviyede bulunmazlar. Ancak c¢evresel faktorlerin etkisiyle gidalar normalde
bulundurduklar1 diizeyden daha yiiksek miktarlarda bu elementleri igerebilmektedir.
Polen, aricilik faaliyetleri kapsaminda cesitli ¢evresel kirleticilerden dolayr bu agir
metalleri icerebilmekte ayrica bu metaller yoOniinden risk olusturabilecek sinirda

bulunabilmektedir (De Oliveiraa vd., 2017; Tutun vd., 2022).
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Calisma kapsaminda Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. polenlerinin makro ve
mikro element igerikleri tespit edilmistir. Polen Orneklerine ait element iceriklerinin

konsantrasyonlar1 Tablo 4.5’de verilmistir.

Gidalarda eser miktarda bulunmasina karsin makro elementlerin biiylime ve gelismedeki
rolleri oldukca ©nemlidir. Incelenen polen &rneklerinin tiimiinde en yiiksek
konsantrasyonda tespit edilen makro element “Ca” olarak bulunmustur. Ca miktar1 polen
orneklerinde sirasiyla Castanea sativa ar1 poleninde 1110,969 mg/kg; Papaver sp. ari
poleninde 781,233 mg/kg; Cistus sp. ar1 poleninde 606,651 mg/kg olarak saptanmustir.
Polen c¢esidine bagli olarak polenlerde Ca igeriklerinin degiskenlik gosterdigi

goriilmiistiir. En ytliksek Ca icerigi Castanea sativa ar1 poleninde tespit edilmistir.

Polen orneklerinde Ca elementinden sonra yiiksek konsantrasyonda tespit edilen ikinci
makro element Mg olmustur. Mg miktar1 en yiiksek Papaver sp. ar1 poleninde (633,004
mg/kg) bulunmus olup bunu takiben Castanea sativa (615,562 mg/kg), Cistus sp. (409,0
mg/kg) polenleri gelmektedir. Tespit edilen diger bir makro element Na’dur. Na icerigi
en fazla Castanea sativa poleninde saptanmis daha sonra sirastyla Papaver sp. ve Cistus

sp. ar1 polenlerinde bulunmustur.

Analiz sonucunda polenlerin makro elementlerin yani sira viicut i¢in gerekli olan Fe, Zn,
Mn, Cu, Mo, Se, Cr, Co gibi mikro elementleri de igerdikleri belirlenmistir. Castanea
sativa poleni i¢in en yiiksek konsantrasyonda Fe iz elementi; Papaver sp. ve Cistus sp. ar1

polenlerinde ise en yiiksek konsantrasyonda Zn iz elementi tespit edilmistir.

Polen orneklerinin Fe icerikleri Castanea sativa (89,871 mg/kg) > Papaver sp. (31,641
mg/kg)> Cistus sp. (25,167 mg/kg) olarak bulunmustur. Castanea sativa ar1 poleninin Fe
icerigi diger orneklere oranla ¢ok daha yiliksek miktarlarda saptanmistir. Demir viicutta
oksijen tasinmasi, enerji metabolizmasi, DNA sentezi, hiicresel biiytime ile ilgili
proteinlerde kofaktér olmasi yoniinden viicut ic¢in elzem bir mineraldir. Demir
organizmada Fe?" ve Fe’* seklinde bulunur. Transferrine bagli olmayan demir viicutta
toksik etki olusturabilir. Demir elementinin fazlaca birikimi karaciger, kalp hasarina
neden olabilmektedir. Giinliik alinmasi1 gereken demir miktar1 10-20 mg/giin olup 200 mg

tizerinde toksik etkiler goriilebilmektedir. Demir elementi i¢in dldiiriicti dozun 7-35 g/giin
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arasinda oldugu belirtilmistir. Siyah ¢ay veya kahvede bulunan oksalatlar, fitatlar,
tanenler ve peynir, siit ve yumurta kaynakli fosfatlar nedeniyle demir emiliminin azaldig1

caligmalarla saptanmistir (Skalnaya ve Skalny, 2018).

Zn igerigi dikkate alindiginda Castanea sativa ar1 poleninin (56,930 mg/kg) en yiiksek
icerige sahip oldugu bunu takiben sirasityla Papaver sp. (41,927 mg/kg) ve Cistus sp.
(25,550 mg/kg) polenlerinin geldigi goriilmiistiir. Cinko elementinin yeterli diizeyde
alimmas1 DNA sentezi, RNA transkripsiyonu ve hiicresel apoptoz i¢in oldukc¢a 6nemlidir
(Mehri, 2020). Bir¢cok enzim i¢in kofaktor olan ¢inkonun, 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde eksiklik indisansinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Cinko eksikligiyle birlikte
istahsizlik, biiylime geriligi, bagisikligin azalmasi, norolojik bazi hastaliklar
goriilebilmektedir (Mehri, 2020; Skalnaya ve Skalny, 2018). Ayrica malabsorpsiyon,
alkolizm, kronik karaciger ve bobrek hastaliklarinin patolojik sonucu olarak ¢inko
eksikligiyle karsilagilabilmektedir. Embriyogenez evresi, ¢ocuklugun ve yashiligin ilk
donemleri ¢inko gereksinmesi agisindan oldukg¢a Onemli evrelerdir. Giinlik ¢inko
gereksinmesi 10-15 mg/giin olup toksik etki olusturacak seviyesi 600 mg/giiniin
iizerindedir. Fosfat, fitat, alkol, diliretikler veya antimetabolit aliminin artmasi ¢inko

eksikligine neden olabilmektedir (Skalnaya ve Skalny, 2018).

Mn elementinin konsantrasyonu yapilan analiz sonucunda Castanea sativa poleninde
(71,858 mg/kg) diger polen Orneklerine oranla yaklasik 7 kat daha yliksek tespit
edilmistir. Diger polenlerin Mn igerikleri kiyaslandiginda sirasiyla Papaver sp. (18,817
mg/kg) ve Cistus sp. (8,498 mg/kg) olarak saptanmistir. Mn enzimatik siireglerde
kofaktdr gorevi goren elementlerden biridir. Mn ve Fe tasimimi arasinda bir baglanti
oldugu belirtilmektedir. Bunun yani sira beyindeki enzimlerin yapisinda, antioksidan,
bagisiklik ve lireme sistemlerinde onemli gorevleri bulunmaktadir (Aschner ve Aschner,
2005). Buna karsin asir1 manganez birikiminin merkezi sinir sisteminde norolojik
hasarlara yol acabilecegi bildirilmektedir. Optimal Mn gereksinmesi 3-5 mg/giin’diir.
Glinliik 40 mg iizerinde alim1 toksik etki olusturabilmektedir. B1, E, fosfor ve kalsiyum
manganez emilimini kolaylastiriken kalsiyum ve fosforun asir1 alimi Mn emilimini

engellemektedir (Skalnaya ve Skalny, 2018).
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Se, Mo, Co elementleri Castanea sativa poleninde en yiiksek diizeyde tespit edilmistir.
Papaver sp. poleninde (0,244 mg/kg) Se elementi, diger polenlere oranla en az seviyede
bulunmustur. Selenyum, viicutta antioksidan sistemde, bagisiklik ve iireme sisteminde
onemli islevler gerceklestirmektedir. Selenyum i¢in glinliik alim diizeyi 20-70 pg/giin
olup 5 mg/giin tizerinde toksik etki goriilmektedir. Se eksikliginde viicutta As, Cd, ve Hg
gibi ciddi toksik etkileri olan agir metallerin birikimi artabilmektedir. Se; Hg ve As ile
antagonist etki gosterir. Siddetli selenyum eksikliginde Kashin-Beck hastaligi
gorilmektedir (Mehri, 2020). Mo, yiiksek dozlarda toksik olabilen bir eser elementtir.
Uzun siireli parenteral beslenmelerde eksikligine rastlanilmigtir. Giinliik tavsiye edilen
Mo tliketim miktar1 75-250 pg/giin olup minimum giinliik gereksinme 25 pg/giin olarak
belirtilmistir (Skalnaya ve Skalny, 2018). Co ise ¢ogunlukla bdbrek, karaciger, kemik,
iskelet kas1 ve pankreasta biriken bir eser elementtir. Iyonize kobalt viicutta toksik etki
olusturabilmektedir. Viicutta kobalt cogunlukla B12 vitaminin yapisina katilmaktadir
(Quadros vd., 2005). Optimal olarak 0,3 mg/giin tizerinde kobalt alinmalidir. Viicutta
toksik etki gosterdigi doz 500 mg olarak belirtilmektedir. Yiiksek diizeyde protein ve
demir iceren diyetlerin kobalt emilimini giiclestirdigi, bakir ve ¢inkonun ise kobalt

emilimini kolaylastirdigi bildirilmistir (Skalnaya ve Skalny, 2018).

Cu elementi Castanea sativa ve Cistus sp. polenlerinde tespit edilmemistir. Bakir, doku
solunumunda, hormon sentezinde ve demir emiliminde rol alan enzimlerin yapisal pargasi
olarak gorev yapan eser elementlerden biridir. Bu nedenle bakir metabolizmasi
bozuklugunun saglik iizerine olumsuz etkileri s6z konusu olmaktadir. Bakir siilfat,
antimikrobiyal ve koterant olarak kullanildig1 ayrica anemi ve hipotrofi tedavilerinde
tercih edildigi bildirilmektedir bildirilmistir (Mehri, 2020; Skalnaya and Skalny 2019).
Giinliik optimum alim degeri 2-3 mg olup bakir elementinin giinde 1 mg’dan daha az
alimmast sonucu yetersizliginin olugsmasi s6z konusudur. Yiiksek miktarda ¢inko ve
molibden alimi, manganez, kadmiyum, tanenler, askorbik asit bakir emilimi azaltan

etmenlerdendir bildirilmistir (Skalnaya ve Skalny, 2018).

Cr igerigi ise Castanea sativa poleninde en yiiksek miktarda olup diger polen
orneklerinin bu igerigi birbirine yakin degerde saptanmistir. Polen 6rneklerinin Cd, As ve
Pb agir metal icerikleri calisma kapsaminda belirlenmistir. Pb metali hicbir polen

orneginde tespit edilmemistir. Cd element icerigi Castanea sativa > Cistus sp. > Papaver
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sp. olarak bulunmustur. As metal konsantrasyonu en yiiksek Castanea sativa; en diisiik
Cistus sp. poleninde saptanmistir. Agir metal igerikleri dikkate alindiginda en yiiksek agir

metal igeriginin 0,266 mg/kg gibi ¢ok diisiik bir diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.5. Ar1 poleni 6rneklerinin element igerikleri (mg/kg)

Element/ Castanea SS Papaver sp. SS Cistus sp. SS
Polen sativa
Ornekleri

Na 136,846 0,014 110,493 0,018 82,870 0,005
Ca 1110,969 1,422 781,233 0,469 606,651 0,091
Mg 615,562 0,148 633,004 0,146 409,968 0,012
Cr 0,804 0,001 0,353 0,000 0,315 0,000
Mn 71,858 0,029 18,817 0,010 8,498 0,002
Fe 89,871 0,013 31,641 0,007 25,167 0,005
Co 0,955 0,000 0,510 0,000 0,511 0,000
Cu TE TE 1,315 0,002 TE TE
Zn 56,931 0,010 41,927 0,013 25,550 0,006
Se 1,143 0,007 0,244 0,006 0,907 0,004
Mo 0,615 0,000 0,437 0,000 0,407 0,000
Li 2,351 0,002 1,394 0,001 1,267 0,000
Ni 8,173 0,004 0,961 0,000 1,472 0,001
\4 0,974 0,000 0,518 0,000 0,515 0,000
B 9,568 0,008 12,876 0,002 9,905 0,008
Au 8,029 0,000 4,693 0,000 4,463 0,000
As 0,242 0,000 0,132 0,000 0,110 0,000
Ag TE - TE - TE -

Cd 0,266 0,000 0,112 0,000 0,155 0,000
Pb TE - TE - TE -

Ti 3,889 0,000 1,582 0,001 1,637 0,001
Ga 0,514 0,001 0,034 0,000 0,316 0,000
Ge 1,281 0,004 0,533 0,002 0,987 0,001
Rb 6,870 0,000 4,280 0,002 2,571 0,001
Sr 3,489 0,001 10,028 0,003 2,088 0,000

TE: Tespit edilemedi., SS: Standart sapma.

4.2.5. An Polenlerinin L*, a*, b* Degerlerinin Belirlenmesi

Ar1 poleninin renginin olusumunda botanik kdkenin rolii biiyiiktiir. Ar1 poleninin rengi
ozelliklerini etkilemekle birlikte genellikle saridan turuncuya, kirmizidan yesile degisen
genis renk spekturumuna sahiptir. Uluslararas1 Aydinlatma Komisyonu’nun (CIE)
standart verilerine gore L* degeri orneklerin aydinligini (0-100 arasinda, 0-siyah rengi,
100-beyaz rengi), a* degeri kirmizilik-yesillik (sirasiyla + ve — degerler) ve b* degeri ise
sarilik-mavilik (sirasiyla + ve — degerler) ifade etmektedir (Afshari-Jouybari ve

Farahnaky, 2011).
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Tez calismasinda Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. ar1 poleni orneklerinin L*,
a* ve b* degerleri Minolta renk cihazi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglara ait veriler
Tablo 4.6’da verilmistir. Ayrica 6giitiilmiis polen tozlarma ait fotograflar Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Polen oOrneklerinin L* degerleri incelendiginde Castanea sativa ve
Papaver sp. ar1 polenlerinin birbirine yakin oldugu ve yiiksek parlakliga sahip oldugu
soylenebilir. Cistus sp. poleninin L* degeri 50’nin lizerinde olup aydinlik 6zelliktedir.
Istatsitiksel analiz sonucu polen &rneklerinin L*, a* ve b* degerlerinin anlaml1 olarak
(»<0,05) farkli oldugu saptanmistir. a* degeri incelendiginde polen orneklerinden Cistus
sp. ar1 poleni (30,21 + 0,15%) diger polen drneklerine gore oldukca biiyiik bir degere
sahiptir. Cistus sp. art poleninin kirmizilik degeri daha yiiksektir ve Sekil 4.2°de de
goriildiigii gibi turuncu renk olarak anlasilmaktadir. b* degerine bakildiginda yine Cistus
sp. ar1 poleninin en yliksek degerde oldugu saptanmustir. Sonra sirasityla Castanea sativa
ve Papaver sp. ar1 polenleri gelmis olup bu polenler i¢cin de b* degeri sariligin arttigini
gostermektedir. Orta ve Dogu Avrupa’dan topalanan monofloral ar1 polenlerinin renk
analizleri bir caligmada belirlenmistir. Cogu Ornek icin L* degeri 50’in iizerinde
bulunmus, ay¢icegi ve kolza polenlerinde ise bu deger 70’e kadar yiikselmistir. a* degeri
ise baz1 polen Orneklerinde negatif bulunmustur. Aygicegi, karahindiba ve devedikeni
polenlerinde bu deger >10 iizerinde giiclii kirmiz1 tonlar olarak saptanmistir. b* degeri
tim orneklerde pozitif saptanmistir ve kolza, aycicegi ve kaya giilii polenlerinde yogun
sar1 tonlarin hakim oldugu belirtilmistir (Végh vd., 2023). Kestane poleni i¢in yapilan bir
caligmada L* degeri 52,5-64,2 arasinda bulunmus olup calismamizdaki L* degerinden
daha diisiiktiir. a* degeri ise 4,8-6,8 arasinda saptanmis calismamizdaki a* degerinden
daha biyiik araliktadir. b* degeri ise 26,7-49,3 araliginda bulunmus, bu deger
calismamizdaki degerden daha diisiiktiir. incelenen literatiirdeki kestane poleninin renk
degeri ¢alismamiz kapsaminda incelenen kestane poleni ile birebir aynit bulunmamaistir.
Bu durum, botanik kaynak ayni olsa bile ar1 poleninin renk 6zelliklerinin olusumunda
cografi bolge, aricilik uygulamalari, toprak tipinin farkliligindan etkilendiginin kaniti
olabilmektedir (Rodriguez vd., 2023). Fas c¢evresinde yapilan bir arastirmada polen
orneklerinin renklerinin gorsel olarak acik sar1, turuncu ve koyu sar1 arasinda degiskenlik
gosterdigi belirtilmistir. Ayni bitki tiirline ait 6rnekler arasinda bile yakin ton farkliliklari
gbzlenmis olup oksidasyon gibi faktorlerin renk varyansina etkisi vurgulanmistir (Aylanc

vd., 2023).
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*A- Castanea sativa poleni, B- Ogiitiilmiis Papaver sp. poleni, C-Ogiitiilmiis Cistus sp.

