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ONSOZ
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OZET

Bal insanligin baslangicindan beri var olan ¢ok kiymetli dogal bir iirin ve sifa
kaynagidir. Bilesimi ve buna bagli olarak biyolojik 6zellikleri iiretildigi bolgenin cografik
ve floral 6zelliklerine bagli olarak degisim gostermektedir.

Bu calismada, Dogu Karadeniz bolgesine ait Anzer bal ve polenlerinin biyolojik aktif
bilesenlerinin kompozisyonunun aydinlatilmas1 ve antioksidan Ozelliklerinin tespit
edilmesi amaglandi. 17 adet fenolik bilesik standardi ters faz-yiliksek basingli sivi
kromatografisi (RP-HPLC) ile analiz edildi. Tiim bal ve polen orneklerinin katesin ve
klorojenik asit hari¢ 15 adet fenolik bilesige degisen oranlarda sahip oldugu ve benzoik
asit, kuersetin, Cis,trans-absisik asit ve trans-sinnamik asitlerin ana fenolik bilesen oldugu
tespit edildi.

Ayrica Anzer bal ve polenlerinin antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik madde
icerigi, demir (III) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP), bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite (CUPRAC) ve DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme
aktivitesi testleri kullanilarak tayin edildi. Toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit
standardina gore tayin edildi. FRAP degerleri Trolox”™ esdegeri antioksidan giic (TEAP),
CUPRAC degerleri Trolox® esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) ve DPPH" radikali
temizleme tayini sonuglart SCsy olarak ifade edildi. Calisilan tim bal ve polenlerin
antioksidan aktiviteye sahip olduklari, 6zellikle polenlerin ballara gore yaklasik 10-20 kat
yiiksek toplam fenolik madde icerigine ve buna bagl olarak yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olduklar tespit edildi.

Literatiirdeki karisik cicek ballari ile karsilastirildiginda Anzer yoresine ait bal
orneklerinin, fenolik bilesiklerin gerek ¢esitliligi ve gerekse de toplam miktar1 bakimindan
daha zengin oldugu ve buna bagl olarak antioksidanca zengin bir dogal iiriin oldugu
belirlendi. Yapilan ¢alisma, Anzer balinin halk arasinda sifa kaynagi olarak bilinmesinin
nedeninin, yapisinda bulunan ¢esitli fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegini

dogrulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anzer, Bal, Polen, HPLC, Fenolik, Antioksidan

VI



SUMMARY

Determination of Phenolic Components of Anzer Honey and Pollen by High
Performance Liquid Chromatography and Their Antioxidant Properties

Honey is a very valuable product and a source of healing since mankind’s beginning.
Its composition and biological properties vary depending on the region's geographic and
floral characteristics.

This study was aimed to elucidate the composition of the biologically active
compounds and to determine the antioxidant properties of honey and pollens of Anzer
region of Eastern Black Sea. Analyses of 17 phenolic compound standards were performed
using reversed-phase high performance liquid chromatography. All honey and pollen
samples have been found to have 15 phenolic compounds except catechin and chlorogenic
acid, and benzoic acid, quercetin, Cis,trans-abscisic acid, trans-cinnamic acid were found
to be main phenolic compounds.

Furthermore, antioxidant activities of honey and pollens of Anzer were determined
using total phenolic content, ferric (III) reducing antioxidant power (FRAP), cupric (II)
reducing antioxidant capacity and DPPH® (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical
scavenging activity tests. Total phenolic contents were determined according to gallic acid
standard. The results of FRAP , CUPRAC and DPPH® radical scavenging activity
measurements were expressed as Trolox” equivalent antioxidant power (TEAP), Trolox®
equivalent antioxidant capacity (TEAC) and SCs, respectively. It was determined that all
investigated honey and pollen samples have antioxidant activity. Especially total phenolic
content of pollen samples was approximately 10-20 times higher than that of honey
samples, and accordingly pollen samples have higher antioxidant activity.

When compared with mixed flower honeys in the literature, honey samples of Anzer
region were found to be richer in terms of both variety and the total amount of phenolics
and accordingly it was concluded that they are a natural product rich in
antioxidant. Presented study confirms the knowledge of Anzer honey known as a source of

healing among people may be resulted from the phenolic compounds.

Key words: Anzer, Honey, Pollen, HPLC, Phenolic, Antioxidant
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Aerobik solunumun temel geregi olan oksijen, oksidasyon sirasinda hiicreye biiyiik
zararlar verebilir. Viicuda giren oksijen, oksidasyon sirasinda bir yandan enerji iiretirken
bir yandan da serbest radikaller adi verilen molekiilleri olusturur. Serbest radikaller, dis
yoriingesinde eslesmemis elektron tasiyan organik ve inorganik molekiillerle reaksiyona
girebilme yetenegine sahip, yiiksek oranda reaktif ve kisa omiirlii bilesiklerdir. Reaktif
oksijen tiirleri insan viicudunda normal metabolik prosesler sonucunda siirekli olarak
tiretilmektedir (Langseth, 1995). Serbest radikalleri olusturan kaynaklarin baslicalari;
radyasyon, viriisler, ultraviyole 1sinlar, petrokimya iiriinleri, herbisit ve pestisitler, fosil
kokenli yakitlarin yanmasi sonucu olusan iirtinler, sigara dumani ve strestir. Serbest radikal
mekanizmasinin kanser, damar tikanikligi, seker hastaligi, sitma, rheumatoid arthritis ve
norodejeneratif hastaliklar1  gibi  birgok hastaliginin  patolojisiyle iliskili oldugu
bildirilmistir (Tsao ve Deng, 2004; Halliwell, 2002). Oksijen kaynakli olan reaktif
radikallerin hiicrede asir1 miktarda olusmalar1 "oksidatif stres" olarak tanimlanir. Bu olay,
tim hiicre bilesenleri (karbohidratlar, proteinler, yaglar) iizerinde tahrip edici etkiye
sahiptir.

Organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmak i¢in antioksidatif korunma
sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Canlilar sahip olduklar1 enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemleri sayesinde kendilerini serbest radikallerin zararh
etkilerinden korumaktadir (Thomas,1995; Blomhoff, 2005). Fakat bazi durumlarda
antioksidatif koruyucu sistemin 1iyi c¢alismamasindan dolay1, oksidan/antioksidan
dengesinin oksidan lehine bozulmasi sonucu oksidatif stres gelisimine neden olmaktadir
(Fang vd., 2002). Antioksidanlar, hiicreye zarar veren serbest radikallerle reaksiyona
girerek bunlarin baglattig1 zincir reaksiyonu durduran ve bdylece viicudumuzdaki hayati
bilesenlerin zarar gormesini engelleyen molekiillerdir. Son yillarda sentetik
antioksidanlarin yan etkilerinin goriilmeye baslamasi nedeniyle besin kimyasi ve koruyucu
tibbin bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara ilgisi artmistir (Koleva vd., 2002;
Wettasinghe ve Shahidi, 1999).



Dogal antioksidanlarin biiyiik ¢ogunlugu bitkisel alifatik veya aromatik organik
molekiiller olup askorbik asit, tokoferol, karotenoidler ve fenolik bilesikler bunlarin 6nemli
siiflarint olusturur (Rice-Evans vd., 1997; Shahidi, 2000; Kaur ve Kapoor, 2001;
Pellegrini vd., 2003; Tsao ve Deng, 2004; Koca ve Karadeniz, 2005; Orman ve
Bagdatlioglu, 2005; Nichenametla vd., 2006; Perera ve Yen, 2007). Gidalarda dogal olarak
bulunan antioksidan molekiiller serbest radikal baglayici, indirgen ajan, metal selatlayici
veya singlet oksijen tutucu mekanizmalardan bir veya birkaci yoluyla antioksidan etkilerini
gostermektedir (Collins 2005; Lee vd., 2004). Tikettigimiz gidalardaki antioksidan
bilesenlerin fizyolojik etkilerinin kolay, hizli ve ucuz Olgiim yontemleri antioksidan
kapasite tayinleri ile miimkiindiir (Huang vd., 2005; Fernandez-Panchon vd., 2008) ve bu
amagla ¢ok sayida 6l¢iim yontemi gelistirilmistir. Bu yontemlerden en yaygin kullanilanlar
ORAC (oksijen radikal absorbans kapasitesi), FRAP (demir (III) indirgeme antioksidan
kapasite), TEAC (Trolox® esdeger/antioksidan kapasite), DPPH ve Folin-Ciocalteu
yontemleridir (Ou vd., 2002; Prior vd., 2005, Tabart vd., 2009; Pellegrini vd., 2003; Tsao
ve Deng, 2004; Roginsky ve Lissi, 2005; Huang vd., 2005; Ozgen vd., 2006; Saura-Calixto
ve Goni, 2006). Arastirmacilar farkli metotlarin genis capta farkli sonuglar vermesinden
dolay1 gida kaynakli antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde tek bir metodun yeterli
olmayacagini bildirmislerdir (Frankel ve Meyer, 2000; Tsai vd., 2002; Huang vd., 2005; Li
vd., 2008; Hu ve Kitts, 2005).

Gida, bitki ve ilaglarin kimyasal bilesimlerinin incelenmesi amaciyla kromatografik
teknikler sikc¢a kullanilmaktadir ve yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) de bu
amagla yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisidir. HPLC gida ve bitkilerdeki amino
asit, seker, fenolik bilesikler, steroller ve vitaminler gibi bilesimlerinin incelenmesi ve
miktarlarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (URL-1, 2010; Proestos vd., 2007,
Jedrzejczuk vd., 2001).

Bal ve polen antioksidan kapasitesi yliksek birer dogal {riindiir. Antioksidan
kapasiteleri toplandiklar1 bolgenin cografik o6zelliklerine, bitki florasina, {iretim
tekniklerine vs. bagl olarak degisim gostermektedir. Halk arasinda Anzer yoresine ait
ballarin sifa kaynagi oldugu 6teden beri bilinmektedir. Kuzeydogu Anadolu’da yer alan
Anzer bolgesi baliyla Tiirkiye’de ve Diinyada ¢ok meshurdur. Anzer balinin diger
ballardan daha fazla saglik faydalar1 olduguna inanilmaktadir ve bu nedenle ¢ok yiiksek
fiyatlara alict bulmaktadir. Bal iireticileri ve tiiketicileri Anzer balmin karaciger

hastaliklari, mide- bagirsak hastaliklar1 ve bazi cilt hastaliklarinda tedavi edici oldugunu



ifade etmektedirler. Anzer balinin sifa 6zelliginin Anzer yaylasinin zengin bitki florasindan
ileri geldigi diisiiniilmektedir. Yaklasik 80 civar1 endemik tiir igeren ve 500°den fazla farkli
cicege sahip floral orijiniyle alakali oldugu diisiiniilmektedir (URL-2, 2009). Ayn1 bolgede
tiretilen Anzer polenlerinin ise vitamin, mineral ve proteince zengin olmasinin yani sira
kansizlik olmak tizere pek ¢ok hastaliktan koruyucu etkilerinin oldugu ifade edilmektedir.
Dogu Karadeniz Bolgesinin énemli bitki florasina sahip Anzer yoresine ait bal ve
polenlerin biyolojik etkinliginden sorumlu ajanlarin neler oldugu konusunda bilimsel
arastirmalar oldukga siirlidir. Bu nedenle planlanan ¢alismada Anzer bal ve polenlerinin
biyolojik degerlerinden sorumlu bazi fenolik bilesiklerin yiiksek performansl sivi
kromatografisi ile aydinlatilmasi ve in vitro olarak antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi
amaglandi. Calisma ile Anzer ballarinin diger ¢igek ballarindan fenolik bilesenler
yoniinden farkli olup olmadiginin ortaya c¢ikarilmas:t planlandi. Farklilik bulunmasi
durumunda yapilan calisma Anzer balinin otantik yapisinin belirlenmesinde Oncii rol

oynayacak ve bundan sonraki ¢caligmalara 1s1k tutacaktir.

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmis molekiillerinin ayrilmalar1 sonucunda
olusan, dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel agidan
yiiksiiz atom ya da molekiillerdir. Oldukca kisa 6miirlii (yaklasik 10 s) ve son derece
reaktiftirler, yani diger atom ya da molekiillerle kolayca reaksiyona girerler. Serbest
radikallerin normal metabolizmaya ait bir {iriin oldugu sonradan anlasilmistir. Bugiin
radikallerin pek ¢ok hiicrede molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina yol actig1 artik
iyi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve doku yikiminda rol aldigi kabul
edilmektedir (Storz ve Imlayt, 1999). Serbest radikallerin baslica sigara, alkol ve lipit
metabolizmasi {irlinleri, viriisler, giines 1s1nlar1, X-1s1nlar1 ve kozmik 1sinlar, sanayi atiklari,
otomobil egzoz gazlari, ozon, agir metaller, kirli su ve havadan da olusabildigi
bilinmektedir (Sies, 1991). Radikal metabolitler aslinda aerobik organizmalarin kaginilmaz
bilesikleri olup, hiicrelerde kontrollii kullanimlari ile bir dizi enzimin sentezinde ve bir¢ok

organizmanin antibakteriyel savunmasinda gereklidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990).



Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler:

1- Kovalent bagli bir molekiiliin homolitik pargalanmasi: Bagi olusturan elektron
ciftinden her biri birer atom tarafindan alinir ve yiiksiiz atom ya da atom gruplari
olusur.

XY —» Xe + Yo
2- Bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya heterolitik boliinme:
X —» Xe +¢

3- Bir molekile tek bir elektronun eklenmesi:

X+e —>» Xeo

Serbest radikalleri, oksijen igeren ve oksijen icermeyen olmak iizere siniflandirmak
miimkiindiir. Oksijenin iki eslesmemis elektron bulundurmasi, onun serbest radikallerle
daha kolay reaksiyona girmesini saglar. Bu nedenle biyolojik sistemlerdeki en Onemli
serbest radikaller oksijen radikalleridir. Bunlarin biiyiik kismi aerobik solunum sirasinda
mitokondrilerde indirgenmis karbon birimlerinden alinan elektronlarin cesitli elektron
tagiyicilardan gecerek en son elektron alicis1 olan molekiiler oksijene transferi esnasinda
meydana gelir. Oksijenin tam olarak indirgendigi reaksiyonlarda son {iriin daima sudur.
Oksijenin kismi indirgenmesi sonucu serbest oksijen radikalleri olusur. Molekiiler
oksijenin bir elektron almasiyla stiperoksit (O,"), iki elektron almasiyla hidrojen peroksit
(H,0,), li¢ elektron almasiyla ise hidroksil (OH") radikali olugsmaktadir (Winston, 1991;
Matés vd., 1999).