Sekil 4.2. Ogiitiilmiis polen fotograflart

Tablo 4.6. Ar1 polenlerinin L*, a*, b* degerleri

Polen Ornegi L* a* b*

Castanea sativa 72,57 £0,124 3,62 + 0,045€ 61,22+0,118
Papaver sp. 71,69 + 0,458 6,44 £ 0,398 46,47 £ 0,15
Cistus sp. 61.85+03C 3021+ 0,15 100,01 = 3,454

* Ay siitundaki farkl biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05).

4.3. An Polenlerinin Fermentasyon Bulgulari

4.3.1. Arn Polenlerinin Toplam Maya ve Kiif Sayisinin Belirlenmesi

Fermentasyon Oncesi polen Orneklerine Tiirkiye Atom Enerjisi kurumunda 7,5 kGy
biiyiikliigiinde gama 1s1ma uygulanarak sterilizasyon islemi uygulanmistir. Ar1 poleni
ornekleri yapisinda bakteri, maya ve kiifler olmak {izere bazi mikroorganizmalari
barindirmaktadir. Bu durumun Oniine ge¢cmek ve kontrollii fermentasyonu saglamak
amactyla ar1 poleni Ornekleri, fermentasyon islemi Oncesinde steril edilmistir.
Sterilizasyon isleminin etkinliginin test edilmesi i¢in gama 1s1ma uygulanan ve gama
1s1ma uygulanmayan Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. ar1 poleni drneklerine
toplam maya ve kiif sayim1 analizi yapilmistir. Analiz sonucunda gama 1s1ma uygulanan
polen drneklerinin 107 diliisyona kadar olan seyreltmelerde her ii¢ polen drneginde de
maya ve kiif tiremesi gézlenmemistir. Gama 1s1ma uygulanmamis polen 6rneklerinde ise

petrilerde maya ve kiif varlig1 saptanmistir. Petrilere ait gorseller Sekil 4.3’de verilmistir.
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Petrilere bakildiginda gama 1s1ma ile polen 6rneklerinin steril edildikleri belirlenmistir.
Analiz sonucunda gama 1s1ma uygulanmayan polen orneklerinde petri kaplarinda kiif ve
maya tremeleri gozlenirken, gama 1s1ma uygulanan polen 6rneklerinde ¢alisilan biitiin
konsantrasyonlarda maya ve kiif {iremesi tespit edilmemistir. Bu sonu¢ 7,5 kGy dozunda
uygulanan gama 1s1mma isleminin polen Orneklerinin sterilizasyonunda etkin oldugunu
gostermektedir. Steril edilen Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. polen Ornekleri
L. rhamnosus susu ile fermentasyon islemine tabi tutulmustur. Fermentasyon islemi

sonucunda toplam laktobasil sayim1 ve gram boyama yapilmaistir.

4.3.2. Gram Boyama

Lactobacillus rhamnosus susu ile fermente edilen ar1 poleni 6rneklerinin gram boyama
teknigi ile preperatlart hazirlanmis ve preperatlarin mikroskobik analizi yapilmis ve
goriintiileme alinmistir. Fermente edilen 6rneklerde tiremenin gozlendigi goriilmektedir.

(Sekil 4.4)
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Kestane (Castanea sp.) Poleni

A-Gama 1s1ma uygulanms 6rnek

B-Gama 151ma uygulanmamis 6rnek

Laden (Cistus sp.) Poleni

A-Gama 151ma uygulanmis é6rnek

B-Gama 151ma uygulanmamis 6rnek

Sekil 4.3. Ar1 poleni 6rneklerinin toplam maya ve kiif analizine ait petrilerin goriintiileri
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Sekil 4.4. Fermente ar1 poleni 6rneginin gram boyama goriintiisii (100X)

4.3.3. Ar1 Poleni Orneklerinin Toplam Laktobasil Sayisinin Belirlenmesi

Dokme plak yontemi ile toplam laktobasil bakteri sayist belirlenmistir. Petriler 37°C’de
72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi petrilerde olusan kolonilerin
sayimi yapilarak fermente polen orneklerindeki canli bakteri sayis1 saptanarak baslangic
koloni sayis1 (CFU) ile karsilastirilmistir. Petrilerdeki 30-300 arast koloni sayist olan
petriler sayilmistir. Sonuglara ait veriler Tablo 4.7°de verilmistir. Petrilere ait gorseller

Sekil 4.5°de gosterilmektedir.

Tablo 4.7. Ar1 poleni 6rneklerinin toplam laktobasil sayilart

Ornekler Toplam Laktobasil Sayisi log CFU/g

Fermente-Castanea sp. 3,610+ 0,073¢

Kontrol-Castanea sp. -

Fermente-Papaver sp. 6,39 £ 0,057°

Kontrol-Papaver sp. -

Fermente-Cistus sp. 5,033 £ 0,009°
Kontrol-Cistus sp. -

* Ayni siitundaki farkl kiiglik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05).
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Zuluaga vd. (2019), yaptiklar arastirma ile ar1 poleninin fermentasyon islemleri boyunca
canli hiicre sayist test edilmistir. Tim denemeler 8 logl0 (CFU/g) baslangi¢c hiicre
sayisina sahip oldugu belirtilmistir. L. plantarum ile gerceklestirilen fermentasyonla ilgili
olarak, canli mikroorganizma popiilasyonu 8 ve 9 logl0 (CFU/g) lizerinde kalarak
substrata yiikksek bir adaptasyon gostermistir. Bu arada, ATCC konsorsiyumu
fermentasyon siireci boyunca, siirecin sonunda 5 logl0 (CFU/g) degerine ulasana kadar
popiilasyonda bir azalma gostermistir. Ayrica, ATCC mayas1 da benzer bir egilim
gostererek 4 loglO'dan (CFU/g) daha az canli hiicre sayisina ulasmistir. Bu degerler
calisgmamizda saptadigimiz toplam laktobasil sayist sonucunu destekler niteliktedir.
Gergeklestirdigimiz ¢calismada sonugta yapilan sayimda toplam laktobasil sonuglar1 3,610
+0,073 ile 6,39 + 0,057 log CFU/g olarak bulunmustur. Bakteri inokiilasyon miktari
yaklasik 9 log cfu/g miktarindadir. Bu durum inkiibasyon siiresince bakteri hiicre
popiilasyonunun azaldigim gostermektedir. Ote yandan ¢alismamizdaki inkiibasyon

stireci bahsi gecen ¢alismadan olduk¢a uzun bir siiregte gergeklestirilmistir.

Goniil (2016), polen fermentasyonunun fenolik bilesiklerin biyoyararliligi ve profilleri
iizerindeki etkisine yonelik bir ¢alisma yapmistir. Calisma Afyon, Izmit, ve Sivas olmak
iizere Tirkiye’'nin 3 farkli ilinde toplanan polen Ornekleri fermente edilmistir,
Fermentasyonun etkisiyle fermente edilmis Afyon polen 6rneklerinde 3 log’luk laktik asit
bakteri artis1 gozlenirken, fermente edilmis Izmit ve Sivas 6rneklerinde sirastyla 0,5 ve 1
log’luk laksit asit bakteri artis gozlenmistir. Ticari ar1 ekmeginde laktik asit bakterisi,

maya ve toplam aerobik mezofilik bakteri liremesi gézlenmemistir.

Fermente ar1 poleninin besin maddelerine biyoerisilebilirligi ve antiinflamatuar
ozelliklerinin belirlendigi bir calisma yapilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan
karma starter yaklastk 8 log CFU g-1 nihai yogunlugunda inokiile edilmistir.
Fermentasyonu sirasinda, laktik bakterilerin hiicre yogunlugu 96 saat sonra yaklasik 9 log
CFU g-1'e ulagsmis, 144 saate kadar neredeyse sabit kalmis, ardindan inkiibasyon siiresi
boyunca 7,15 + 0,29 log CFU g-l'e digmistiir. Diger taraftan, P'nin spontane
fermentasyonu sirasinda, laktik bakteriler ancak 120 saat sonra yaklasik 9 log CFU g-1
hiicre yogunluguna ulasmis ve aniden 4,0 + 0,31 log CFU g-1'e diismiistiir. Inkiibasyonun
ilk 24 saatinde, maya hiicre yogunlugu hafifce artmis, ardindan inkiibasyon siiresi

boyunca yaklasik 4 log CFU g-1'e kadar kademeli olarak azalmistir (Filannino vd., 2021).
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Bu c¢alismaya benzer sekilde starter mikroorganizma hiicre yogunlugu ¢alisma
kapsaminda baslangi¢ inokiilasyon sayisina oranla fermente edilen 6rneklerde azalmistir.
Calismamizda saptadigimiz toplam laktobasil sayis1 sonucu 3,610 +0,073 ile 6,39 + 0,057
log cfu/g olarak bulunmustur. Bakteri inokiilasyon miktar1 yaklasik 9 log cfu/g
miktarindadir. Bu durum inkiibasyon siiresince bakteri hiicre popiilasyonunun azaldigini

gostermektedir.

)

i.“;.,l"?‘ (R ) o %
*A-Kontrol grubu petri, B-Kontrol Papaver sp. grubu petri, C-Fermente Papaver sp. grubu petri.

Sekil 4.5. Petride laktobasil tiremesi

4.4. Ar1 Poleni Orneklerinin Spektrofotometrik ve TEM Analiz Bulgular

Fermente edilmis ve fermente edilmemis Castanea sativa, Cistus sp. ve Papaver sp.
polenlerinin maserasyon yontemi ve ASE cihaz1 ile ekstraksiyon islemi asamasi
tamamlandiktan sonra, elde edilen ekstraktlarin TFi, DPPHe, CUPRAC ve ABTSe+

olmak {iizere spektrofotometrik analizleri yapilmistir.

4.4.1. An1 Poleni Ekstraktlarimin Toplam Fenolik Iceriklerinin Belirlenmesi

Fermente edilmis ve fermente edilmemis ar1 polenlerinden maserasyon ve ASE cihazi ile
elde edilen ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri Folin Ciocalteu metodu ile
belirlenmistir. Analiz sonucu mg GAE/g ekstrakt olarak verilmistir. Sonuglara ait veriler
Sekil 4.6’da ve Tablo 4.8’de verilmistir. Polen ekstraktlarinin toplam fenolik icerikleri
2,78 + 0,09 ile 31,85 + 1,52 mg GAE/ g araligindadir. TFI degerleri *K-ASE (31,85 +
1,52 mg GAE/ g), *K-MAS (18,11 £ 1,08 mg GAE/ g), *H-ASE (14,98 + 0,89 mg GAE/
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g), *FK-ASE (13,71 + 2,61 mg GAE/ g) ekstraktlarinda en yiliksek degerde saptanmistir.
En disiik igerikler ise sirasiyla *L-MAS (2,78 + 0,09 mg GAE/ g), *FK-MAS (3,41 +
0,40 mg GAE/ g), *FL-MAS (4,90 + 0,92 mg GAE/ g) ve *FL-ASE (5,75 + 0,83 mg
GAE/ g) orneklerinde bulunmustur.

Kisaltmalar: * K-MAS: Castaneae sativa (Kestane) maserasyon; K-ASE: Castanea
ASE; FK-MAS: Fermente Castanea Maserasyon; FK-ASE: Fermente Castanea ASE; H-
MAS: Papaver sp. (Hashas) maserasyon; H-ASE: Papaver ASE, FH-MAS: Fermente
Papaver maserasyon; FH-ASE: Fermente Papaver ASE; L-MAS: Cistus sp. (laden)
maserasyon; L-ASE: Cistus ASE; FK-MAS: Fermente Cistus Maserasyon; FL-ASE:
Fermente Cistus ASE seklindedir.

Fermente edilmemis Castanea sp. polen 6rneginin hem maserasyon hem de ASE yontemi
ile elde edilen ekstraktlarinin toplam fenolik icerigi fermente edilmis ve fermente
edilmemis Papaver sp. ve Cistus sp. polen orneklerinden yiiksek degerde bulunmustur.
Fermentasyon islemi ile Castanea sp. polen 6rneginin toplam fenolik iceriginin azaldig1
bulunmustur. Cistus sp. poleninin maserasyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarinin
toplam fenolik igerik verilerine gore fermente edilen Cistus sp. poleninin (2,78 £+ 0,09-
4,90 = 0,92 mg GAE/g) toplam fenolik igeriginin artti§i bulunmustur. Fermentasyon
islemi uygulanmis polen Orneklerinin ASE cihaz1 ile alinan ekstraktlarinin tiimiinde
toplam fenolik iceriklerinin azaldigi saptanmistir. Fermente edilen polen Grneklerinin
maserasyon ile alinan ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri Castanea sp. poleninde
yiksek oranda azalirken, Papaver sp. polenindeki azalma onemsiz olup, Cistus sp.

poleninde yiikselmistir.

Ticari ar1 poleni iiriinlerinin antioksidan ve antibakteriyel 6zellikleri Borycka vd. (2015),
tarafindan calisilmistir. TFI degerleri 14,560-27,453 mg GAE/g araliginda degismektedir.
Castanea poleninin ASE ekstraktinin TFI degeri bu degerlerden yiiksektir. Bu ¢alismada
ticari olarak satilan ar1 poleninin su, etanol ve metanol ekstraktlariin antioksidan

aktivitesi ve toplam fenolik miktar1 belirlenmistir.

Goniil (2016), polen fermentasyonunun fenolik bilesiklerin biyoyararliligi ve profilleri

{izerindeki etkisine yonelik bir ¢alisma yapmistir. Calisma Afyon, izmit ve Sivas olmak
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iizere Tirkiye’'nin 3 farkli ilinde toplanan polen Ornekleri fermente edilmistir.
Fermentasyon prosesinde Lactococcus lactis subsp. Lactis ve ticari art ekmegi
kullanilmistir. Fermentasyon isleminin etkisiyle her 3 polen 6rneginde de toplam fenolik
ve toplam flavonoid igeriginde 6nemli bir azalma gozlenmistir. Bu sonuglara benzer
olarak ¢alisma kapsaminda g¢alistigimiz L-MAS 06rnegi haricinde diger orneklerimizde

toplam fenolik igeriginde diisiis bulunmustur.

Yunanistan'dan Cistus creticus ar1 polenindeki fenolik bilesiklerin, antioksidan ve
antimikrobiyal Ozelliklerinin degerlendirildigi bir arastirma yapilmistir. Bu c¢alismada,
Cistus poleninin TFI degeri 15,240,4- 60,2+2,0 mg GAE/g ekstrakt olarak bulunmustur
(Atsalakis vd., 2017). Bir baska ¢alismada Giiney Romanya'dan ham monofloral ar1
poleninin flavonoid/fenolik profili ve antioksidan aktivitesi lizerine bir arastirma
yapilmigtir. Bu kapsamda Papaver sp. dahil olmak {lizere 9 farkli monofloral ari
polenlerinin, TFI aktiviteleri belirlenmistir. Calismada yer alan monofloral Papaver sp.
poleninin TFI degeri, bu arastirmada yer alan Papaver sp. poleni ekstraktlarindan elde

edilen TFI degeri ile benzerdir. (Spulber vd., 2018).

Kati hal fermentasyonunun ar1 poleni fenolik bilesikleri ve radikal siiplirme kapasitesi
iizerine etkisinin degerlendirildigi bir arastirma yapilmistir. Bu kapsamda bes farkli ar1
poleni 6rnegi Lactobacillus rhamnosus GG ile ve bakterisiz olarak fermente edilmistir.
Elde edilen fermente 6rnekler toplam fenolik bilesik igerigi, toplam flavonoid igerigi ve
serbest radikal (DPPH) siiplirme kapasitesi agisindan spektrofotometrik yontemlerle
analiz edilmistir. Ar1 poleninin fermentasyonu, toplam fenolik bilesiklerin icerigini birkag
ornekte 1,1-1,4 kat arttirmis, digerlerinde ise degistirmemistir. Aragtirmamizda
inceledigimiz orneklerde ise bu calismaya benzer olarak FL-MAS Orneginde toplam
fenolik igerikte artis gozlenirken diger orneklerde azalma saptanmistir (KaSkoniené vd.,

2018).