Oksijen merkezli radikaller; siiperoksit radikali (O, "), hidroksil radikali (OH') ve lipit
peroksil radikalidir (LOO’). Oksijen merkezli radikal olmayanlar ise; hidrojen peroksit
(H203), hipoklorik asit (HOCI) ve singlet oksijendir ('0,). Nitrik oksit (NO"), nitrik dioksit
(NOy') ve peroksinitrit gibi nitrojen tiirleri ise diger reaktif nitrojen/oksijen tiirleri arasinda
yer almaktadir (Giinaydin ve Celebi, 2003; Lee vd., 2004).

Stiperoksit (O, "), molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle meydana
gelen radikaldir (1). Stiperoksit radikali, bir eslenmemis elektron icerdiginden ne ¢ok fazla
reaktif, ne de gli¢lii bir oksidandir. Daha ¢ok O," veya O, anyonu seklinde gosterilir.
Stiperoksit radikali aerobik hiicrelerde oldukga sik olusur. Fakat daha ¢ok elektron transfer
sistemlerinde meydana gelir. Bunun yaninda pek ¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan

yollarla da meydana gelebilir (Halliwell vd., 1992).



Stiperoksit radikali, diger radikallere nazaran daha az toksik etkiye sahiptir. Cilinkii bu
radikal, hiicre membranindan yiikli oldugu icin dogrudan gecemez. Ancak eritrosit
membranlarindaki anyon kanalindan ClI' ve HCOj; iyonlarmin yer degistirmesiyle
gecebilmektedir. Siiperoksit radikalinin esas zararl etkisi onun protonlanmasiyla meydana
gelmektedir. Protonlanma ile ¢cok daha aktif bir radikal olan perhidroksil radikali (HO,")
meydana gelir. Siiperoksit radikali ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona
girdiklerinde biri yiikseltgenirken digeri indirgenir (2). Bu dismutasyon reaksiyonu sonucu
ise oksijen molekiilii ve hidrojen peroksit meydana gelir (Fridovich, 1975). Siiperoksit

radikali hem oksitleyici hem de indirgeyici 6zellige sahiptir (Lee vd., 2004).

02 + e- > 02.- (1)
HO, + 0, +H —» 0, + H,0, (2)
20, +2H" ——— H,0, + 0, (3)

Serbest radikaller igerisinde hidroksil radikali ('OH), en reaktif molekiil olup, diger
kimyasal tiirlerle siklikla reaksiyona girmektedir. Bu radikal, hiicrelerde mevcut olan tiim
organik yapilara saldirabilme yetenegine sahiptir. Hidroksil radikali iyonlastirici
radyasyonun etkisiyle de olusturulabilir ve muhtemelen x-151n1 ve y-1s1nlartyla hiicrelerin
Olmesine sebep olan en temel tiirlerden biridir. Bu radikal kimyasal olarak siiperoksit ve
peroksit radikalleri arasindaki reaksiyonla da iiretilebilir. Dolayisiyla siiperoksit ve
peroksitin ayni anda {retildigi canli sistemlerde hidroksil radikalinin biyokimyasal
olusumu da miimkiindiir.

Hidrojen peroksit bir radikal olmadig1 halde dogrudan ¢esitli radikallerin olusumunda
onemli bir rol oynar. Siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur (4).
H,0, + 0" —» °‘OH +OH + O, (4)
H,0,'deki O-O bagimin homolitik par¢alanmasi iki hidroksil radikali verir. Homoliz
1siyla ya da iyonize edici reaksiyonla (1sikla) gerceklestirilir. HyO, ve Fe (II) tuzunun

karisimi hidroksil radikalini verir (Fenton reaksiyonu) (5).

Fe? + H,0, — % Fe” + OH + OH (5)



Bakir (I) tuzlan, Fe (II) tuzlarina gore ¢ok daha hizli olarak hidroksil radikalleri

vermek tlizere H,O; ile reaksiyona girer (6).

Cu" + H0, —» Cu? + OH + OH (6)

Hidroksil radikali amino asitler, niikleik asitler, organik asitler, fosfolipitler ve
sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir c¢oguyla reaksiyona girebilir. Hidroksil
radikalinin reaktivitesi olduk¢a yliksek ve yarilanma Omiirleri ¢ok kisadir. Hidroksil
radikalinin sebep oldugu en Onemli hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest
radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zar1 su igermediginden hidroksil radikalinin baslica
hedefi yag asitleridir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini
artirarak hiicre 6liimiine sebep olabilir (Balci, 2007; Turna, 2008).

Canli sistemlerde olustuklar1 anda yakinlarindaki biyolojik molekiil ile derhal
reaksiyona girerler. Proteinlerde stilthidril guruplari (7) ve yag asitleri (8) bu radikallerin

etkisinde kaldiklarinda ¢esitli reaktiviteye sahip ikincil radikaller verirler.

RSH + OH —» RS* + H,O (7)
CH- + OH ___, -CH-+ H,0 (8)

Hidrojen peroksit yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi
tagimaz, reaktif bir tlir degildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
nedeni, demir, bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak
davranmasidir. Hidrojen peroksit kolayca hiicre igerisine girebilir ve hem gruplarinda

Fe™in yapisina girerek bunlar giiclii oksitleyici durumlarina getirebilmektedir.

20; 49 H+ Siiperoksit Dismutaz > H2O2 + 02 9

Ayrica hidrojen peroksit reaktif bir {irlin olan hipoklordz asiti (HOCI) olusturmaktadir (10)
(Keha ve Kiifrevioglu 2000; Asad vd., 2004).

H+Cl + H0, — HOCl + H,0 (10)



Tablo 1. Bazi radikaller ve reaktif tiirler (Ak Tuba, 2006)

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Formiili Radikalik olmayanlar  Formiilii
Stiperoksit 0,” Hidrojenperoksit H,0,
Hidroksi OH- Hipoklorikasit HOCI
Peroksi ROO- Hipobromikasit HOBr
Alkoksi RO- Ozon 0O;
Hidroperoksi HOO- Singlet oksijen AO;
Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Formiilii Radikalik olmayanlar  Formiilii
Nitrikoksit NO- Nitrozasit HNO,
Nitrojen dioksit NOO- Nitrozil katyonu NO"
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetraoksit N>,O4
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitroz asit ONOOH

Nitronyum katyonu ~ NO,"
Alkilperoksi nitritler  ROONO

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukga
zararhdir. Hiicre membranlarinda lipit serbest radikalleri (Le) ve lipit peroksit
radikallerinin (LOO-¢) olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre
hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Lipit peroksidasyonu genellikle yag
asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve
bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali niteligi kazanmasiyla baglar. Lipit
radikali (Le) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipit radikallerinin (Le)
molekiiler oksijenle (O;) etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (LOO¢) olusur. Lipit
peroksit radikalleri (LOO¢), membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de agiga cikan
hidrojen atomlarini alarak lipitperoksitlerine (LOOH) déniisiirler ve bdylece olay kendi

kendini katalizleyerek devam eder.