Bir calismada Bursa Cumalikizik’dan temin edilen Castanea poleninin antioksidan
ozellikleri ve toplam fenolik miktar1 incelenmistir. Ekstraksiyon islemi i¢in 3 g polen ve
etanol (30 mL) bir cam siseye yerlestirilmis; daha sonra sise 65°C'de 30 dakika boyunca
ultrasonik banyoya (40 kHz) yerlestirilmistir. Daha sonra, pH"1 2'ye ayarlamak i¢in

ekstrakta 10 M HCI eklenmistir. Daha sonra, ari poleninin ultrasonik destekli
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ekstraksiyonuna 65°C'de 30 dakika boyunca devam edilmistir. Ekstraktin TFi degeri,
32,18+0,25 mg GAE/g bulunmustur, bu deger K-ASE degeri ile benzerdir (Sahin ve
Karkar, 2019).

Alimoglu vd. (2021), monofloral ve polifloral ar1 polenlerinin fenolik profillerinin ve
biyoaktivitelerinin karsilastirildigi bir calisma yapmustir. Ekstraksiyon islemi i¢in %70
Et-OH, 1 saat 100 rpm’de 40°C kosullar1 kullanilmistir. Ar1 polenlerinin Toplam fenolik
miktarlar1 25,73-26,92 mg/GAE/g ekstrakt olarak saptanmistir. Bizim ¢alismamizda
Castanea ar1 poleninin ASE ekstrakti TFI miktar1 (31,85 + 1,52 mg GAE/g ekstrakt) daha
yiiksek, diger ekstraktlarin TFI miktar1 ise diisiiktiir.

Karkar vd. (2021), ¢alismasinda Tiirkiye'den toplanan Castanea ar1 poleninin antioksidan
ozelliklerinin degerlendirilmesi ve fenolik ve karotenoid profillerine yonelik bir aragtirma
yapmistir. Karadeniz bolgesinden 10 adet Castanea poleni ile Marmara bolgesinden 6
adet Castanea polen drnegini incelemistir. Castanea poleni drneklerinin TFI degerleri
Marmara Bolgesi’nden toplanan Castanea polenlerinde 27,82-39,50 mg GAE/g,
Karadeniz Bolgesi’'nden toplanan polenlerde ise 16,19-38,82 mg GAE/g arasinda
degistigi gozlemlenmistir. Bizim g¢alismamizda, Castanea polen 6rnegi Trabzon’dan
toplanmis, polenin ASE ile ekstraksiyonunun TFI degeri bu degerlere yakin bulunmus,
diger ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen TFI degerleri daha diisiik bulunmustur. Bu
caligmada da ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanilmis, bizim ¢alismadaki maserasyon

ile hazirlanan ekstraktin degeri ¢ok diisiik bulunmustur, bu farkin Castanea 6rneklerinin

farkl yillarda toplanmasindan kaynaklanabilecegi diisiintilmiistiir.

Fenolik ve ugucu bilesiklerin karakterizasyonu ile mono ve polifloral Fas ar1 poleninin
antioksidan ve antikanser aktivitesinin degerlendirilmesi bir arastirma kapsaminda
yapilmistir. Ar1 poleni &rneklerinin TFI degerleri 2,7 + 0,6; 16,8 £ 1,1 mg GAE/g
araliginda bulunmustur. Bu degerler, farkli cografi bolgede olmasi ve botanik kaynakli
olmasina ragmen bizim ¢aligmamizla benzerdir. Castanea poleninin ASE ekstraksiyonun

TFI degeri bu degerlere gore cok yiiksek bulunmustur (Aylanc vd., 2023).

Monofloral gelincik ar1 poleninin (Papaver rhoeas L.) fitokimyasal bilesimi ve

antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada, ekstrakt edilebilir ar1 poleni fenolik
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fraksiyonu ile fenolik bilesiklerin, fenilamidlerin ve alkaloidlerin bilesimini belirlemek ve
alkali-hidrolize edilebilir ar1 poleni ekstraktinin fenolik, fenilamid ve alkaloid bilesimini
belirlemek adiyla 2 farkli ekstraktin TFI, DPPH ve CUPRAC aktiviteleri saptanmustr.
TFi degerleri 11,59 + 0,24-2,46 + 0,07 mg GAE/g bulunmustur. Bizim ¢alismamizda,
Papaver sp. poleninin maserasyon, fermente maserasyon ve fermente ASE ekstrakt
degerleri bu aralita olmasina ragmen, Papaver poleninin ASE ile ekstraksiyonunun TFi

degeri (14,98 = 0,89 mg GAE/g) bu araliktan yliksek bulunmustur (Kosti¢ vd., 2023).

Bir ¢aligma kapsaminda yiiksek hidrostatik basing uygulamasinin Nelumbo nucifera
(Lotus) ar1 poleninin antioksidan aktiviteleri, polifenolleri, flavonoidleri ve serbest amino
asit iceriklerine etkisi incelenmistir. Ekstraktlarin TFI degerleri 50,65 = 0,006 mg
GAE/100 g — 360,77 = 0,04 mg GAE/100 g olarak bulunmus olup, Papaver sp. poleninin
tim ekstraksiyon metotlarmin TFI degerleri (7,34 + 1,26%%-14,98 + 0,894%) bu
degerlerden yiiksek bulunmus, fermente Castanea ve Cistus ar1 poleninin maserasyonla
yapilan ekstrakti hari¢ diger ekstraksiyon metotlarinin TFI degerleri bu degerlerden

yiiksek bulunmustur (Tuoheti vd., 2024).

Cobanoglu (2024), Tirkiye’nin farkli bolgelerden topladigi monofloral ar1 polenleri ile
once palinolojik dogrulama yapmis, daha sonra polenlerin antioksidan aktivitesi ve
fenolik igerigini saptamugtir. Calismada Cistus sp. poleninin TFI degeri 4,5+0,35 mg
GAE/g, Papaver sp. poleninin TFI degeri ise 9,3 + 0,13-11 + 0,21 mg GAE/g olarak
bulunmustur. Bu calismada ar1 polenlerinden ekstraktlar maserasyon yontemi ile elde
edilmis olup, degerler bizim calismamizda saptanandan yiiksektir. Bunu nedeninin,
cografik bolge farki ve ar1 poleni igerisinde daha az oranda bulunan diger bitkilere ait

olan polen tanelerinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.



Tablo 4.8. Ar1 poleni ekstraktlarinin TFi (mg GAE/g ekstrakt) degerleri

Toplam Fenolik icerik mg GAE/g ekstrakt

Yéntem/Ornek Castanea Papaver Cistus

MAS 18,11 + 1,082 7,98 £ 0,280 2,78 +£0,09¢
ASE 31,85+ 1,524 14,98 £ 0,894b 9,89 £ 0,284¢
F-MAS 3,41 £ 0,40 7,34 +£1,26% 4,90 + 0,928°
F-ASE 13,71 £2,61¢ 11,53 +£0,51B2 5,75 +£ 0,835

*MAS: Maserasyon; ASE: Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyon sistemi; F: Fermentasyon; A, B, C, D: Aym
siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliik dnemlidir (p<0,05) a,b,c: Aym

satirdaki farkli kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05).
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*Eks:Polen ekstraktlari, kes: kestane, lad: laden, has:haghas, mas,m: maserasyon, F:fermentasyon.

Sekil 4.6. A-TFI Gallik asit standart egrisi, B- Ar1 poleni ekstraktlarinin TFI sonuglari
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4.4.2. Ar1 Poleni Ekstraktlarinin DPPHe Aktivitelerinin Belirlenmesi

Maserasyon ve ASE cihazi ile elde edilen fermente edilmis ve fermente edilmemis ar1
poleni ekstraktlarinin DPPH radikal siipirme aktiviteleri belirlenmistir. Analiz sonucu
mg TE/g ekstrakt olarak verilmistir. Sonuglara ait veriler Sekil 4.7°de ve Tablo 4.9’da
verilmistir. Polen ekstraktlarinin DPPH aktiviteleri 9,97 + 0,32 ile 39,33 + 1,20 mg TE/g
araligindadir. DPPH aktiviteleri K-ASE (39,33 + 1,20 mg TE/ g), K-MAS (20,35 + 0,16
mg TE/ g), FK-ASE (18,26 + 0,53 mg TE/ g), L-ASE (16,22 = 0,21 mg TE/ g)
ekstraktlarinda en yiiksek degerde (mg TE/g) saptanmistir. En diisiik aktiviteler (mg
TE/g) ise sirastyla FK-MAS (9,97 + 0,32), H-MAS (10,31 + 0,14), FH-MAS (10,53 +
1,11) ve FL-ASE (10,81 + 0,44) 6rneklerinde bulunmustur.

Kisaltmalar: * K-MAS: Castaneae sativa (Kestane) maserasyon; K-ASE: Castanea ASE;
FK-MAS: Fermente Castanea Maserasyon; FK-ASE: Fermente Castanea ASE; H-MAS:
Papaver sp. (Hashas) maserasyon; H-ASE: Papaver ASE, FH-MAS: Fermente Papaver
maserasyon; FH-ASE: Fermente Papaver ASE; L-MAS: Cistus sp. (laden) maserasyon;
L-ASE: Cistus ASE; FK-MAS: Fermente Cistus Maserasyon; FL-ASE: Fermente Cistus
ASE seklindedir.

Fermente edilmemis Castanea sp. polen drneginin hem maserasyon hem de ASE yontemi
ile elde edilen ekstraktlarinin DPPH aktiviteleri fermente edilmis ve fermente edilmemis
Papaver sp. ve Cistus sp. polen 6rneklerinden yiiksek degerde bulunmustur. Fermente
edilmemis Castanea polen orneginin hem maserasyon hem de ASE yontemi ile elde
edilen ekstraktlarinin DPPH aktivitesi fermente edilmis ve fermente edilmemis Papaver
sp. ve Cistus sp. polen orneklerinden yiiksek degerde bulunmustur. Fermentasyon islemi
ile Castanea sp. polen 6rneginin DPPH aktivitesinin azaldig1 bulunmustur. Cistus sp. ve
Papaver sp. poleninin maserasyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarinin DPPH
aktiviteleri kiyaslandiginda fermente edilen Cistus sp. (10,84 + 0,39-11,17 = 0,21
mgTE/g) ve Papaver sp. (10,31 £ 0,14-10,53 + 1,11 mgTE/g) poleninin aktivitelerinin
arttig1 bulunmustur. Fermentasyon islemi uygulanmis polen 6rneklerinin ASE cihazi ile
alman ekstraktlariin tiimiinde DPPH aktivitelerinin azaldig1 saptanmistir. Maserasyon ile
alman ekstraktlarin ise DPPH aktiviteleri Castanea sp. poleninde yiiksek oranda

azalirken, Cistus sp. ve Papaver sp. poleninde icerik artmistir.



Tablo 4.9. Ar1 poleni ekstraktlarinin DPPHe aktivite degerleri
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DPPHe mg TE/g
Yéntem/Ornek Castanea Papaver Cistus
MAS 20,35+ 0,165 10,31+ 0,148° 10,84 + 0,395b
ASE 39,33 £ 1,204 14,61 £ 0,684° 16,22 +£0,214°
F-MAS 9,97 +0,32P2 10,53 £1,11B2 11,17 +£0,21B2
F-ASE 18,26 + 0,53 11,87 £ 0,748° 10,81 + 0,448°

*MAS: Maserasyon; ASE:

Hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyon sistemi; F: Fermentasyon; A, B, C,

D: Aynu siitundaki farkli biiylik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik nemlidir (p<0,05), a,b:
Ayni satirdaki farkl: kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik dnemlidir (p<0,05), a: Aym
satirdaki ayni kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemsizdir (p>0,05).
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*Eks:Polen ekstraktlari, kes: kestane, lad: laden, has:hashas, mas,m: maserasyon, F:fermentasyon.

Sekil 4.7. A- DPPH Troloks standart egrisi, B-ar1 poleni ekstraktlarinin DPPH aktivitesi sonuglari
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4.4.3. Ar1 Poleni Ekstraktlarinin ABTSe+ Aktivitelerinin Belirlenmesi

Fermente edilmis ve fermente edilmemis ar1 polenlerinden maserasyon ve ASE cihazi ile
elde edilen ekstraktlariin ABTS radikal katyon giderme aktiviteleri belirlenmistir.
Analiz sonucu mg TE/g ekstrakt olarak verilmistir. Sonuglara ait veriler Sekil 4.8 ve
Tablo 4.10’da verilmistir. Polen ekstraktlarinin ABTS aktiviteleri 4,37 + 0,16 ile 20,66 +
0,13 mg TE/g araligindadir. ABTS aktiviteleri K-ASE (20,66 + 0,13 mg TE/g), K-MAS
(16,18 = 0,58 mg TE/g), FK-ASE (9,49 + 0,16 mg TE/g), L-ASE (9,98 + 0,09 mg TE/g)
ekstraktlarinda en yiiksek degerde saptanmustir. En diisiik aktiviteler ise sirasiyla FK-
MAS (4,37 + 0,16 mg TE/g), FH-MAS (5,15 + 0,26), FL-ASE (5,64 £ 0,22 mg TE/g) ve
FL-MAS (5,56 = 0,15 mg TE/g) 6rneklerinde bulunmustur.

Kisaltmalar: * K-MAS: Castaneae sativa (Kestane) maserasyon; K-ASE: Castanea ASE;
FK-MAS: Fermente Castanea Maserasyon; FK-ASE: Fermente Castanea ASE; H-MAS:
Papaver sp. (Hashas) maserasyon; H-ASE: Papaver ASE, FH-MAS: Fermente Papaver
maserasyon; FH-ASE: Fermente Papaver ASE; L-MAS: Cistus sp. (laden) maserasyon;
L-ASE: Cistus ASE; FK-MAS: Fermente Cistus Maserasyon; FL-ASE: Fermente Cistus
ASE seklindedir.

Fermente edilmemis Castanea polen 6rneginin hem maserasyon hem de ASE yontemi ile
elde edilen ekstraktlarinin ABTS aktiviteleri fermente edilmis ve fermente edilmemis
Papaver sp. ve Cistus sp. polen oOrneklerinden yiiksek degerde bulunmustur.
Fermentasyon islemi ile Castanea polen Orneginin ABTS aktivitesinin azaldigi
bulunmustur. Cistus sp. ve Papaver sp. poleninin maserasyon yontemi ile elde edilen
ekstraktlarinin ABTS aktiviteleri kiyaslandiginda fermente edilen Cistus sp. (7,86 + 0,42-
5,56 = 0,15 mgTE/g) ve Papaver sp. (7,50 £ 0,06-5,15 £ 0,26 mgTE/g) poleninin
aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur. Fermentasyon islemi uygulanmis polen 6rneklerinin
ASE cihazi ile alinan ekstraktlarinin tiimiinde ABTS aktivitelerinin azaldig1 saptanmustir.
Maserasyon ile alinan ekstraktlarin ise ABTS aktiviteleri Castanea poleninde yiiksek

oranda azalirken, Cistus sp. ve Papaver sp. poleninde de igerik azalmistir.
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Tablo 4.10. Ar1 poleni ekstraktlarinin ABTS++ aktivite degerleri

ABTS+mg TE/g
Yéntem/Ornek Castanea Papaver Cistus
MAS 16,18 + 0,582 7,50 £ 0,065 7,86 + 0,428°
ASE 20,66 +0,1348 8,74 £ 0,224¢ 9,98 + 0,094°
F-MAS 4,37+0,16™ 5,15+ 0,26P® 5,56+ 0,15
F-ASE 9,49 +£0,16% 6,80 £0,03¢P 5,64 £0,22¢¢

*MAS: Maserasyon; ASE:Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyon sistemi; F: Fermentasyon; A, B, C, D: Ayni
stitundaki farkli biiylik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik &nemlidir (p<0,05), a,b,c: Ayni
satirdaki farkli kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir ( p<0,05).
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*Eks:Polen ekstraktlari, kes: kestane, lad: laden, has:haghas, mas,m: maserasyon, F:fermentasyon.

Sekil 4.8. A- ABTS Troloks standart egrisi, B--Ar1 poleni ekstraktlarinin ABTS aktivitesi sonuglari
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4.4.4. Ar1 Poleni Ekstraktlarinin CUPRAC Aktivitelerinin Belirlenmesi

Fermente edilmis ve fermente edilmemis ar1 polen Orneklerinin maserasyon ve ASE
cihaz ile elde edilen ekstraktlarinin CUPRAC radikal giderme aktiviteleri belirlenmistir.
Analiz sonucu mg TE/g ekstrakt olarak verilmistir. Sonuglara ait veriler Sekil 4.9 ve
Tablo 4.11°de verilmistir. Polen ekstraktlarinin CUPRAC aktiviteleri 17,49 + 2,03 ile
281,51 + 4,80 mg TE/g araligindadir. CUPRAC aktiviteleri K-ASE (281,51 + 4,80 mg
TE/g), K-MAS (161,76 + 8,29 mg TE/g), FK-ASE (102,80 + 6,94 mg TE/g), H-ASE
(69,95 £ 1,74 mg TE/g) ekstraktlarinda en yiiksek degerde saptanmistir. En diisiik
aktiviteler ise sirasiyla FH-MAS (17,49 + 2,03 mg TE/g), FL-MAS (18,47 £ 1,49 mg
TE/g), FK-MAS (19,94 + 1,49 mg TE/g) ve L-MAS (23,86 + 2,30 mg TE/g) 6rneklerinde

bulunmustur.

Kisaltmalar: * K-MAS: Castaneae sativa (Kestane) maserasyon; K-ASE: Castanea ASE;
FK-MAS: Fermente Castanea Maserasyon; FK-ASE: Fermente Castanea ASE; H-MAS:
Papaver sp. (Hashas) maserasyon; H-ASE: Papaver ASE, FH-MAS: Fermente Papaver
maserasyon; FH-ASE: Fermente Papaver ASE; L-MAS: Cistus sp. (laden) maserasyon;
L-ASE: Cistus ASE; FK-MAS: Fermente Cistus Maserasyon; FL-ASE: Fermente Cistus
ASE seklindedir.

Fermente edilmemis Castanea polen 6rneginin hem maserasyon hem de ASE yontemi ile
elde edilen ekstraktlarinin CUPRAC aktiviteleri fermente edilmis ve fermente edilmemis
Papaver sp. ve Cistus sp. polen Orneklerinden yiiksek degerde bulunmustur.
Fermentasyon islemi ile Castanea polen orneginin CUPRAC aktivitesinin azaldigi
bulunmustur. Cistus sp. ve Papaver sp. poleninin maserasyon yontemi ve ASE cihazi ile
elde edilen ekstraktlarinin CUPRAC aktiviteleri kiyaslandiginda fermente edilen Cistus
sp. ve Papaver sp. poleninin aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur. Fermentasyon islemi
uygulanmis polen 6rneklerinin ASE cihazi ile alinan ekstraktlarinin tiimiinde CUPRAC
aktivitelerinin azaldig1 saptanmistir. Maserasyon ve ASE cihazi ile alinan ekstraktlarin ise

CUPRAC aktiviteleri Castanea sp. poleninde yiiksek oranda azaldig1 bulunmustur.



Tablo 4.11. Ar1 poleni ekstraktlarinin CUPRAC aktivite degerleri
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CUPRAC mg TE/g
Yontem/Ornek Castanea Hashag Cistus
MAS 161,76 + 8,298 39,19 + 4,390 23,86 + 2,308
ASE 281,51 £ 4,804 69,95 £ 1,744 68,11 £ 5,4240
F-MAS 19,94 + 1,490 17,49 £2,03P8 18,47 + 1,492
F-ASE 102,80 £ 6,942 48,50 = 0,008° 24,35+ 1,298¢

*MAS: Maserasyon; ASE: Hizlandirilmig ¢oziicii ekstraksiyon sistemi; F: Fermentasyon; A, B, C, D: Aym
stitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik énemlidir (p<0,05), a, b, c: Ayni1
satirdaki farkli kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05), Ayn satirdaki
ayni kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemsizdir (p>0,05).
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*Eks:Polen ekstraktlari, kes: kestane, lad: laden, has:haghas, mas,m: maserasyon, F:fermentasyon.

Sekil 4.9. A-CUPRAC troloks standart egrisi, B- Ar1 poleni ekstraktlarinin CUPRAC aktivitesi sonuglar1
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Ar poleni sahip oldugu biyoaktif bilesenleri sayesinde farkli biyolojik aktiviteler
gostermektedir. Bu Onemli aktivitelerden biri antioksidan aktivitedir. Ari1 poleninin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in, fenolik bilesiklerinin ekstraksiyonunun
yapilmast gerekmektedir. Ar1 poleninin antioksidan aktivitesi ve fenolik igerikleri
uygulanan ekstraksiyon islemine ve ekstraksiyon siirecine bagli olarak degismektedir.
Ekstraksiyon islemi numune matris 6zelliklerine, analitlerin kimyasal o6zelliklerine ve
matris-analit etkilesimlerine dayanmaktadir. Bu nedenle uygun bir ekstraksiyon yontemi
ve ¢oziiclisii segmek gerekliligi olusmaktadir. Bunun yani sira ekstraksiyon isleminde goz
onlinde bulundurulmasi1 gereken diger parametreler ekstraksiyon tipi, siiresi,
cozlici:hammadde oranit ve ekstraksiyon sicakligi-basincidir. Ari1 poleninin botanik
kaynag1, cografi orijini ve ekstraksiyon teknikleri gibi degisen parametrelere bagli olarak

antioksidan aktivitelerinin karsilastirildig1 birgok calisma yer almaktadir.

Ticari ar1 poleni tirlinlerinin antioksidan ve antibakteriyel 6zellikleri Borycka vd. (2015),
tarafindan c¢alisilmistir. Bu calismada ticari olarak satilan ar1 poleninin su, etanol ve
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik miktar1 belirlenmistir.
Polen orneginin ekstraktlarinin ABTS aktivitesi su, etanol ve metanol olmak iizere
sirastyla 50,380 + 9,868, 133,044 + 17,012, 101,183 £ 11,406 umol Trolox/g
saptanmistir. Calisma kapsaminda elde ettigimiz polen ekstraktlariin ABTS aktiviteleri
gerekli hesaplama doniisiimii saglandiginda (17,45-82,54 pumol Trolox/g) bu ¢alismada

incelenen polen 6rneginden daha diigiiktiir.

Goniil (2016), polen fermentasyonunun fenolik bilesiklerin biyoyararlilig1 ve profilleri
iizerindeki etkisine yonelik bir calisma yapmustir. Calisma Afyon, Izmit ve Sivas olmak
iizere Tirkiye’nin 3 farkli ilinde toplanan polen O©rnekleri fermente edilmistir.
Calismasinda DPPH ve CUPRAC analiz sonuglarinda fermente edilmis polen
orneklerinin fermente edilmemis polen Orneklerine gore oOnemli derecede yliksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu saptamistir. Bunun aksine ¢alismamizda fermente
edilmis polen drneklerimizin CUPRAC aktivitesinin fermente edilmemis orneklere gore
daha diisiik oldugu bulunmustur. Calismada FH-MAS ve FL-MAS o6rneklerinin DPPH
aktivitesi bahsi gecen ¢alisma gibi artis gostermistir. Calisma kapsaminda incelenen diger
orneklerde ise DPPH aktivitesinde azalma saptanmistir. Bununla birlikte, Goniil, (2016)

calismasinda ABTS metodundan alinan sonuglara gore ar1 poleninin toplam antioksidan
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kapasitesi lizerinde fermentasyonun etkisi gdzlemlenmemistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda

ise fermentasyon ile ABTS aktivitesinde azalma saptanmistir.

Yunanistan'dan Cistus creticus ar1 polenindeki fenolik bilesiklerin, antioksidan ve
antimikrobiyal 0zelliklerinin degerlendirildigi bir arastirma yapilmistir. Cistus sp.
poleninin DPPH aktivitesi ICso 233,3 + 6,1 pg/mL ABTS aktivitesi ise ICso 56,2 + 0,8
ug/mL olarak saptanmistir (Atsalakis vd., 2017).

Bir bagka ¢aligmada Giliney Romanya'dan ham monofloral ar1 poleninin flavonoid/fenolik
profili ve antioksidan aktivitesi {izerine bir arastirma yapilmistir. Bu kapsamda Papaver
sp. dahil olmak tizere 9 farkli monofloral ar1 polenlerinin, TPC, DPPH ve ABTS
aktiviteleri belirlenmistir. Monofloral polen 6rneklerinin ABTS aktiviteleri 73,45 + 10 ile
791,46 + 45 ng Trolox/g polen araliginda bulunmustur. DPPH aktivitelerinin ise 1Cso
degerleri 2,78 £ 0,03- 22,06 + 0,15 pg/mL olarak saptanmistir (Spulber vd., 2018).
Calismamizda kullandigimiz fermente edilmis ve edilmemis Castanea, Papaver sp.
(Papaver somniferum) ve Cistus polenlerinin maserasyon ve ASE ile ekstraktlarindan
bulunan ABTS aktiviteleri bahsi gegen arastirmadan daha yiiksek oranlarda (4,37 + 0,16
ile 20,66 + 0,13 mg TE/g) saptanmustir. Bu farkliligin monofloral polenlerin botanik ve

cografik orijinlerinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Kat1 hal fermantasyonunun ar1 poleni fenolik bilesikleri ve radikal siiplirme kapasitesi
iizerine etkisinin degerlendirildigi bir arastirma yapilmistir. Bu kapsamda bes farkli ar1
poleni 6rnegi Lactobacillus rhamnosus GG ile ve bakterisiz olarak fermente edilmistir.
Elde edilen fermente 6rnekler toplam fenolik bilesik igerigi, toplam flavonoid igerigi ve
serbest radikal (DPPH) siiplirme kapasitesi acgisindan spektrofotometrik yontemlerle
analiz edilmistir. Dogal fermantasyonun tiim Orneklerinde radikal temizleme
kapasitesinde azalma gozlenirken, bakterilerle fermente edilen 6rneklerde ar1 poleni
orneginin kdkenine bagli oldugu gériilmiistiir. Inceledigimiz drneklerde ise bu ¢alismaya
benzer olarak FL-MAS oOrneginde toplam fenolik icerikte artis gozlenirken diger
orneklerde azalma saptanmistir. DPPH aktivitelerinde degerlendirildiginde ¢alisma ile
benzer sekilde FL-MAS ve HF-MAS o6rnekleri haricinde azalig gozlenmistir (KaSkoniené
vd., 2018).
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Bir c¢alismada Bursa Cumalikizik’tan temin edilen Castanea poleninin antioksidan
ozellikleri ve toplam fenolik miktar1 incelenmistir. Elde edilen ekstraktin ABTS analizi
yapilmis 73,09 = 1,07 mg TE/g olarak saptanmistir (Sahin ve Karkar, 2019). Bu deger
calismada kullanilan Castanea polenine gore daha yiiksek bulunmustur. Bu farkliligin,
polenin botanik orijini ve cografi konumu ile kullanilan ekstraksiyon tekniginin
etkisinden de kaynaklandigi diisliniilmektedir. Ayrica c¢alismada kullanilan Castanea
poleninin botanik kaynaginin dogrulanmasina yonelik herhangi bir bulguya makalede

rastlanmamustir.

Alimoglu vd. (2021), monofloral ve polifloral ar1 polenlerinin fenolik profillerinin ve
biyoaktivitelerinin karsilastirildigi bir calisma yapmustir. Ekstraksiyon islemi i¢in %70
Et-OH, 1 saat 100 rpm’de 40°C kosullar1 kullanilmistir. DPPH aktiviteleri 4,26-22,93 mg
TE/g, CUPRAC aktiviteleri ise 29,27-84,12 mg TE/g ekstrakt araliginda tespit edilmistir.
Calismamizda inceledigimiz polen drneklerinin DPPH aktiviteleri 9,97 + 0,32 ile 39,33 +
1,20 mg TE/g araliginda saptanmistir. Bu degerler bahsi gegcen arastirmaya benzer olup
ASE 1ile elde edilen ekstraktlarin DPPH aktivitesinin daha yiiksek oldugu
sOylenebilmektedir. Calismamizda elde edilen CUPRAC aktivite sonuglari ise 17,49 +
2,03 ile 281,51 + 4,80 mg TE/g araligindadir. ASE cihazindan ve maserasyon yontemi
ekstraktlar1 kullanilarak ortaya ¢ikan CUPRAC aktivitesindeki bazi bulgular bahsi gecen

calismadan daha yiiksek oranda tespit edilmistir.

Karkar vd. (2021), caligmasinda Tiirkiye'den toplanan Castanea ar1 poleninin antioksidan
ozelliklerinin degerlendirilmesi ve fenolik ve karotenoid profillerine yonelik bir aragtirma
yapilmustir. Karadeniz boélgesinden 10 adet Castanea poleni ile Marmara bdlgesinden 6
adet Castanea polen Ornegini incelemistir. Farkli yerlerden toplanan Castanea polen
orneklerinin ABTS aktiviteleri 13,85 + 0,03-42,58 + 0,28 mg TE/g arasindadir.
Calismamizda kullanilan Castanea polen 6rneginin ABTS verileri ile kiyaslandiginda K-
MAS ve K-ASE orneklerinin bahsi gecen ¢alismanin araliginda yer aldig1 belirlenmistir.

Fermente edilmis Castanea polen drneklerinde ise bu deger daha diisiiktiir.

Fenolik ve ugucu bilesiklerin karakterizasyonu ile mono ve polifloral Fas ar1 poleninin
antioksidan ve antikanser aktivitesinin degerlendirilmesi bir arastirma kapsaminda

yapilmustir. Polen 6rneklerinin DPPH radikal siiplirme aktiviteleri ECso 0,71 mg/mL ile
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ECs0 0,28 mg/mL arasinda bulunmustur. ABTS deneyinde, radikal siipirme degerleri mg
ar1 poleni basma 0,81 ile 1,26 mM Trolox esdegerleri arasinda belirlenmistir. Bu
arastirma calismamizla benzer sekilde ar1 polenlerinin DPPH'a kiyasla daha diisiik ABTS
aktivitesi ile sonuglanmistir (Aylanc vd., 2023).

Monofloral gelincik ar1 poleninin (Papaver rhoeas L.) fitokimyasal bilesimi ve
antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir ¢calismada, ekstrakte edilebilir ar1 poleni fenolik
fraksiyonu ile fenolik bilesiklerin, fenilamidlerin ve alkaloidlerin bilesimini belirlemek ve
alkali-hidrolize edilebilir ar1 poleni ekstraktinin fenolik, fenilamid ve alkaloid bilesimini
belirlemek adiyla 2 farkli ekstraktin DPPH ve CUPRAC aktiviteleri saptanmustir.
Calismada Papaver poleninin CUPRAC aktiviteleri 22,78 + 0,66 ile 69,00 = 0,96 mg
AAE/g polen olarak asetik asit cinsinden belirlenmistir. DPPH aktiviteleri ise 2,94 + 0,12
ile 16,71 + 0,87 umol TE/g olarak bulunmustur (Kosti¢ vd., 2023). Calismamizdaki polen
ekstraktlarinin DPPH aktivitelerinin gerekli hesaplama doniistimleri yapildiginda DPPH
aktivitelerinin 39,83-157,137 pumol TE/g oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore
inceledigimiz polen ekstraktlarinin daha yiikksek DPPH aktivitesi gosterdigi
goriilmektedir. Bu aktivite farklilig1 iizerinde cografi ve botanik orijin ile uygulanan

ekstraksiyon metodunun etkisinin de oldugu diisiiniilmektedir.