1.3. Antioksidanlar

Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlar1 inhibe eden bir sisteme sahiptir.

Radikallerle oldukca cabuk reaksiyonlara girerek oto-oksidasyon veya peroksidasyonun



ilerlemesini 6nleyen maddeler ise antioksidan olarak tanimlanirlar. Antioksidanlar viicutta

sentezlenebildigi gibi diyet ile disaridan da alinabilirler.

Antioksidan savunma c¢esitli mekanizmalarla etkilerini gostermektedir. Bu

mekanizmalar:

l.

Radikal metabolit iiretiminin Onlenmesi (scavenging/temizleyici etki): Olusmus
serbest radikalleri tutar veya olugsmus olan radikalleri daha az zararh hale getirirler
ve yeni radikal olusumunu engellerler. Ornek olarak SOD ve glutatyon peroksidaz
enzimleri ve metal baglayici bazi proteinler verilebilir.

Uretilmis radikallerin temizlenmesi (quencher/giderici etki): Serbest radikallerle
birlesip, onlara bir hidrojen vererek aktivitelerini sondiiren bilesiklerdir. Ornek
olarak vitamin C-askorbat, vitamin A, p-karoten, vitamin E, a-tokoferol,
flavonoidler ve antosiyanidinler verilebilir.

Hiicre deformasyonunun onarilmasi (repair/tamir edici etki): Bu grupta DNA tamir
enzimleri, metiyonin siilfoksit rediiktaz verilebilir.

Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi (chain breaking/zincir
kiric1 etki): Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri kirarak, oksidan etkiyi
durdururlar. Vitaminler, {irik asit, bilirubin, albumin, hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller zincir kirici etki gosterirler.

Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi

Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olarak ikiye ayrilirken dogal

antioksidanlar enzimatik etki gosteren ve enzimatik etki gdstermeyen antioksidanlar olarak

ikiye ayrilir. Enzimatik etki gostermeyen antioksidanlar ise endojen ve eksojen

antioksidanlar olarak ikiye ayrilabilir. Endojen antioksidanlar bulunduklari ve etkinliklerini

yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre i¢i (intraseliiler), membranal ve hiicre dis1

(ekstraseliiler) antioksidanlar olarak ii¢ sinif altinda toplanabilir.



Antioksidanlar

N

Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
BHT, BHA, Trolox, SOD mimikleri

\ ve ¢esitli selat olusturucu maddeler.

Enzimatik Enzimatik olmayan
SOD
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin B-Karoten
Sitokrom oksidaz Bilirubin Askorbik Asit
Glutatyon S transferaz Ferritin Flavonoidler

Laktoferin

Urik asit

Haptoglobinler

Albumin

Katalaz (KAT) H;0; olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif
tepkimeyle (11) veya H,O5 olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkime
(12) ile hidrojen peroksidin (H,O;) dismutasyonundan sorumlu bir enzimatik antioksidan
olup etkinligini hiicre iginde gdsterir. (Mates, 1999: Halliwell vd., 1992). Ornegin dért hem
grubu bulunan bir hemoprotein olan ve her alt birimin molekiil agirligi 60 kDa olan
katalaz, aerobik solunum veya baska yollarla olusan hidrojen peroksiti oksijen ve suya
doniistiirerek zararli etkisinden organizmay: korur. Katalaz, hidrojen peroksit, metil etil
hidroperoksitleri kiigilk molekiil agirlikli molekiilleri etkilerken biiyliik molekiilli lipit
hidroperoksitlerini etkilemez (Mates, 1999). H,O, olusturan enzimlerin ¢ogunun

peroksizomlarda bulunmasindan dolay1, katalaz en fazla peroksizomlarda lokalizedir.

H,0, + AH, — 2H,0 + A (peroksidatif) (11)

H,0, + H,0, — 2H,0 + O, (katalitik) (12)

Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD) siiperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumludur (13). Normalde
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan fazlaca siiperoksit {iretilmesine ragmen SOD

sayesinde intraselliiler diizeyleri diisiik tutulur.
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- S (0))
20, +2H ———3 H,0,+ 0, (13)

Glutatyon peroksidaz (GPx) hiicre i¢inde diisiik konsantrasyonda olusan peroksit
tiriinlerinin dismutasyonundan sorumlu tetramerik 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik
bir enzimdir. Mitokondride de diisiik diizeylerde bulunur. Bu enzim sitozolik hasara karsi
etkin koruyucu bir mekanizma saglar, GSH’y1 kullanarak H,O,’1 ve lipit peroksitlerinin

rediiksiyonunu katalizler (14 ve 15) (Halliwell, 1994).

H,0, +2GSH —*—p GSSG +2H,0 (14)
ROOH + 2GSH —2™ ) GSSG + ROH + H,0 (15)

Glutatyon rediiktaz (GR) NADPH varliginda yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG)
indirgenmis hale (GSH) c¢evirir (16). Alyuvarlarda cereyan eden pentoz fosfat yolu
reaksiyon i¢in gerekli olan NADP’yi saglar (Murray, 1998).

GSSG + NADPH + H —R = 2GSH + NADP (16)

Glutatyon S transferaz (GST)’lar iki protein alt biriminden olusan bir enzim ailesidir.
Genel olarak 3 sitozolik ve bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilirlar. GST
sisteinin  siilflir atomu {izerinden elektrofillere glutatyonu aktaran enzimlerdir.
Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Katalitik olarak, yabanci maddeleri glutatyondaki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak
onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize eder ve lriinliin daha fazla suda ¢oziiniir hale
gelmesini saglarlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak {izere lipit
hidroperoksitlere (ROOH) karsi GST’lar Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi
gosterirler (17):

ROOH + 2 GSH — > = GSSG + ROH + H,0 (17)

Solunum zincirinin son enzimi olan mitokondriyal sitokrom oksidaz, siiperoksit

radikallerini detoksifiye eder (18).



11

- + -
40;+ 4H + 4¢ — 2 H0 (18)

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji iiretimi saglanir.
Fakat ¢cogu zaman siiperoksit iiretimi bu enzimin kapasitesini asar. Bu hallerde diger
antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksiti detoksifiye ederler (Halliwell 1991).

Glutatyon, bilirubin, radikal tutucu 6zelligi ile iirik asit, albumin, bakir iyonlarini
baglayarak metal katalizli reaksiyonlari sinirlayan seruloplazmin, hemoglobin, ferritin birer
endojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidan olup etkinliklerini hiicre iginde
gostermektedirler (Meister ve Anderson, 1983; Diindar ve Aslan, 2000).