Bir calisma kapsaminda yiiksek hidrostatik basing uygulamasinin Nelumbo nucifera
(Lotus) ar1 poleninin antioksidan aktiviteleri, polifenolleri, flavonoidleri ve serbest amino
asit icerikleri lizerine etkisi incelenmistir. %80 etanol ile elde edilen ekstraktlarin DPPH
aktiviteleri 718,02 + 2,87- 2516,34 = 2,22 pg VcE/g artan basing oraniyla arttigi
bulunmustur. Benzer sekilde ABTS aktiviteleri 194,11 £+ 0,7- 530,59 + 2,938 pg VcE/g
artan basing oraniyla arttig1 saptanmistir (Tuoheti vd., 2024).

Hypochaeris ve Brassica baskin botanik orijinli ar1 poleni 6rneginin fermentasyonu ve
biyolojik aktivitesi bir ¢alisma kapsaminda incelenmistir. Bu ¢alismada farkli laktik asit
bakteri ve maya kiiltiirleri kullamilmistir. L. plantarum bakteri ve S. cerevisiae maya
kiiltiirii ile yapilan fermentasyon sonucu fermente polenin toplam fenolik igerik, toplam
flavonoid icerik, FRAP ve TEAC aktiviteleri taze ar1 polenine gore kiyaslanmistir.
Sonugta toplam fenolik igerik, toplam flavonoid icerik, FRAP ve TEAC aktiviteleri taze

ar1 polenine gore azaldigi saptanmistir (Zuluaga-Dominguez ve Quicazan, 2019).
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Calismada inceledigimiz Lactobacillus rhamnosus bakterisi ile yapilan fermentasyon
sonucunda, Castanea, Cistus ve Papaver sp. poleninde de benzer sekilde ekstraktlarin
biliyiik ¢ogunlugunda fermente edilmemis formlarina gore antioksidan aktivitede ve

toplam fenolik i¢erik degerinde azalma saptanmaistir.

Cobanoglu (2024), Tiirkiye’nin farkli bolgelerden topladigi monofloral ar1 polenleri ile
once palinolojik dogrulama yapmis, daha sonra polenlerin antioksidan aktivitesi ve
fenolik igerigini saptamistir. Calismada DPPH ve ABTS degerleri, Cistus poleni igin
sirast ile 25,86 + 2,88; 94,9 + 0,03 umol TE/g; Papaver sp. poleni i¢in 37,65 + 2,48-
30,01 £0,86; 121,1 +£0,94-112,3 + 0,88 pmol TE/g bulunmustur.

Calisma sonuglart ile incelenen literatiir ¢calismalar1 degerlendirildiginde ar1 poleninin
fermentasyonunda sicaklik, fermantasyon siiresi ve bakteri susu veya suslarmin segimi
ayrica ar1 poleninin botanik orijini gibi parametrelerin onemli etkisinin oldugu
goriilmistiir. Boylelikle gelecekteki calismalarin, sicaklik, fermantasyon siiresi ve bakteri
susu veya suslarinin se¢imi gibi fermantasyon kosullarinin optimizasyonuna
odaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica polen ekstraksiyonunda geleneksel yontemlere
gore hizlandirilmis solvent ekstraksiyon metodu olan ASE cihazi ile alinan ekstraktlarin
antioksidan aktivitelerin gelistirilmesinde etkili oldugu ve giinlimiiz ¢alismalarinda bu

ekstraksiyon isleminin optimizasyonunun faydali olacag: diistiniilmektedir.

4.4.5. An1 Poleni Ekstraktlarinin Fenolik Bilesik Profillerinin Belirlenmesi

Fermente edilmis ve fermente edilmemis kestane, hashas ve laden polen Orneklerini
iceren 12 farkli ekstrakta ait fenolik bilesik igeriklerinin sonuglart Tablo 4.12°de
verilmistir. Fermente edilmis ve fermente edilmemis polen ekstraktlar1 maserasyon ve
ASE cihaz1 yontemleri kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin fenolik
bilesik profilleri kalitatif ve kantitatif icerikleri LC-HR MS cihaz1 ile belirlenmistir.
Castanea sativa poleninde K-MAS 15, K-ASE 21, FK-MAS 17, FK-ASE 14, Papaver
sp. poleninde H-MAS 15, H-ASE 17, FH-MAS 18, FH-ASE 20, Cistus sp. poleninde L-
MAS 13, L-ASE 13, FL-MAS 11, FL-ASE 16 adet fenolik bilesik tespit edilmistir.
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% Kisaltmalar: * K-MAS: Castaneae sativa (Kestane) maserasyon; K-ASE: Castanea ASE;
FK-MAS: Fermente Castanea Maserasyon; FK-ASE: Fermente Castanea ASE; H-MAS:
Papaver sp. (Hashas) maserasyon; H-ASE: Papaver ASE, FH-MAS: Fermente Papaver
maserasyon; FH-ASE: Fermente Papaver ASE; L-MAS: Cistus sp. (laden) maserasyon,;
L-ASE: Cistus ASE; FK-MAS: Fermente Cistus Maserasyon; FL-ASE: Fermente Cistus
ASE seklindedir.

Castanea sativa ar1 poleninde bulunan miktarca baskin fenolik bilesikler; isorhamnetin
(quercetin 3'-methyl ether) (3715,1635 + 847,82 ng/5g ekstrakt) FK-ASE 6rneginde,
eriodictyol (3,4,5,7-tetrahydroxyflavanone (1966,6625 + 153,20 pg/5g ekstrakt) K-ASE
orneginde tespit edilmistir. Papaver sp. ar1 poleninde bulunan miktarca baskin fenolik
bilesikler; luteolin 7-rutinoside (4628,5195 + 369,24 ng/5g ekstrakt) H-MAS orneginde,
luteolin 7-rutinoside (4343,574 + 158,16 pg/5g ekstrakt) H-ASE 6rneginde belirlenmistir.
Cistus sp. ar1 poleninde bulunan miktarca baskin fenolik bilesikler; quercetin (1861,52 +
61,18 pg/5g ekstrakt) FL-MAS 6rneginde, quercetin (1859,6225 + 47,19 pg/5g ekstrakt)
FL-ASE 6rneginde belirlenmistir.

Fermente edilmis Castanea sativa ar1 poleni 6rnegi incelendiginde; coumaric acid (trans-
3-hydroxycinnamic asit), ferulic asit, isorhamnetin (quercetin 3’-methyl ether) ve
kaempferol igeriklerinin maserasyon ve ASE yontemi ile alinan ekstraktlarinda fermente
edilmemis Castanea sativa poleni ekstraktlarina gore 6nemli diizeyde arttig1 saptanmustir.
Quercetin bilesigi ise Castanea sativa poleninin ASE ekstraksiyonunda saptanmis olup
miktar1 fermente Castanea sativa 6rneginde daha yiliksek bulunmustur. Buna ek olarak
baz1 fenolik bilesiklerin fermentasyon islemi ile olustugu belirlenmistir. Bu bilesikler
caffeic asit, astragalin (kaempferol 3-glucoside), protocatechuic asit (3,4-

dihydroxybenzoic asit) ve quercetin 3-rutinoside 7-glucoside’dir.

Fermente edilmis Papaver sp. ar1 poleni 6rnegi incelendiginde protocatechuic asit (3,4-
dihydroxybenzoic asit), 3,4-dihydroxybenzaldehyde (protocatechuic aldehyde), coumaric
asit (trans-3-hydroxycinnamic asit), caffeic asit, ferulic asit ve kaempferol iceriklerinin
maserasyon ve ASE yontemi ile alinan ekstraktlarinda fermente edilmemis Papaver sp.

ar1 poleni ekstraktlarina gore Onemli diizeyde artti§i bulunmustur. Buna ek olarak
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myricetin ve salicylic asit fenolik bilesiginin fermentasyon islemi ile olustugu

belirlenmistir.

Fermente edilmis Cistus sp. ar1 poleni 6rnegi incelendiginde Fermente edilmis Cistus sp.
ar1 poleni incelendiginde, salicylic asit, quercetin, isorhamnetin (quercetin 3’-methyl
ether), kaempferol ve myricetin igeriklerinin maserasyon ve ASE yontemi ile alinan
ekstraktlarinda fermente edilmemis Cistus sp. ar1 poleni ekstraktlarina gore Onemli
diizeyde arttig1 bulunmustur. Ferulic asit ve coumaric asit (trans-3-hydroxycinnamic asit)
bilesikleri Cistus sp. ar1 poleninin fermentasyonu ile elde edilen ekstraktlarinda tespit

edilmis olup fermente edilmemis Cistus sp. ar1 poleni ekstraktlarinda saptanmamastir.

Arn poleninin fenolik bilesimi, saglik yararlari ve besin degeri lizerindeki etkileri
nedeniyle onemli bir arastirma alanidir. Ar1 poleninin, antioksidan, antienflamatuar ve
antimikrobiyal 6zelliklerine 6nemli l¢lide katkida bulunan flavonoidler ve fenolik asitler
de dahil olmak iizere ¢esitli fenolik bilesikler acisindan zengin oldugu bilinmektedir. Ar1
poleninin fenolik profili, botanik kdkeninin yani sira, iiretildigi alandaki toprak tiirii ve
iklim kosullar1 gibi ¢evresel faktorlere bagli olarak biiyiik Olclide degisebilmektedir.
Arastirmalar, ar1 poleninin ¢ok ¢esitli fenolik bilesikler icerdigini géstermistir. Rocchetti
vd. (2019), ar1 poleninin Ozellikle kaempferol, quersetin ve izorhamnetin gibi
flavonoidler ve klorojenik asit gibi fenolik asitler bakimindan zengin oldugunu tespit
etmistir. Bu bilesikler, biyolojik sistemlerde oksidatif stresi azaltmaya yardimci
olabilecek giiclii antioksidan aktiviteleri ile bilinmektedir. Kim vd. (2015), flavonoidlerin
ve fenolik asitlerin ar1 poleninin ana bilesenleri oldugunu ve c¢esitli biyolojik
aktivitelerine katkida bulundugunu vurgulamistir. Bu bilesiklerin antioksidan kapasitesi,
hiicreleri serbest radikallerin neden oldugu hasardan korumak i¢in gereklidir ve boylece

cesitli hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynar.

Ayrica, ar1 poleninden fenolik bilesikler elde etmek i¢in kullanilan ekstraksiyon
yontemleri, bu bilesiklerin verimini ve profilini énemli 6l¢iide etkileyebilir. Anjos vd.
(2019), fenolik asitler ve flavonoidler de dahil olmak {izere polifenollerin, ar1 poleninde
giclii antioksidan ozellikler sergileyen temel bilesenler oldugunu belirtmistir.
Ekstraksiyon kosullarmin optimizasyonu, bu fenolik bilesiklerin biyoyararlanimini

artirabilir ve bdylece ar1 poleninin potansiyel saglik yararlarmi artirabilir (Urcan vd.,
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2024). Antioksidan ozelliklerine ek olarak, ar1 polenindeki fenolik bilesikler ¢esitli saglik
yararlar1 ile iliskilendirilmistir. Ornegin, flavonoidlerin kronik inflamatuar durumlarin
yonetiminde faydali olabilecek anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir
(Maruyama vd., 2010). Ayrica, ar1 poleninde bulunan fenolik bilesiklerin varligi, bal
arilarinda bagisiklik fonksiyonunun iyilesmesiyle iliskilendirilmistir. Polenle beslenen
arilarda bu biyoaktif bilesiklerden zengin polen tiiketildiginde bagisiklik yetkinliginin
arttigini gosteren ¢alismalar bunu desteklemektedir (Danihlik vd., 2018).

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de iiretimi yapilan monofloral Castanea sativa, Papaver sp., ve
Cistus sp., ar1 poleni drnekleri ve Lactobacillus rhamnosus ile fermente edilen yine ayni
polen drnekleri ¢oziicli olarak %70’lik etanol kullanip maserasyon teknigi ile ve yenilik¢i
bir teknik olan ASE yontemi ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon islemi sonunda, elde
edilen ekstraktlarin LC HR MS cihazi ile fenolik igerigi saptanmistir. Incelenen 83 adet
fenolik bilesenden 30 fenolik bilesen saptanmis, kaemferol tiim ekstraktlarda
saptanmistir. Polen ekstraktlarinin LC HR MS cihazinda arastirilan fenolik bilesenlere
gore, en yiiksek fenolik igerigi azalan sira ile; FH-ASE>H-ASE>FH-MAS>H-MAS>FK-
ASE>FL-ASE>K-ASE>FK-MAS>FL-MAS>K-MAS>L-MAS>L-ASE seklindedir. En
yuksek oran 12931 pg/5¢g ile fermente edilmis Papaver sp. poleninin ASE ekstraktinda,
en diisiik oran 1164 ng/5g ise Cistus sp. ar1 poleninin ASE ekstraktindan elde edilmistir.

Daha 6nce Papaver sp. poleni ile yapilan ¢alismalara benzer olarak luteolin Papaver sp.
poleninin maserasyon hari¢ tiim ekstraktlarinda en yiiksek oranda bulunmustur
(Cobanoglu, 2024; Kosti¢ vd., 2023). Bu da Papaver sp. poleni i¢in luteolinin marker
olabilecegini dogrulamistir. F-H MAS ve H-MAS o6rnekleri kiyaslandiginda, fermente
edilmis ekstraktta luteolin saptanmigsken, fermente edilmemis ekstraktta luteolin
gozlenmemistir. Buradan yola ¢ikarak, fermentasyonun ar1 poleninde biyoyararlanimi
artirdigr distiniilmiistiir. Luteolin 7-rutinoside Papaver sp. poleninde tiim ekstraktlarda

yiiksek oranda bulunmustur.

Daha 6nce bir arastirmada, Anadenanthera bitkisine ait ar1 poleninde bulunan Eriodictyol
fermente olan Castanea Orneklerinde tespit edilmemis, fermente edilmemis Castanea
orneklerinde ise saptanmustir (De-Melo vd., 2018). Bu flavanoid Papaver sp. ari

poleninde de yiiksek oranda bulunmustur. Cistus poleninde ise sadece ASE
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ekstraktlarinda saptanmis, fermente olmus Cistus poleninin ASE ekstraktinda, Cistus

poleninin ASE ekstraktindan ¢ok daha yiiksek oranda eriodictyol bulunmustur.

Ellagik asit sadece fermente olmayan Castanea ar1 poleni ekstraktlarinda belirlenmistir.
Cobanoglu (2024), monofloral ar1 poleni ile hazirladiklar1 ekstraktlarin higbirinde ellagik
asit tespit edememistir. Naringenin ise fermente olmayan Castanea ar1 poleninin ASE

ekstraksiyonunda en yliksek degerde tespit edilmistir.

Daha onceki c¢aligmalarda, Cistus poleninde saptanan mirisetin, fermente olmus Cistus
poleninin ekstraktlarinda daha yiiksek oranda tespit edilmistir (Tomas-Lorente vd., 1992).

Bu da fermentasyonun Cistus poleninin biyoyararlanimini artirdigini gosterebilmektedir.

Bir kaempferol tiirevi olan astragalin, Lactobacillus rhamnosus ile fermente olmus
Castanea poleni Orneklerinde saptanirken, fermente olmamis Castanea orneklerinde
belirlenememistir. Bu da fermentasyonun Castanea polenlerinde biyoyararlanimi
artirdigina dair bir gosterge olabilir. Astragalin, bir ¢alismada Castanea yapraginin

ektraktinda saptanmistir (Marrazzo vd., 2023).

Yine bir kaempferol tiirevi olan afzelin, Papaver sp. polenlerinin tiim ekstraktlarinda
diger polen ekstraktlarina gore daha yiiksek bulunmustur. Kaempferol ise, tiim ar1 poleni
orneklerinin Lactobacillus rhamnosus ile fermente edilmesi ile daha yiiksek bulunmustur.
Bu da fermentasyonun farkli bitki kaynakli ar1 polenlerinin biyoyararliligini artirdigin

gostermektedir.

Isorhamnetine yiiksek oranda fermente edilmis ve edilmemis tiim Castanea ar
polenlerinde rastlanilmistir. Isoquercitrin (quercetin 3-glucoside)’e ise fermente edilmis
Cistus ar1 polenlerinde bulunamamistir. Fermente edilen polen orneklerinin ferulik asit

miktari, fermente olmayan ar1 poleni 6rneklerinden daha ytiksektir.
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Fenolikler/Polen Ornekleri Castanea Papaver Cistus

Fenolikler (ng/5 g ekstrakt) K-MAS | K-ASE FK-MAS | FK-ASE H-MAS H-ASE FH-MAS | FH-ASE II{/[‘- AS L-ASE | FL-MAS | FL -ASE
Caffeic acid phenhyl ester (CAPE) 3’36310’ 1236’7155i0 Nd Nd Nd 3,27&0,1 Nd §°667i0’0 5’537i0’ 20’§3 1520 | \d Nd
Ferulic acid ,1908,229i1 :1536,3065i0 ?’13@04&1 :,74286511 ;451,55812, Nd jtff137i4 ’53955263510 Nd ;\Id 515,‘2‘82510 ’617271510
Sinapic acid Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Chlorogenic acid Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Quinic acid Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
3-(4-Hydroxyphenyl) propionic acid Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
0-Cyano-4-hydroxycinnamic acid Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Catechin (Cianidanol)-p Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Epigallocatechin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Epigallocatechin gallate Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Chrysin (5,7-Dihydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one) ’1 446’106i0 316’79210’ Nd 6,171+0,08 ’1215’516510 Z’Sl 0150, 8’5857i0’ 3’5368510’ Nd Nd Nd Nd
?lf):f;llll:_‘(ﬁ,;;glhydmxyd-(4-hydr0xyphenyl)-4H- Nd Nd Nd Nd ?,71505i0, ,3661,9685i0 511,421225i0 Nd 3,841i0, ’1215,695:t0 Nd ;1,2326i0,
Rhoifolin ( Apigenin 7-O- neohesperidoside) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Vicenin 2 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Apigenin 7-glucuronide Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Apigenin 7-glucoside Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
;}_gl_l::;vez:lliiyl;(:t’l,li;]))ihydroxy-%metthoxyflavone, Apigenin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Apiin (Apigenin-7-(2-O-apiosylglucoside) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd 21’%385:&0 Nd
Vitexin (Apigenin 8-C-glucoside) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Schaftoside Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Rutin hydrate M-OH2 Nd 3754’461i4 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
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Fenolikler/Polen Ornekleri Castanea Papaver Cistus
Fenolikler (ng/5 g ekstrakt) K-MAS K-ASE FK-MAS FK-ASE H-MAS H-ASE FH-MAS | FH-ASE L-MAS L-ASE FL-MAS | FL-ASE
. 23,1265+0, | 593,9555+2 3107,0895 | 1609,93+3 |2321,928+6 | 184,2495+ 103,3675+
Luteolin Nd 57 9.38 Nd Nd c1531 | 0.87 28 1208 | Nd 43
Luteolm-?-O-glucuromde (Luteolin-7-O-$-D- Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
glucuronide)
Diosmetin (Luteolin 4'-methyl ether) Nd Nd Nd Nd Nd (1)1935’2105i S’ZOS 12 1\d Nd Nd Nd Nd
Orientin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Isoorientin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Luteoloside (Luteolin 7-glucoside) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
. R 4628,5195+ | 4343,574+ | 3747,473+ | 3084,0765+ 1072,114+
Luteolin 7-rutinoside Nd Nd Nd Nd 369.04 158.16 1643 56.94 Nd Nd Nd 17.69
Galangin (3,5,7-Trihydroxy-2-phenyl-4H- 7,6875+0, 9.7185+0.2 0,1585+0,0 Nd 6434:044 | Nd 1.38740.15 3,7665+0,1 Nd Nd Nd Nd
chromen-4-one) 17 9 5
. 179,7115+ 678,3855+7 153,439+4, | 86,6945+2 | 82,3845+ | 1861,52+6 | 1859,6225
Quercetin Nd 1.4 Nd 2,75 Nd Nd Nd 16 0,56 20,97 1,18 +47,19
; . . . 25,543+0,0 45,0025+10 | 31,6605+1, | 43,4235+3, | 49,9115+5, | 686,418+3 | 369,082+
Isoquercitrin (Quercetin 3-glucoside) Nd 4 Nd Nd 18 75 75 7 465 19.6 Nd Nd
Nal:uss'm (Narcissoside, Isorhamnetin 3- 137,757+1 | 113,992+1, | 217,835+59 Nd 6,2645+0,4 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
rutinoside) 7,23 1 28 4
Quercetin 3-rutinoside 7-glucoside Nd Nd ‘7‘7065:0265i3 421(3)90,2585i1 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
1508,2725 | 1219,8145 | 1938,6215+ | 3715,1635+ 142,576+0, 99,278+1 | 1124,748+ | 1010,8785
1 3 ’ > 9 9 9 9 £l 9 9 9
Isorhamnetin (Quercetin 3’-methyl ether) 6,44 147,66 561.08 847.82 Nd Nd Nd 37 Nd 5.89 28.1 15839
Kaempferol 195,413+6 | 194,309+0, | 484,2015+1 | 937,996+37 | 415,3685+2 | 264,874+6, | 1460,9465 | 1438,5625+ | 1,6455+0, | 3,0685+0 | 727,2835+ | 654,587+4
P 0,17 46 60,31 3,04 6,04 76 +54,22 126,98 55 44 171,23 0,81
. . 10,4605+9 2691,3265+ | 1983,0265 |2629,83+4 |2458,1805+ | 16,6860, 24,8875+0,
Afzelin (Kaempferol 3-rhamnoside) 59 9,155+0,83 | Nd Nd 930,73 11737 3.61 16,0 19 Nd Nd 69
Kaempferide Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Nicotiflorin (Kaempferol 3-rutinoside,
Kaempferol 3-O-p —rutinoside) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Astragalin (Kaempferol 3-glucoside) Nd Nd 243]6’2205i6 ;;63,2315i2 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
— 121,399+1 | 129,965+0, 128,7935+6 132,612+0, | 136,6135+0 | 355,3395+ | 320,859+ | 658,8145+ | 643,959+4
Myricetin 3 82 Nd ,13 Nd Nd 29 ,48 1,82 0,9 49,94 0,55
Fisetin hydrate Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
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Fenolikler/Polen Ornekleri Cnta Papaver Cistus

Fenolikler (ng/5 g ekstrakt) K-MAS K-ASE FK-MAS §1S<l-3 H-MAS H-ASE FH-MAS FH-ASE L-MAS L-ASE ll\?/IIXS FL-ASE
Naringenin ;?68é4045i2 ég25,982i15, 577509,6&1 Nd Nd 372816,697&6 58.4340,08 ;g7,5015i1, 35)8,;69& ’17(;8,314i0 ’1826,94i1 éé,492¢0,
Sakuranetin (Naringenin 7-O-methyl ether) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Narirutin (Narirutinsa, Naringenin rutinoside) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Oleuropein Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Hesperidin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Neohesperidin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Eriodictyol (3,4,5,7-Tetrahydroxyflavanonc) Z,OO75¢7,3 ég’é260,6625i1 Nd Nd ggiﬁjl%i 5,63324,9195i 52;5)7?,48&7 ;2,9;)5,940& Nd 1?903,55&5 Nd ;?1373,482i
Eriocitrin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Liquiritigenin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Liquiritin (4',7-Dihydroxyflavanone 4'-glucoside) | Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
f;[‘ci;‘:;:‘ngf‘;ﬂi:gd“”‘y'3'(4'hydr°"yphe“yl)' Nd Nd Nd Nd | Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Daidzin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Formononetin (Neochanin) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Kuromanine (Cyanidin 3-glucoside chloride) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
ellagic acid 1203500 110.251540,54 | Nd Nd | Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Esculin hydrate Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Rosmarinic acid Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Glabridin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Arbutin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
emodin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Etoposide Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
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Fenolikler/Polen Ornekleri Castanea Papaver Cistus

Fenolikler (ng/5 g ekstrakt) K-MAS K-ASE FK-MAS FK-ASE H-MAS H-ASE FH-MAS | FH-ASE L-MAS L-ASE FL-MAS | FL-ASE
Pinocembrin Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Doxorubicin Hydrchloride Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Ethylgallate Nd Nd Nd Nd Nd Nd 2,095 Nd 5,150540,16 | Nd Nd Nd
TOPLAM (ng/5 g ekstrakt) 2880,841 | 6061,7875 | 5005,1625 | 7214,279 10952,383 | 12900,264 | 12560,1455 | 12931,0845 | 1398,746 1164,427 | 4467,366 | 6953,9575
*K-MAS: Castaneae sativa (Kestane) maserasyon; K-ASE: Castanea ASE; FK-MAS: Fermente Castanea Maserasyon; FK-ASE: Fermente Castanea ASE; H-MAS:

Papaver sp. (Haghas) maserasyon; H-ASE: Papaver ASE, FH-MAS: Fermente Papaver maserasyon; FH-ASE: Fermente Papaver ASE; L-MAS: Cistus sp. (laden)
maserasyon; L-ASE: Cistus ASE; FK-MAS: Fermente Cistus Maserasyon; FL-ASE: Fermente Cistus ASE.
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4.4.6. Fermente Edilmis Polen Tanelerinin Duvar Yapilarinin incelenmesi

TEM cihaz1 ar1 polenin fermentasyon silirecinde mikrobiyal etkilesimler ve polen

yapisindaki morfolojik degisikliklerin gézlenmesinde kullanilan 6nemli bir yontemdir.

Utoiu vd. (2018), fermentasyon siirecinde ar1 poleninde meydana gelen degisimlerin
TEM ile detayli sekilde gozlemlenebilecegini, ekzin - intin katmanlarinda kademeleri
bozulma oldugu ve hiicresel igerigin dis ortama salindigini gdstermistir. Ozellikle
fermentasyonun ilerleyen gilinlerinde duvar yikimi belirginlesmis ve biyoaktif bilesiklerin

stv1 faza gegisi artmistir.

Mikrobiyal fermentasyonun ari1 poleninin bilesimindeki degisiklikleri iizerine etkisinin
kapsaml1 bir sekilde incelendigi bir ¢alismada, fermentasyondan sonra ar1 poleninin dig
duvarinin ¢atladig1 ve catlak ile birlikte polen iceriginin disar1 aktig1 ve etrafa dagildig
saptanmistir. Bu sonugla fermentasyonun ar1 poleni duvarini pargalayabilecegi ve icerigin

serbest kalmasini saglayabilecegini gdstermistir (Zhang vd., 2022).

Fermentasyon islemi uygulanan Castanea sativa, Papaver sp. ve Cistus sp. ar1 poleni
orneklerinin polen tanelerinin duvar yapilar1i TEM cihazi ile gorintiilenmistir. Bu
goriintiilemeye ait gorseller Sekil 4.10°da verilmistir. Mikrobiyal fermentasyon polen
duvarint bozmak i¢in kullanilan yesil ve ¢evre dostu bir biyolojik ydntemdir.
Fermentasyon islemi fermente {irtinlerin katma degerinin arttirmaya elverisli olan, bitki
substratlarindan ya da gida maddelerinden aktif bilesenlerin salinmasini tesvik eden
onemli bir yontemdir. Yapilan arastirmalar, ar1 polenin fermentasyonunun hiicre duvari
yapisini bozmasi lizerine odaklanmistir. Bu asamada fermentasyon etkinliginin
anlasilabilmesi amaciyla TEM analizi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan yapilmistir. TEM
mikrografinda, polenin duvar yapisinin bazi polen tanelerinde duvar yapisinin daha ince
oldugu apertiir (agiklik) kisimlarindan deforme oldugu ve bdylece polenin duvar tabakasi
biitiinliigliniin  bozularak Lactocillus rhamnosus suglarinin polenin icine girdigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.10 A,B). Baz1 mikrograflarda ise ekzin tabakasinin yapisinin
deforme oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.10 C,D). Fermentasyon ile polenin duvar

yapisinin biitlinliigiiniin bozularak, protoplazmasinin disar1 ¢iktig1 goriilmiistiir.
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— ! : \ A
*A; B: Cistus polen tanesi; C: Papaver polen tanesi; D: Castanea polen tanesi.

Sekil 4.10. Fermente ar1 poleni igerisinde yer alan polen tanelerinin mikrograflar

4.5. Castanea sativa Ar1 Poleni ASE Ekstrakti Katkih Fiberlerin Karakterizasyonu
ve Gida Uygulamasi Bulgular

4.5.1. Taramah Elektron Mikroskobu ile Fiber Yapilarinin Goriintillenmesi

%14 PVA fiberi ile %14, %21, %28 ve %42 oranlarinda polen katkilt PVA fiberlerinin

morfolojik goriintiileri ve fiber ¢cap dagilimi diyagrami Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Fiberlerin farkli biiyiitmelerdeki mikrograflari ve fiber ¢ap histogramlari

Fiber 6rneklerinin 750, 1000, 2500 ve 10000X biiyiitmelerdeki goriintiileri Sekil 4.11°de
verilmigstir. Sekil 4.11-A PVA fiberinin morfolojik goriintiileri incelendiginde seritteki
uzunluk boyunca benzer caplara sahip rastgele yonlendirilmis lifler sergiledigi ve
herhangi bir boncuklu yapinin olusmadigi saptanmistir. Ortalama fiber capinin 403,4 +
209,4 nm oldugu belirlenmistir. Sekil 4.11-B 200 mg/mL Castanea sativa ar1 polen
ekstrakti katkili PVA (%14 PE-PVA) fiber 6rneklerine ait gorselleri icermektedir. %14
PE-PVA fiberlerinin kontrol grubu olarak diisiiniilen PVA fiberine oranla daha kalin lifler
olusturdugu ancak fiberlerin ¢ap dagilimlarinin benzer oldugu ve yine boncuksuz yapilar
sergiledigi gosterilmistir. Ortalama fiber cap boyutu 589,1 + 115,1 nm oldugu
belirlenmistir. Bu degerin artisinda polen ekstraktinin kaplanmasimin etkisinin oldugu

diistiniilmektedir.

Sekil 4.11-C 300 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA (%21 PE-PVA)
fiber orneklerine ait gorselleri icermektedir. %21 PE-PVA fiberlerinin %14 PE-PVA
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fiberlerine oranla daha kalin lifler olusturdugu ve bu liflerin dagilimlarinin diizensiz tavir
ve kiimelesmeler sergiledigi gosterilmistir. Bu gorsellerden artan polen ekstraktinin fiber
yapilarinin ¢aplarinin kalinlasmasina ve diizensizlesmesine neden oldugu anlasilmaktadir.
Sekil 4.11-D 400 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti iceren PVA (%28 PE-PVA)
fiber Orneklerinin SEM mikrograflar1 verilmistir. %25 PE-PVA fiberlerinin kalin lif
yapilarinin oldugu goriilmektedir. Lif yapilarinin rastgele diizensiz dagildigi ve
kiimelesmelerin varligir gosterilmistir. Ortalama fiber ¢ap1 714,4 £ 159,4 nm degerinde

hesaplanmustir.

Sekil 4.11-E 600 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti iceren PVA (%42 PE-PVA)
fiber orneklerinin SEM goriintiilerini icermektedir. Fiber yapilarinin ortalama caplari
504,1 + 90,1 nm degerinde bulunmustur. Lif yapilarinin artan bu yiiksek polen ekstrakti
orantyla (%42) olduk¢a olumsuz etkilendigi gozlenmistir. Ayrica elektro egirme islemi
uygulandigi esnada fiber {iiretiminde %@42’lik polen ekstrakti oraninda zorluklarla
karsilagilmistir ve fiber {iretimi tamamlanamamustir. Ayrica gorseller incelendiginde
fiberlerin morfolojik dagilimmmin dilizensiz oldugu ve kiimelesmelerin arttig1
gosterilmistir. 600 mg/mL konsantrasyonuna kadar fiberlerin ortalama ¢aplarinin arttigi,
600 mg/mL ile ortalama capta azalma saptanmistir. Bu elektro egirme ¢ozeltilerinin
iletkenliginin artmasina neden olabilir, bu da jetin daha fazla gerilmesine neden olabilir
ve daha ince bir fiber ¢ap1 ile sonuclanmasi ile aciklanabilir. Bu durumda 600 mg/mL
Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkisi ile fiber etkilesiminin zor gerceklestigi
distiniilmektedir. Artan oranda polen ekstrakti icerikli fiberlerin PVA fiberlerine gore

tekdiize yapilarinin bozuldugu gézlenmistir.