Stiperoksit radikali disindaki tek indirgeyici hiicresel ajan olan askorbik asit (C
vitamini), zincir kirict antioksidan etki gosteren a-tokoferol (E vitamini), radikal toplayict
etkisi bulunan B-karoten (vitamin A) ve polifenoller gibi molekiiller insan ve hayvan
organizmasinda sentezlenemeyen bitkiler tarafindan sekonder metabolit olarak {iretilen
maddeler olup radikallerin temizlenmesinde ve zincir reaksiyonlarinin durdurulmasinda
etkili birer antioksidan maddelerdir ve etkinliklerini enzimatik olmayan yolla siirdiiriirler
(Chen vd., 1988; Edge vd., 1997).

Nitrik oksit ile siiperoksidin reaksiyon {iriinii olan peroksinitrit ¢ok kisa yar1 dmiirli
ancak oksidatif doku hasarina neden olan son derece reaktif bir molekiildiir. Peroksinitritin
zararlt etkilerinin engellenmesinde rol oynayan, organizmada bulunan ya da disaridan
alman bir¢ok antioksidan bilesik mevcuttur (Kondo vd., 1997; Heijnen vd., 2000). Seleno
bilesikleri, flavanoidler, katekinler, hidroksiguanidinler, metalotiyonein, indirgenmis
nikotinamid niikleotitleri ve iirik asit peroksinitriti temizleme aktivitesi iizerine c¢aligma
yapilmis bilesiklerdir. Bazi bilesiklerde peroksinitriti ortadan kaldirmadan ziyade,
peroksinitritin gergeklestirdigi degisikliklerin geri donilisiimii saglanmaktadir.

Stiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan siliperoksit dismutaz
(SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve c¢esitli polifenoller de etkin rol
oynamaktadir.

Sentetik olarak {tiretilen ve daha ¢ok antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak
kullamilan ticari adli Trolox®, rutin, butillenmis hidroksi toluen (BHT), butillenmis
hidroksi anisol (BHA) gibi antioksidanlar da mevcuttur. Peroksi radikaliyle iki asamada
etkileserek ¢ok daha az reaktif {iriinlere doniistiiren 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol yani

butillenmis hidroksi toluen (BHT) 6nemli sentetik antioksidandir.
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Stiper antioksidan haplar, Japon erigi, kokusuz sarimsak, mavi-yesil alg (yosun),
havug, portakal ve badem konsantreleri ilave edilmis ‘“Activin” iiziim c¢ekirdegi
ekstresinden olusan bir bitkisel karisim olup ayrica A, C, E vitaminleri, selenyum, ¢inko ve
kalsiyum mineralleri de icermektedir. Ayrica iiriinii olusturan dogal bitki 6zleri, vitaminler
ve mineraller antioksidan etkileri bilinen ve bu amag i¢in kullanilan 6zel maddelerdir. Son
yillarda iiretilen bu tiir haplar yapay antioksidanlara 6rnek teskil etmektedir

Ferritin, laktoferrin, seruloplazmin, hemoglobin, a-globulin gibi plazma ve eritrosit
proteinleri Fe, Cu gibi serbest metal iyonlarini baglayabilme kabiliyetinden dolay1 Fenton
reaksiyonunu ve diger radikal olusturan reaksiyonlarin olusumunu engelledigi i¢in birer

antioksidan olarak rol oynarlar (Diindar ve Aslan, 2000).

1.4. Fenolik Bilesikler

Son yiizyilda sentetik ilaglarin kullanimiyla meydana gelebilen ciddi rahatsizliklar
insanoglunu dogal tedavi yontemlerine ve bitkisel tedaviye yonlendirdi. Yan etkilerin yol
actig1 tibbi ve ekonomik sorunlar, uluslararasi ila¢ sanayinin de yer aldigi, endiistrilesmis
tilkelerdeki gevre kirliligine ve tedavileri heniiz miimkiin olmayan bir¢ok kronik hastaligin
olusmasina yol actigindan bitkisel tedavi ¢cok eski caglarda oldugu gibi tekrar popiiler hale
gelmistir. Bitkiler diger canli sistemlerden farkli olarak sinirsiz sayida aromatik ve alifatik
bilesik tiretebilme yetenegine sahiptirler. Bu nedenle de fitoterapi olarak adlandirilan
bitkisel tedavi yoOntemlerindeki etken maddelerin bitkiler tarafindan iiretilen ikincil
metabolizma Ttriinleri oldugu yapilan g¢alismalarda bildirilmektedir. Bu bilesikler sinyal
(haberci) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere karsi
koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve yaglarin
sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki T{riinleri" veya "fitokimyasallar" diye
adlandirilirlar. Bitkiler sinirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine
sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substituye olmus
halleridir. Bitkilerde bulunan baslica polifenolik bilesikler basit fenoller, benzokinonlar,
fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetil asitler, hidroksisinnamik asitler, fenilpropenler,
kumarinler, naftakinonlar, kromonenler, ksantonlar, stilbenler, antrakinonlar, flavonoidler
ve ligninlerdir.

Fenolik bilesikler yapisal olarak, bir aromatik halka ve buna bagli olarak fonksiyonel

tirevleri de dahil bir veya daha fazla hidroksil gruplarini igeren maddelerdir ve basit
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fenolik molekiillerden yliksek polimerize bilesiklere siniflandirilmaktadir. Bu yapisal
cesitlilige karsin, bu grup bilesikler ¢ogunlukla polifenoller olarak isimlendirilirler. Fenolik
bilesikler ve daha yaygin olarak kullanilan ismiyle polifenoller, benzen halkasi iceren
maddelerdir. Hidroksibenzen ¢ogunlukla fenol adi ile anilir. Buna gore en basit fenolik
bilesik, bir tane hidroksil grubu igeren benzen, yani fenoldiir. Bu bilesikler zayif
asidiktirler: hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli olmalarindan dolay1
olusan fenolat anyonunun (C¢HsO") sudaki ¢oziiniirligii hayli yiiksektir (URL-3, 2010).
Fenolik bilesikler bitkilerin temel bilesenlerindendir ve bitkilerin ve onlardan tiiretilen
tirtinlerinin besinsel ve organoleptik 6zelliklerinde 6nemli rol oynarlar (Fabre vd., 2001,
Borbalan vd., 2003; Fang vd., 2007). Bu bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi olup bitkiye
koku ve tat verirken bazilar1 kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek
cok bilesik, bitkinin tadindan sorumlu olup bunlardan bazilari gida ve bazilart ise tibbi
amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup
bitki aleminde 8000°den fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir (Pietta ve Gardana,
2003). Polifenoller, bitkilerde ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum, ¢igek, kok ve govde
kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir. (Wollgast ve Anklam, 2000; Bilaloglu
ve Harmandar, 1999). Dogal olarak olusan fenolik maddelerin en yaygin grubu
flavonoidlerdir. Flavonoidlerin disinda bitki fenolleri; basit fenolleri, fenolik asitleri
(benzoik ve sinnamik asitler), kumarinleri, stilbenleri, hidrolize ve kondense tanenleri,
lignan ve ligninleri igermektedir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Fenolik asitler yaygin olarak bitki ta¢ kisminda bulunur ve antioksidan karaktere
sahiptir. Fenolik asitler; sinnamik ve benzoik asitler olmak tizere iki gruptan olusmaktadir.
Fenol karbon asitleri ile de anilan fenolik asitlerden sinnamik asitlerin yapisi C6-C3
iskeletine dayanmaktadir ve ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit 6érnekleridir. Benzoik
asitler ise C6-C1 iskeletine dayali bilesiklerdir ve yapilarindaki hidroksi ve metoksi
gruplarinin yerlesimi ve sayilarina gore ¢esitlenirler. Bunlardan birkac1; gallik asit (3-4-5-
trihidroksibenzoik asit), vanillik asit (3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit), siringik asit,
salisilik asit (2-hidroksibenzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik asit) ve
protokatekuik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit)’tir. Sekil 1’de benzoik asit ve sinnamik asit
iskelet yapis1 gosteren fenolik maddelerin temel kimyasal yapis1 gosterilmistir (Harborne

ve Simmond, 1964; Hulme, 1971; Naczk ve Shahidi, 2004).
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O OH
O OH
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R R 5 . .
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Benzoik asit Sinnamik asit