Literatiirde ar1 polenin elektro egirme yontemi ile fiber denemesine yonelik bir ¢aligma
yapilmistir. Calismada sodyum aljinat ve polivinil alkol tasiyici ajan olarak kullanilmistir.
Farkli oranlarda %1, %2, %3 ar1 poleni yiiklenmis SA/PVA nanofiberleri iiretilmistir.
SEM goriintiilerinde saf SA/PVA fiberlerinin piirlizsiiz ve homojen fiber yapilar
sergiledigi, ar1 poleni yiklii fiberlerin ise heterojen, diigiimlii ve zaman zaman ¢ap
degisimleri sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica fiberlerin kalinliklar1 polen katkisi ile birlikte
ortalama 183 nm’den 100-150 nm aralifina diismiistiir. Bu duruma polen ilavesi ile
cozeltideki iletkenlik artisi ve jetteki ¢ekim giliciiniin etkisinin oldugu belirtilmistir

Pakolpakeil ve Draczynski, 2021).
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Yenilebilir gida ambalajlart i¢in propolis 6zlii elektrospun lifli malzemeler baglikli bir
yayinda propolis ekstrakti ile yiiklenmis PVA kapl elektrospun lifler iiretilmistir. SEM
gorintiileri, saf polimerin diizgiin, homojen piiriizsiiz yiizey ozellikleri sergiledikleri
saptanmistir. Propolis yiiklii fiberlerde ise partikiil kiimelesmesi ve mikro piiriizliikler
gozlenmistir. Lif ¢capinda az bir artis olup boncuklanma gézlenmemistir. Partikiillerin lif
yapisini bozmadan matris igerisine yerlestigi saptanmistir. SEM sonucuna gdre propolis
yiiklii fiberlerin yenilebilir gida ambalajlarinda hem mekanik dayaniklilik yoniiyle hem
de koruyucu 6zellikleri ile antimikrobiyal bilesenlerin kontrollii saliniminda etkili oldugu

belirtilmistir (Zelca vd., 2023).

Moradkhannejhad vd. (2018), zein/propolis fiber sistemini incelemis olup fiberlerde ¢ap
artisi  gozlemlemis ancak boncuklanmanin olusmadigint  SEM  goériintiileriyle
desteklemistir. Ozellikle propolis partikiillerinin fiber yiizeyine dagilmasmin mikro
yapilariyla birlikte yara iyilesmesini hizlandirma ve enfeksiyon Onleme potansiyeli

oldugu yapilan ¢calismalarda belirtilmektedir (Mele, 2023).

Zanella vd. (2021), yara iyilestirmesinde etkili olabilecegi diisiiniilen propolis katkili
elektrospun fiberlerin gelistirilmesini hedeflemistir. ~ Bu kapsamda PBAT, PCL
polimerlerine alkolik propolis ekstrakti (%16,5) eklenmistir. SEM analiz bulgularina gore
saf polimer karigiminin 0,51 uM capinda oldugu propolis yiiklii fiberlerin ise ortalama
1,16 um c¢apinda oldugu bulunmustur. Bu bulgular propolis katkismin lif capini
arttirdigin1 gostermektedir. Lif ¢apinin artis1 ¢ozelti viskozitesinin ve yiizey geriliminin
artisindan kaynaklandig1 belirtilmektedir. Ancak liflerin homojen ve diizgiin yapili

oldugu, boncuklu yapinin olmadig1 bulunmustur.

4.5.2. Fourier Déniisiimlii Infrared Spektroskopisi Analizi

Castanea sativa ar1 polen ekstrakti, PVA ve polen ekstrakti katkili PVA fiberlerin
fonksiyonel gruplarinin varligi ve fiber yapisal degisiklikleri FTIR spektroskopisi ile
incelenmistir. FTIR cihaz1 ile elde edilen spektruma ait gorsel sekil 4.12°de yer
almaktadir. Castanea sativa ar1 poleni ekstraktina ait karakteristik pik degerleri 3278
cm’!, 2929 cm’!, 1603 cm’!, 1407 cm™!, 1249 cm™!, 1028 cm™, 919 cm™!, 866 cm™, 816
cm!, 766 cm™” de gdzlenmistir. PVA fiberine ait karakteristik pikler 3310 cm™!, 2933
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cm™, 2817 cm™!, 1734 ecm™', 1431 cm™!, 1245 cm™', 1095 cm™!, 1022 cm™', 832 cm! olarak
belirlenmis olup O-H gerilme titresimi, C-H gerilme titresimi, C-C gerilmesi, C-O
gerilmesi, C-O biikiilmeleri ve PVA yan gruplar1 C-H biikiilmeleri goriilmektedir. 3278,
1603, 1249, 766-919 cm™ bolgeleri fenolik bilesikler ve flavonoidlerle iliskili OH
hidroksil grubu, C=C aromatik, C-O stre¢ aromatik halka titresimleri ve aromatik C-H
biikiilmelerini gdstermektedir (Castiglioni vd., 2019; Bakour vd., 2022). Bantlar
incelendiginde polen yiiklenmesi ile PVA fiberlerin polen ekstraktinin pikleri ile
ortiistigli goriilmektedir. Artan polen ekstrakti konsantrasyonu ile piklerin absorbans
degerlerinde artis saptanmistir. Polen katkili fiberlerin polen ekstrakti spektrumu ile yakin
dalga sayilarinda pikler vermis olup absorbans degeri artan polen katkisi ile artis
gostermistir. Farkli oranlardaki polen katkili fiberlerde PVA polimer yapist korunarak
ilgili fenolik bilesiklerin yapida yer aldigi piklere rastlanilmistir.

Fenolik bilesikler, icerdigi yiiksek OH grubu ile FTIR spektrumunda 3200-3600 cm’!
araliginda genis ve belirgin O-H goriilmektedir. Anzer poleni ile yapilan bir ¢aligmada ar1
poleninin fenolik bilesiklerinin FTIR analizinde O-H bantlarinin belirgin oldugu ve
fenolik yapilarin varliginin dogrulandigi bulunmustur (Ulusoy ve Kolayli, 2014). Fenolik
bilesiklerin fiber yapilarina dahil edilmesi FTIR spektrumunda belirgin kaymalara ve

bant yogunlugu degisikliklerine sebep olur.

Prdun vd. (2021), ar1 polenli fiberlerin FTIR analizinde, fenolik bilesiklerin materyale
hidrojen baglar1 ile baglandigim ve 3200-3600 cm™ bélgesindeki O-H bantlarinda
degisiklik olarak ortaya ciktigim1 belirtmektedir. 1650-1750 cm™ C=0O gerilme
titresimlerinde kaymalar gozlenmis olup fenolik bilesiklerin fiber materyali ile kimyasal
etkilesiminin gostergesi oldugu belirtilmistir. Bayram vd. (2021), ayn1 botanik kdkene
sahip ar1 poleni ve ar1 ekmeginin fenolik profilleri FTIR analizi ile kiyaslanmis ve tiretim
siireclerinin spektrumlarda degisikliklere neden oldugunu belirtmistir. Ozellikle yeni
kimyasal baglarin olusumu veya mevcut olanlarin yikimi spektrumda yeni bant olusumu

veya mevcut bandin kaybolmasi ile gozlemlendigi bulunmustur.

Pakolpak¢il ve Draczynski (2021) tarafindan yiiriitiilen bir calismada elektro egirme
yontemi ile ar1 poleni yiiklii sodyum aljinat ve polivinil alkol nanofibrozler tiretilmistir.

FTIR-ATR spektrumunda, ar1 poleninde 3300 cm™ OH gerilme, 2922 cm™ CH gerilme,
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1606 ve 1514 cm™ aromatik C=C ayrica 1028 cm™ C-O gerilme bantlarinin oldugu
saptanmustir. Saf kaplama materyali SA/PVA spektrumunda ise 3310 cm™ OH gerilme,
2941 cm™ CH, 1732 cm! C=0 ve 1091 cm! C-O bantlar1 bulunmustur. Ar1 poleni
ilavesiyle FTIR spektrumunda 6zellikle 2880-2860 cm™ bdlgelerindeki CH gerilme
bantlar1 geniglemis, OH bandinin yogunlugu artmistir. Boylelikle polen fenolik

gruplarinin fiber tastyicisina basarili bir sekilde entegre oldugu belirtilmistir.
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*Castanea sativa Polen ekstrakti (PE), PVA, %14 polen ekstraktlh PVA (200PE-PVA), %21 polen
ekstraktlh PVA (300PE-PVA), %28 polen ckstraktli PVA (400PE-PVA), %42 polen ekstraktli PVA
(600PE-PVA).

Sekil 4.12. FTIR spektrumu

4.5.3. Tavuk Etinin Lipit Peroksidasyon Diizeyinin Belirlenmesi (TBARS Analizi)

%14 Polivinil alkol (%14 PVA), 200 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili
PVA fiberi (%14 PE-PVA), 300 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA
fiberi (%21 PE-PVA), 400 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi
(%28 PE-PVA) ornekleri ¢ig tavuk eti gégiis yiizeyinin kaplanmasinda kullanilmistir. 0,
3. ve 7. giinlerde bu tavuk etlerinin TBARS analizleri yapilarak elde edilen bulgular
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kaydedilmistir. Hi¢ kaplama yapilmamis kontrol grubu tavuk eti de raf émrii boyunca
analiz edilmistir. Lipit peroksidasyonuna ait sonuglar Tablo 4.13 ve Tablo 4.14’te
verilmistir. Tablo 4.13’te kontrol gurubu tavuk gogls etinin 0. giin kaplama islemi
uygulanmadan yapilan TBARS ve renk analiz sonuglarina ait veriler yer almaktadir.
Tavuk gogiis etinin baglangi¢ lipit peroksidasyonu 0,249 + 0,01 mg MAD/ 100 g
degerinde bulunmustur. 3. giin verileri incelendiginde en yiiksek TBARS degeri kontrol
grubu tavuk etinde bulunmus olup fiber kaplama islemi ile tavuk etinin TBARS degeri
(mg MDA/100g) azalmistir. Bu durumda kaplama isleminin ¢ig tavuk etinin lipit
peroksidasyonunun azaltilmasinda etkili olabilecegi goriilmektedir. 7. giin analizlerinde
en yliksek TBARS degeri kontrol tavuk ve %14 PV A kapli tavuk etinde saptanmistir. Ar1
poleni ekstrakti katkili fiber kaplamalarin ise TBARS degerleri bu degerlerden diisiik
bulunmustur. Arn poleni ilavesinin fiberlere aktivite kattig1 sdylenebilmektedir.
Boylelikle tavuk etinin lipit peroksidasyonu, ar1 poleni fiber kaplamalar ile diisiis
gostererek ar1 polen ekstrakti igeren fiberlerin tavuk etinin raf omriinde pozitif bir
potansiyel etki sagladig1 anlasilmaktadir. Ancak bu olumlu katki artan orana bagli olarak

diizenli bir artis olacak sekilde saptanmamustir.

3. glin analiz sonuglarina gore en etkili kaplama %21 PE-PVA grubu olmustur. En az etki
ise %28 PE-PVA grubunda bulunmustur. 7. giin verilerine gore en yiiksek etki %14 PE-
PVA grubunda saptanmis olup en az etki %28 PE-PVA grubunda tespit edilmistir. 3. giin
sonuglar1 baz alindiginda istatistiksel anlamda kontrol tavuguna goére kaplama islemi
arasinda anlamli bir farklilik bulunmus olup kaplama yapilan fiber 6rnek gruplari
arasinda bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. 7. giin verileri istatistiksel olarak
incelendiginde KT ve %14 PVA kaplama Ornekleri ayni grupta yer alip istatistiksel
olarak farklilik saptanmamistir. Bu gruplarin diger fiber kaplamalar1 ile arasindaki
istatistiksel fark anlamli bulunmustur. Ayrica kaplamalar arasindaki fark da istatistiksel
olarak anlamlidir. 3 ve 7. giinlerde lipit peroksidasyonunu 6nlemede en az etkili ar1 poleni
katkili fiber kaplamasi %28 PE-PVA grubu olmustur. Bu durum, SEM sonuglar1 da
diistintildiiginde artan polen konsantrasyonu ile fiber olusumunun homojenliginin
kaybolmasi ve diizgiin olmayan fiber yapilarin olusmasi ile kaplama isleminde yasanan

giicliiklerle bagdastirilabilir.
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Bir aragtirmada, timol yiikli kitosan kaplamali elektro egirme nanofiberleri balik
filetolarinin kaplanmasinda kimyasal bozulmayi geciktirmek amaciyla yenilik¢i bir
yaklasim olarak sunulmustur. Sonugta kitosan ve timol katkili kitosan fiberlerle yapilan
fileto kaplamalarin kaplanmamis gruba gore soguk depolama boyunca daha diisiik
TBARS degerine sahip oldugu bulunmustur. Bu durum kaplamalarin balik yiizeyiyle
temas alanini arttirarak lipit oksidasyonunu dnlenmesi seklinde agiklanmistir. Calismamiz
kapsaminda inceledigimiz tavuk 6rneklerinde de benzer sonuglar bulunmus olup raf dmrii
stiresince kaplanmis tavuklarin daha diisik TBARS degeri igerdigi saptanmistir (Ceylan
vd., 2017).

Aytac vd. (2017), calismasinda tokoferol ve siklodekstrin kompleksi iceren elektro
egirme ile elde edilmis polilaktik asit (PLA) nanolifleri iiretmistir. Tokoferol ve
tokoferol-siklodekstrin kompleksi katkili fiberler dana eti yilizeyine uygulanarak raf dmrii
boyunca TBARS aktivitesi test edilmistir. Tokoferol ve tokoferol-siklodekstrin
kompleksi katkili fiberlerin kontrol grubuna oranla TBARS olusumunu 6nemli 6lgiide
engelledigi bulunmustur. 21 giiniin sonunda kontrol grubunda 1,55 + 1,04 mg MDA/kg
oraninda lipit oksidasyon degeri bulunmus olup tokoferol igeren PLA kaplamada bu
deger 0,78 + 0,45 mg MDA/kg, tokoferol-siklodekstrin PLA kaplamada ise 0,78 + 0,51
mg MDA/kg olarak tespit edilmistir. Bu sonuclardan yola c¢ikarak nanofiberlerle
paketlenen orneklerin ¢ok daha yavas ve az okside oldugu belirtilmistir. Arastirmamizda
inceledigimiz tavuk etlerinde de benzer sekilde kaplamali gruplarin 7. giinlin sonunda

lipit oksidasyonunu anlamli derecede azalttig1 saptanmistir.

Bir ¢alismada 6n islem gormiis balik filetolarina aktif ambalaj amaciyla elektro egirme
cihaz1 ile ¢ay polifenolleri katkili dogal polisakkarit bazli nano fiberlerin {iretimi
incelenmistir. Cay polifenolii, nisasta ve pullulan kompleksine dahil edilerek elde edilen
fiberlerin balik filetolar1 ile ambalajlanmasini saglanmistir. Filetolarin raf dmrii boyunca
lipit oksidasyonu iizerindeki koruyucu etkisine yonelik TBARS analizleri yapilmistir. 8.
giiniin sonunda ¢ay polifenolii katkili nisasta-pullulan paketlemesinin filetolarda TBARS

degerini diisiirdiigli saptanmistir (Wang vd., 2025).

Cevizin raf Omriinii uzatmak ve yaglarin oksidasyonunu onlemek amaciyla dogal

yenilebilir ve antioksidan 6zellikte ambalaj {iretimi bir ¢alisma kapsaminda incelenmistir.
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Gallik asit yilikli mercimek unu/polietilen nanolifleri elde edilmis olup cevizlerin
paketlenmesinde kullanilmistir. Cevizlerin TBARS degeri analiz edilmis ceviz onekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. TBARS degerinde bir
fark goézlenmemis olsa da genel olarak yapilan diger analizlerde gallik asidin giiclii
antioksidan 0zelligi ile oksidasyonu azalttifi ve cevizin raf Omriinii uzatabilecegi

belirtilmistir (Aydogdu vd., 2019).

Esansiyel yaglar iceren hibrit capraz bagli elektrospun polivinil alkol fiberleri ile
biyobozunur aktif gida ambalaj {iretimi ve tavuk gogiis filetosunun korunmasi amaciyla
kullanilmasina yonelik bir arastirma yapilmistir. Aragtirma kapsaminda defne ve biberiye
esansiyel yaglar katkili PVA fiberleri elektro egirme ile iiretilmistir. Capraz baglayici
olarak fiber yapisina sitrik asit ilavesi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Isil islem
sirasinda esansiyel yaglarin bir kismi kayba ugrasa bile, tavuk gogiis filetosuna
uygulanmasimin lipid oksidasyonunu %068’e kadar engelledigi ve antimikrobiyal etkiyi

arittirdig saptanmistir (Goksen vd., 2021).

Tablo 4.13. Kontrol tavuk etinin 0. giin TBARS ve renk degerleri

Giin/ Fiber Ornekleri TBARS L’ a* b*

0.giin-KT 0,249 +£0,01 60,72 + 1,02 2,87 +£0,45 17,15+0,43
*KT: Kontrol ¢ig tavuk gogiis eti

Tablo 4.14. Tavuk etlerinin farkl giinlere ait TBARS degerleri

Giin/ Fiber Ornekleri TBARS degeri (mg MDA/100g)
3. giin 7. giin

KT 0,698 + 0,005° 0,690 + 0,005?

%14PVA 0,452 +0,03° 0,698 + 0,005°

%14PE-PVA 0,475+ 0,01° 0,448 + 0,005¢

%21PE-PVA 0,405 + 0,005° 0,518 +0,01°

%28PE-PVA 0,479 + 0,04° 0,604 + 0,005°

* Ayni stitundaki farkls kiiciik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05).

KT: Kontrol ¢ig tavuk gogiis eti, %14 PVA: saf polivinil alkol fiberi, %14 PE-PVA: 200 mg/mL Castanea
sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi, %21 PE-PVA: 300 mg/mL Castanea sativa ar polen ekstrakti
katkili PVA fiberi, %28 PE-PVA: 400 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi.
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4.5.4. Tavuk Etinin L*, a* ve b* Degerlerinin Belirlenmesi

PVA, %14 PE-PVA, %21 PE-PVA, %28 PE-PVA fiber o6rnekleri ¢ig tavuk eti gogsii
ylizeyini kaplanmasinda kullanilmistir. 0, 3. ve 7. giinlerde bu tavuk etlerinin renk
analizleri yapilarak elde edilen bulgular kaydedilmistir. Hi¢c kaplama yapilmamis kontrol
grubu tavuk eti de raf dmrii boyunca analiz edilmistir. Renk analizine ait L* degeri

bulgular1 Tablo 4.15.’de verilmistir.

Tablo 4.15’te fiber kaplamasi yapilan ve kontrol grubu tavuk etlerinin L* parlaklik
degerleri verilmistir. L* degeri 3. giin orneklerinde %14 PVA kapl tavuk etinde en
yiiksek bulunmustur. Polen ekstrakti iceren fiberle kapli tavuk Orneklerinin ise L*
degerleri daha diisiik bulunmus olup aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli tespit
edilmistir. Bu durumda polen ekstrakti kaplamalarin tavuklarin parlakligin1 az bir oranda
da olsa azalttig1 saptanmistir. 7. giinde tavuk drneklerinin L* degeri 3. giin verilerine gore
azalmistir. Raf dmrii ile tavuk etinin parlaklig1 azalmistir. 7. giinde kontrol tavuk ve %14
PVA fiber kapl tavuk etlerinin L* degeri yiiksek oranda bulunmus olup birbirleri ile
istatistiksel olarak ayni grupta yer almaktadir. Polen ekstrakti katkili fiber kaplamalar ise
tavuk etinin parlakligin1 azaltmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. L*
degerinin polen ekstrakti ile kaplamalarda azalmasinda polen ekstraktinin sar1 renginin

etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 4.16°’da fiber kaplamasi yapilan ve kontrol grubu tavuk etlerinin a* degeri
kirmizilik-yesillik verilmistir. 3. giin verileri incelendiginde en yiiksek a degeri %14 PE-
PVA grubunda (4,51 + 1,47%) bulunmus olup gruplar arsinda a* degerleri arasinda
istatistiksel anlamda bir fark gozlenmemistir. 7. giinde a* degerleri artmistir. %14 PVA,
%21 PE-PVA ve %28 PE-PVA gruplarinda yiiksek oranda bulunmus olup bu degerlerin
diger gruplarla aralarindaki fark anlamli tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.17°de fiber kaplamasi yapilan ve kontrol grubu tavuk etlerinin b* degeri sarilik-
mavilik verilmistir. 3. giin verileri incelendiginde en yiiksek b* degeri %28 PE-PVA fiber
kapli tavuk eti 6rneginde bulunmus olup gruplar arasinda istatistiksel anlamda bir fark

gozlenmemistir (p>0,05). 7. glinde b* degerleri kontrol, %14 PE-PVA ve %28 PE-PVA
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tavuk etlerinde azalmis, %14 PVA ve %21 PE-PVA gruplarinda artmis olup bu degerler

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Esansiyel yaglar iceren hibrit capraz bagli elektrospun polivinil alkol fiberleri ile
biyobozunur aktif gida ambalaj {iretimi ve tavuk gogiis filetosunun korunmasi amaciyla
kullanilmasina yonelik bir arastirma yapilmistir. Aragtirma kapsaminda defne ve biberiye
esansiyel yaglar katkili PVA fiberleri elektro egirme ile {lretilmistir. Elde edilen
fiberlerle tavuk gogsii filetolarina yapilan kaplamalarin depolama siireci boyunca L*, a*,
ve b* degerleri kaydedilmistir. Biitiin 6rneklerde depolama boyunca kararma gozlenerek
L* degerinde azalma saptanmigtir. a* degeri ambalajlanmamis Orneklerde raf omrii
sliresince artig gostermistir. Buna karsin ambalajlanmis tavuk filetolarinin a* degerlerinde
raf omrii boyunca anlamli bir azalis saptanmistir. b* degerinde ise en fazla ambalajsiz
tavuk gogiis filetolarinda artis gosterdigi belirtilmistir (Goksen vd., 2021). Bu veriler
1s181inda calismamiz ile benzer sekilde uygulanan kaplama isleminin tavuk etlerinin renk

ozelliklerini etkiledigi anlasilmaktadir.

Tablo 4.15. Tavuk etlerinin farkl giinlere ait L* degerleri

Giin/ Fiber Ornekleri L* degeri

3. giin 7. giin
KT 60,42 + 0,49° 59,18 £ 0,42°
%14PVA 62,35 +0,22° 58,64 + 0,59°
%14PE-PVA 58,62 & 1,22% 56,73 +0,03°
%21PE-PVA 58,38 + 0,62° 52,68 + 0,5¢
%28PE-PVA 60,25+ 0,54* 54,09+ 0,54°

* Ayni siitundaki farkl kiigiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05).

KT: Kontrol ¢ig tavuk gogiis eti, %14 PVA: saf polivinil alkol fiberi, %14 PE-PVA: 200 mg/mL Castanea
sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi, %21 PE-PVA: 300 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti
katkili PVA fiberi, %28 PE-PVA: 400 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi



Tablo 4 16. Tavuk etlerinin farkli glinlere ait a* degerleri

Giin/ Fiber Ornekleri a* degeri

3. giin 7. giin
KT 424 +0,452 4,04+0,11°
%14PVA 3,55+0,17* 5,04 £0,41°
%14PE-PVA 451 +1,47* 4,07+0,12°
%21PE-PVA 3,45+0,13 5,24 +0,12°
%28PE-PVA 3,29+0,13? 5,53 +£0,29°
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* Ay siitundaki farkl kiigiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik dnemlidir (p<0,05).

KT: Kontrol ¢ig tavuk gogiis eti, %14 PVA: saf polivinil alkol fiberi, %14 PE-PVA: 200 mg/mL Castanea
sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi, %21 PE-PVA: 300 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti
katkili PVA fiberi, %28 PE-PVA: 400 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi

Tablo 4.17.Tavuk etlerinin farkli glinlere ait b* degerleri

Giin/ Fiber Ornekleri b* degeri

3. giin 7. giin
KT 19,25 + 0,68 17,31 + 1,34
%14PVA 14,70 + 0,09° 23,13 £0,72°
%14PE-PVA 17,32+ 3,67° 16,42 + 1,05°
%21PE-PVA 16,94 + 2,47° 22,87 +£0,52?
%28PE-PVA 19,51 £ 0,72° 18,40 + 0,62°

* Ayni stitundaki farkli kiigiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05).

KT: Kontrol ¢ig tavuk gogiis eti, %14 PVA: saf polivinil alkol fiberi, %14 PE-PVA: 200 mg/mL Castanea
sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi, %21 PE-PVA: 300 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti
katkili PVA fiberi, %28 PE-PVA: 400 mg/mL Castanea sativa ar1 polen ekstrakti katkili PVA fiberi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ar poleninin beslenme ve tip alanindaki biiylik potansiyeli muazzamdir. Bununla
birlikte, ar1 polenini olusturan polen tanelerinin dis kilifi, icerigindeki besin maddelerinin
biyoyararlanimini sinirlayabilir, bu nedenle tabakanin yapisin1i bozmak ic¢in yontemler
onerilmistir. Fermentasyon, enzimatik hidroliz ve ultrasonik islem gibi gelismis
yontemlerin gozden gecirilmesi, ar1 polenini doniistiirme, besinlerin ve fenolik
bilesiklerin biyoyararlanimini artirarak ve alerjenik bilesikleri parcalayarak besinsel ve
biyoaktif ozelliklerini gelistirme yeteneklerini gostermektedir. Bu yontemler ayrica
sindirilebilirligi optimize eder, protein icerigini artirir ve daha yiiksek antioksidan
aktiviteyi tesvik ederek poleni daha degerli bir fonksiyonel bilesen haline getirir. Duvar
tabakasi zayiflamis polen, diyet takviyelerinde (Or. kapsiiller, spreyler, suruplar, tabletler,
siseler), fonksiyonel gidalarda (6r. atistirmaliklar, balli karisimlar, sekerler),
kozmetiklerde (6r. kremler, kopiiren {riinler) ve farmasotiklerde (Or. ekstraktlar)
potansiyel kullanima sahip olabilir. Gidalar islenirken uygulanan bazi islemler gidalarin
biyoaktif i¢eriginin azalmasina neden olabilmektedir. Enkapsiilasyon prosesleri, biyoaktif
yapilarin olumsuz durumlara karsi biyoaktivitelerinin korunmasinda etkili olan yenilik¢i
islemlerdir. Enkapsiilasyon teknolojisinde biyoaktif madde biyopolimer ile kaplanarak
kapsiil icine hapsedilmektedir. Boylelikle aktif bilesenler koruyucu kaplama ile kaplanip
uygun kosullarda ve hizda salinabilmektedir. Mikro-nanoenkapsiilasyon uygulamalari
polifenol biyoyararlanimi1 ve stabilitesi i¢in kullanilan yararli bir teknolojidir. Mikro-
nanofiberler yiiksek ylizey alani ve ayarlanabilir gozenek boyutu gibi olduk¢a 6nemli
ozelliklere sahiptir. Bu malzemeler ile farkli Ozellikte filtreleme ve paketleme
materyalleri gelistirilebildigi ¢alismalarda gosterilmistir. Elektro egirme mikro-nano

fiber Uretiminde kullanilabilen tekniklerden biridir.

Bu calismada, Tiirkiye’de iiretilen {i¢ adet monofloral Castanea sativa, Cistus sp., ve
Papaver sp. ar1 polenleri ile ¢alisilmistir. Ar1 poleni Orneklerine farkli fizikokimyasal
analizler yapilmis polen 6rnekleri arasindaki farklar tespit edilmistir. Ar1 polenlerinin
%nem, %kiil, %protein, %yag ve %yag asidi bilesimi, element icerikleri ve renk

analizleri yapilmistir. Ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit
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edilmistir. Buradan botanik orijinin ar1 poleninin fizikokimyasal igerigi lizerinde 6nemli
farkliliklar1 olusturdugu sdylenebilmektedir. Ari1 polenlerinin botanik orijin, cografi
konum, aricilik uygulamalar1 gibi parametrelere bagli olarak degisen fizikokimyasal
ozellikleri diigiintildiiglinde ar1 polenlerinin bir standardizasyonunun olmasi gerekliligi

ortaya ¢ikmaktadir.

Ikinci olarak ar1 poleni drnekleri Lactobacillus rhamnosus GG bakteri susu ile fermente
edilerek dis duvar tabakasinin yapisinin bozulabilirligi arastirilmis, TEM mikrograflarina
gore her polenin ekzin tabakasi tamamen yok olmasa da, polenin duvar tabakasinda yer
alan acikliklardan polenin duvar yapisinin biitiinliigliniin bozuldugu belirlenmistir. Ancak
bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ciinkii iilkemizde polen ¢esitliligi

cok yiiksektir bu ¢alismada sadece ii¢ ¢esit polen incelenmistir.

Calismada, fermente olan ve fermente olmayan ar1 polenlerinin maserasyon ve ASE ile
ekstraktlar1 hazirlanmis, hazirlanan ekstraktlarin spektroskobik analizleri yapilmis olup,
bu analizlere gore fermente edilmemis ASE ile elde edilen polen ekstraklarmin TFI ve
antioksidan aktivite degerleri en yiiksek bulunmustur. Fermente olan Orneklerin
aktivitesinin yiiksek olmasi beklenirken, bu polen ektraktlariin aktivitesi fermente
olmayan ASE’li orneklere gore daha diisiik ¢ikmustir. Bu da, fermentasyon sirasinda
Laktobasillerin ortaya c¢ikan faydali maddeleri substrat olarak kullanabilecegini
diistindiirmektedir. Tez sonuglarina goére, LC HR MS cihazi ile yapilan analizler
sonucunda, genellikle fermente olan ar1 polenlerinin ASE ekstraktlarinin fenolik icerigi
daha yiiksek bulunmustur. Bu calisma, bu alanda yapilan ilk ¢alisma olup, polenin

biyoyararliligini artirmak adina bu ¢aligsmalarin devam etmesi gerekmektedir.

Son olarak antioksidan aktivite yoniiyle yapilan analizler sonucunda en iyi ekstrakt olarak
belirlenen Castanea sativa ar1 poleninin ASE ekstrakti ile elektro egirme yontemiyle
mikro-nanofiberler tiretilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde iiretilen fiberlerin PVA
polimeri ile kaplandig: ve fiberlerin ortalama ¢aplarinin artan ekstrakt konsantrasyonu ile
birlikte arttigi bulunmustur. Ancak 600 mg/mL konsantrasyonunun fiber {iretimini
zorlastirdig1 ve cihazda iiretim esnasinda bazi zorluklarla karsilasildigi bulunmustur.
FTIR analizi ile Castanea sativa ar1 poleni ekstrakti, saf PVA polimeri ve diger iiretilen

fiberlerin absorbans degerleri belirlenmistir. Polen katkili fiberlerin polen ekstrakti
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spektrumu ile yakin dalga sayilarinda pikler vermis olup absorbans degeri artan polen
katkist ile artig gostermistir. Farkli oranlardaki polen katkili fiberlerde PVA polimer

yapis1 korunarak ilgili fenolik bilesiklerin yapida yer aldig1 piklere rastlanilmistir.

Son yillarda gidalarda sentetik koruyucularin yerine dogal antioksidanlara olan ilgi
artmaktadir. Bu antioksidan molekiillerin etkinliginden uzun siire faydalanmak igin
enkapsiilasyon uygulamalar1 yapilmaktadir. Bu amagla Castanea sativa ar1 poleni
ekstrakt1 ile iiretilen PVA kapli mikro-nanofiberler ¢ig tavuk eti ylizeyine uygulanmis
tavuk etinin raf omrii lizerindeki etkinligi TBARS ve renk analizleri ile test edilmistir.
Sonugta Castanea sativa ar1 poleni ekstrakti igeren fiberlerin, tavuk etinin raf omrii
boyunca lipit oksidasyonunun azaltilmasinda etkili oldugu saptanmistir. Bu calisma ar1
poleni ekstrakt1 katkili PVA fiberlerin gida uygulamasi yoniiyle literatiirde ilk olmustur.
Ar poleni etkili biyoaktivitesi ile ilerleyen yillarda gida uygulamalarinda kullanilarak

daha fazla caligmalara konu olabilecegi diisiiniilmektedir.
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