Sekil 1. Fenolik asitlerin temel kimyasal yapisi

Monohidroksi  benzoatlar etkili  hidroksil radikal siipiiriiciilerdir  ¢linkii
hidroksillenmeye ve hidroksil radikallere yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler.
Fenolik halka ile karboksilat grubu arasina metilen grubu girmesiyle olusan fenil asetik
asitlerde orto ve meta hidroksi tiirevleri de antioksidan aktivite gdosterirler. Dihidroksi
benzoik asit tlirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarina bagh
olup, o-p pozisyonlarinda aktivite yiiksek olurken, m-p pozisyonlarina sahip olanlarda
aktivite diiser (Rice-Evans vd., 1996).

Flavonoidler ¢esitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin
gruplar arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik
Ozelliklerden sorumlu olduklar1 i¢in, analizlerini 6nemli derecede ilging yapan bu tiir
tirtinlerin kalitesiyle yakindan ilgilidirler (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003). Genellikle
tiim flavonoidler; ii¢ fenolik halkaya sahip ve hidroksil ile metil grubuna gére degisen 2-
fenilkromanin tiirevleridirler. Kimyasal yapilar1 (C6-C3-C6) iskelet yapisina dayanir
(Madhavi vd., 1996; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2006; Plochmann vd., 1997).

Sekil 2. Flavonoidlerin C6-C3-C6 iskelet yapist
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Flavonoidler genisce diizlemsel molekiillerdir ve yapilarmin  c¢esitliligi
hidroksilasyon, metoksilasyon, prenilasyon veya glikozilasyon gibi siibstitiisyon
modellerinden kaynaklanir. C halkasindaki siibsitiiye gruplara ve B halkasinin pozisyonuna
bagli olarak flavonoidler ¢esitli alt gruplara siniflandirilmistir Dogal olarak meydana gelen
flavonoidler, kimyasal yapilarina gore alti gruba ayrilabilirler; flavanon, flavonlar,
flavonoller, flavanoller, izoflavonlar ve antosiyaninler (Cam ve Hisil, 2003; Madhavi,
1996; Peterson ve Dwyer, 1998). Tiim yapilar ana bilesik olan flavon (2-fenil benzopiron)
ile iligkilidir (Prasain vd., 2004).

Son yilarda pek ¢ok arastirma caligsmalari polifenoller bakimindan zengin besinlerin
tilketimiyle onlarin antioksidan Ozellikleri sayesinde kardiovaskiiler hastaliklar, belli
kanser tipleri ve diger yaslanmayla ilgili hastaliklardan korunmay1 iliskilendirmislerdir
(Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Rice-Evans ve Packer,1998; Chang ve Kinghorn,
2001). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasiteleri onlarin molekiil yapilarina
baghdir. Hidroksil gruplarinin pozisyonu ve sayist ve flavonoidlerin kimyasal
yapilarindaki diger 6zellikler onlarin antioksidan ve serbest radikal temizleme aktiviteleri
icin 6nemlidir (Suschetet vd., 1998). Kuersetin dietlerde en bol bulunan flavonol olup
serbest radikal temizleme aktivitesi agisindan tiim dogru yapisal 6zelliklere sahip oldugu
icin potansiyel bir antioksidandir (Pietta, 2000; Erko¢ vd., 2003). Flavonoidler insan
viicudu tarafindan {retilemezler ve bundan dolayr da baslica ginliikk diyetlerden
alimmalidirlar.

Bazen aglikonlar1 halinde mevcut olmalarina ragmen flavonoidler genellikle onlarin
sudaki ¢Ozlniirliigiinii artiran ve inaktif formda depolanmalarina miisaade eden glikozit
formlarinda bulunurlar (Cuyckens ve Claeys, 2004). O- ve C- olmak {iizere iki glikozidik
bag tipi vardir. C- glikozilasyon bdlgesi aglikonun C—6 veya C—8 pozisyonuyla sinirliyken,
O- glukozilasyon bolgesi genelde aglikonun fenolik hidroksil grubunda bulunur (Sekil 2)
(Becchi ve Fraisse, 1989). Aglikonlarin bir ya da daha fazla hidroksil gruplar1 asit-kararsiz
glukozidik O-C bagiyla olusan bir sekere baghdirlar. Flavonoidlerde genellikle
glikozillenen belli hidroksil gruplar1 vardir. Bunlar flavonlar, flavanonlar ve izoflavonlarda
7-hidroksil grubu ve flavonoller ve flavanollerde 3- ve 7-hidroksil gruplaridir. 5-hidroksil
grubu C—4 de bitisik karbonil grubuyla hidrojen bagina katildigi icin C—4 de karbonil
gruplu bilesikler i¢in 5-O-glukozidler nadirdir (Prasain vd., 2004).



Tablo 2. Flavonoidlerin gruplar1 ve bu gruplara ait bilesikler

Antosiyanidinler Flavonlar Izoflavonlar
@)
X
Z o)
Siyanidin Apigenin BiR{é'mA
Delfiinidin Baisalein Daidzein
Malvidin Diosmin Formpmonetin '
Pelargonodin Genkwain , | Genistein 41 R4
Petunidin Isohoifolin 2 Glisitein
Peonidin Luteloin Glisititein
Riyofilin Daidzm
8 Tektokrisi& + 1 Genistin
R7 ~ ) Slyertlm 1 — &
Flavonoller ' Flavanoller Flavanorfar
61
o__A 0
N3
S 4
R< OH
O
Astralagin Katesin Diydmin
Hiperosid Gallokatesin Eriositrin
Isokuersitrin Epikatesin Eriodisitiyol
Isohamnetin Epigallokatesin Hesperetin
Kempferid Epikatesin-3-gallat Hesperidin
Kampferol Epigallokatesin-3-gallat Isosakuranetin
Mirisetin Naringenin
Kuersetin Naringin
Kuersitrin Narirutin
Ramnetin Neriositrin
Rutin Neohesperidin
Pinosembrin
Ponsirin
Prunin
Antosiyaninler, flavanollerin B aromatik halkasina bir hidroksil grubunun

baglanmasiyla meydana gelir. Aglikonlar1 antosiyanidinler’dir. En énemlileri; apigenidin,
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siyanidin, malvidin ve delfiinidin’dir. Antosiyaninler bitkilere kirmizi, mavi veya menekse
rengi veren, suda ¢Oziiniir pigmentlerdir. Renkli meyvelerde 6zellikle kirmizi ve mor renkli
meyvelerde bol miktarda bulunur. Flavilyum katyonunun B halkasinda yer alan bilesene
bagli olarak renk degisir; renk, -OH grubu arttikga maviye, -OCH3 grubu arttik¢a kirmiziya
dogru degismektedir (Mazza ve Brouillard, 1990). Bitkilerde yaklasik 200 farkl
antosiyanin teshis edilmistir. Antosiyaninlerin yapisinda hetorosiklik bir halka olan
pirilyum katyonu bulunmaktadir. Pirilyum ise yapisinda pozitif yiiklii bir oksijen bulunan
bir oksonyum iyonudur. Antosiyaninler bu eksik elektrondan otiirii oldukca aktif
niteliktedir. Antosiyaninler kimyasal olarak 2-fenilbenzopirilin’in polihidroksi ve
polimetoksi tlirevlerinden olusan glikozitlerdir. Bu yapi, seker gruplarmmin (mono-ditri
sakkaritler), seker olmayan (aglikon) maddelerle birlesmesi ile olusmaktadir.
Antosiyaninlerin seker olmayan kismi, fenolik maddelerden antosiyanidinler (C6-C3-C6)
olarak adlandirilmaktadir. Her bir antosiyanidinin farkli seker ya da asitlerle, farkli
pozisyonlarda baglanmasi ile ¢cok sayida antosiyanin olusabilmektedir. (Jamet ve Ebeling,
2002). Antosiyaninler arasindaki farkliliklar molekiildeki hidroksil ve metoksil gruplarinin
sayist ve konumu, molekiile baglanan sekerlerin sayisi, tiirii ve baglanis pozisyonu ve
molekiildeki sekerlere bagli bilesiklerin tiiriinden kaynaklanmaktadir (Clifford, 2000).
Antosiyaninler, yliksek antioksidan kapasiteye sahip olup aktif oksijen formlarinin neden
oldugu kanser, kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin olusum ve gelisimini dnlemektedirler
(Wang vd., 1997; Nakajima vd., 2004). Tablo 3’de bu caligmada analiz edilen fenolik

bilesiklerin formiilleri verilmektedir.
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Tablo 3. HPLC analizlerinde kullanilan fenolik bilesikler ve formiilleri

fenghk Bilesigin Formiilii Fenphk Bilesigin Formiilii
Ismi Ismi
HO O
O OH
7
Gallik asit p-Kumarik asit
HO OH
OH
OH
O OH O OH
=
Protokatekuik asit Ferulik asit
OH
OH
OMe
OH
O OH
O
p-H1droks1benzo1k Benzoik asit @)J\OH
asit
OH
s oH
OH HO. o 0.~y ‘JiOH on
| i
Katesin HO o O OH | Rutin oo he i;ij
HO--_
OH HE oy
HO O
0
HO_ O OJ\/\C[OH =
Klorojenik asit oH| 0-Kumarik asit
OH
OH OH

OH
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Tablo 3’iin devami

Fenolik Bilesigin Formiili Fenolik Bilesigin Formiili
Ismi Ismi
O OH
HC. cH, s
- NN
SO . CIS, trans- OH
Vanillik asit .
OMe Absisik asit o CH, 0”7 “OH
OH
@) OH O OH
= 7
Kafeik asit tra}nS-Slnnamlk
asit
OH
OH
O OH
Siringik asit Kuersetin
MeO OMe
OH
OH e} e}
OH ~"cH,
Epikatesin HO O o O Propil paraben
OH
OH OH

1.5. Kromatografi

Kromatografinin ilk uygulamalarin1 bir Rus botanik¢i olan Mikail Tswett 1903

yilinda gergeklestirmistir. Tswett bitki pigmentlerini, i¢ini kalsiyum karbonat ile

doldurdugu bir cam boruda birbirinden ayirmistir. Pigmentler kolunun ic¢inde ayrilirken

renkli bantlar olusturdugunda Tswett bu yonteme yunanca renk anlamia gelen “chroma”
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ve yazma, kaydetme anlamina gelen “graphien” kelimelerini birlestirip “chromatography”
adin1 vermistir (Skoog vd., 1998; Giindiiz, 2001; Ettre, 2003).

Kromatografi, bir karistmda bulunan bilesenlerin  birbirinden ayrilmasini
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 yontemlerin genel
adidir (Yildiz ve Geng, 1993). Bu yontemlerde c¢alisma diizenegi temel olarak iki
bilesenden olusur. Bu bilesenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz ad1 verilir. Sabit
faz bir kolon igerisine doldurulmus veya diiz bir zemin iizerine yayilmis herhangi bir kati
veya kati lizerine emdirilmis bir s1vi, hareketli faz ise sivi, gaz veya siiperkritik bir akigkan
olabilir. Sabit fazin amaci maddeleri iizerinde alikoymak, hareketli fazin amaci da
maddeleri sabit fazin iizerinde hareket ettirmektir. Hareketli faz bir kolon i¢inde, ya normal
gravitasyon (yer ¢ekimi) kuvvetiyle veya basingla kolondaki sabit faz iizerinden gegirilir.
Ayirim, maddelerin sabit faz ile hareketli faz arasindaki tercihi dogrultusunda
ger¢ceklesmektedir. Hareketli fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu
maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki farkl
bilesenler i¢in farkli miktarlarda olur. Karigimdaki bilesenler farkli kimyasal ve
fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 sabit faza farkli kuvvetlerde tutunmakta bu nedenle
hareketli faz maddeleri farkli hizda siiriklemektedir. Boylece bilesenler sabit fazin
sonlarina dogru, farkli hizlarda ilerledikleri i¢in, birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi
farkli zamanlarda terk ederler. Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun
bir bigimde OSlgiiliir ve zamana veya mobil fazin kullanilan hacmine karsi y-ekseninde
isaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde edilir (Skoog vd., 1998; Giindiiz,

2001).

1.5.1. Kromatografik Yontemlerin Simiflandirilmasi

Kromatografik yontemleri tek bir 6l¢iite gére siniflamak zordur. Birden fazla kriterde
farkli 6zellikte kromatografik uygulamalar mevcuttur. Kromatografik yontemler sabit fazi
tastyan yiizeye gore temelde kolon ve diizlemsel olarak ikiye ayrilir. Kolon ve diizlemsel
kelimeleri, sabit fazin tutturuldugu yiizeyin geometrik sekillerini anlatmaktadir (Skoog vd.,
1998; Giindiiz, 2001).

Ayirma mekanizmalarina gore ise kromatografik yontemler;

e Adsorpsiyon kromatografisi

e Dagilma (paylasim) kromatografisi
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e Iyon degistirme kromatografisi
e Boyut eleme (jel filtrasyon) kromatografisi

olarak siniflandirilabilir.

Tablo 4. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Hareketli fazlar Ayirma mekanizmalari Sabit fazn} .
tutturuldugu yiizey

Gaz kromatografisi: Gaz-sivi; . .

Gaz-kati Adsorpsiyon kromatografisi Kolon

Sivi kromatografisi: Stvi-sivi;  Dagilma (payl'aslm) Diizlemsel

Sivi-kati kromatografisi

Stiper kritik akigkan . . .

kromatografisi Iyon degistirme kromatografisi

Boyut eleme kromatografisi

Adsorbsiyon Kromatografisi: Sivi kromatografi tarihinde ilk olan ayrim yontemidir.
Adsorbsiyon kromatografisi silikajel ve alumina gibi adsorban maddelerin ylizeyi ile
ilgilidir. Bu adsorban molekiiller sabit fazi olusturur. Bir maddenin tutunma giici,
molekiiliindeki fonksiyonel grup tiiriine ve sayisina bagl olup, farkli maddeler kolonu
farkli zamanlarda (alikonma zamani) terk eder (Trathningg vd., 2004).

Dagilma (paylasim) Kromatografisi: Ornekteki madde veya maddeler, sabit ve
hareketli faz arasinda dagilir. ki faz arasinda siirekli aktarimlar sonunda ¢dziinen
molekiiller, hareketli faz sisteme verildik¢e numunenin ¢oziinmiis kismi kolonda taginir.
Coziinen madde kolonda yalniz hareketli fazla tasindigindan, ortalama go¢ hizi, ¢oziinen
maddelerin hareketli fazda ge¢irdigi zamanin sabit fazda gegirdigi zamana oranina
baghdir. Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan tiirler i¢cin bu oran kiiciik, hareketli fazda
tutulma biiylik ise ayni1 oran biiyiiktiir. Dagilma kromatografisinde sistemin ayirim giicii,
sabit faz, hareketli faz ve maddenin polaritesine bagli olarak degisir (Skoog vd., 2000).

Iyon Degistirme Kromatografisi: Iyonlarmn iyon yiiklerine gére yiizeye tutturulmus
baska bir iyonun yerini alma olayidir. iyonlarm (katyon-anyon) yer degistirmesine dayanan
bu kromatografi, inorganik iyonlarin, proteinlerin, peptidlerin ve aminoasitlerin ayrimi i¢in
oldukca uygundur. Iyon degistirme mekanizmasinda hareketli fazin pH' s1 ve iyonik giicii
alikonma stiresi iizerinde, hareketli fazin organik ¢oziicli igerigine oranla daha fazla

etkilidir (Kato vd., 2004).
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Boyut Eleme Kromatografisi: Jel gecirgenlik veya jel siizme kromatografi adi verilen
boyut eleme kromatografi, 6zellikle yiiksek mol kiitleli tiirlere uygulanabilen bir tekniktir.
Boyut eleme kromatografi i¢in dolgu maddeleri, ¢6ziinen madde ve ¢oziicli molekiillerinin
icine diflizlenebilecegi diizglin bir gézenek ag1 iceren kiiciik boyutlu silis veya polimer
partikiillerden meydana gelmistir. Gozenekler i¢cinde molekiiller, etkin bir sekilde yakalanir
ve hareketli faz akimi ile uzaklastirilir. Dolgu maddesinin ortalama gozenek acikligindan
daha biiyiik olan molekiiller disarida tutulur ve bdylece hi¢ alikonmazlar. Bu gibi tiirler ilk
olarak eliie edilirler. G6zeneklerden 6nemli derecede kiigiik capa sahip olan molekiiller,
labirent seklindeki gozeneklere niifuz edebilir veya gecebilir, boylece en uzun siire
tutulmus olurlar; bunlar en son eliie edilirler. Dolgu maddesinin goézenek biiylkligi ve
ornekte bulunan molekiillerin boyutu alikonma siiresini etkiler (Skoog vd., 1998).

Kromatografi hareketli fazin 6zelliklerine bagli olarak baslica li¢ forma ayrilabilir:
gaz kromatografisi, sivi kromatografisi, stiperkritik akigkan kromatografisi. Hareketli fazin
gaz oldugu kromatografi tiirli gaz kromatografisi, sivi oldugu tiire ise s1vi kromatografisi
denir. Kritik sicakliginin iizerindeki sicakliga kadar 1sitilip, basing ile sivilastirilan gazlar
ile gerceklestirilen kromatografiye siliper-kritik akigkan kromatografisi denir (Skoog vd.,
1998).

Kromatografik yontemde hareketli faz apolara yakin, sabit faz polar ise normal faz
kromatografi (Normal Phase Chromatography, NPC), hareketli faz polara yakin sabit faz
apolar ise ters faz kromatografi (Reversed Phase Chromatography, RPC) olarak
adlandirilir. Normal faz kromatografisinde sabit faz oldukca polar yapida (6rnegin silika
jel), hareketli faz ise n-hekzan ya da tetrahidrofuran gibi apolar yapidadir. Burada polar
olan kolon dolgu materyali ile etkilesen polar orneklerin alikonma siireleri daha az polar
olan drneklere oranla daha fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden daha polar olanlar,
kolondan daha geg ¢ikarlar ve ayirma gergeklesir. Ters faz kromatografisinde ise sabit faz
apolar (hidrofobik), hareketli faz ise su ve asetonitril karisimi gibi polar yapidadir. Burada

apolar yapidaki 6rnek bilesenleri kolonda daha uzun kalirlar (Snyder vd., 2010).

1.5.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

S1vi kromatografisinin ilk uygulamalari, cam bir kolona doldurulan tanecik boyutlar
100-250 um olan sabit fazlarla yapilmaktaydi. Hareketli fazin bu taneciklerin arasindan

numuneyi stiriiklemesi yer ¢ekimi kuvvetiyle oldugundan analiz uzun siirmekte dolayisiyla
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bilesenlerin bantlar1 genis olmaktaydi. Cam kolona basing ya da vakum uygulandigindaysa
sabit faz taneciklerinin biliyiik olmasi1 sebebiyle maddeler sabit fazla etkilesememekte ve
ayirm gergeklesememekteydi. Sabit faz taneciklerinin gelisen teknoloji ile 3-5 pum
indirilmesi ve bu taneciklerin arasindan hareketli fazi gecirebilecek basingta pompalar
gelistirilmesiyle yiiksek performansli sivi kromatografisi olusmustur (A.U., 2006). Yiiksek
performansl s1vi kromatografisine, Ingilizce sdylenisinin bas harfleriyle olusmus HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) denilmektedir Giiniimiizde &zellikle
biyolojik, farmakolojik, besinsel, ¢evresel ve endiistriyel v.b. numunelerde organik ve
anorganik bilesiklerin ayrilma ve belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir.

Avantajlart;

¢ Analiz sonuglarinin tekrar edilebilirliginin yiiksek oldugu bir cihazdir.

e Uygun kolonlar kullanildiginda tiim kromatografik tekniklerin uygulanabildigi bir

cthazdir.

e Sivi ortamda ¢oziinebilen hemen hemen tiim bilesenlerin ayrimi i¢in kullanilabilir.

e Ucucu olmayan ve sicaklikla kolayca bozulabilen maddelerin ayrilmasina

uygundur. Amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar,
karbohidratlar, ilaglar, terponoidler, pestisitler, antibiyotikler ve steroidler gibi
bir¢ok biyoteknolojik {iriine uygulanabilir.

e Farkli prensiplerle calisan ¢ok sayida dedektore uygundur.

¢ Analiz i¢in kullanilan 6rnek hacmi kiigiiktiir (10-100 pL).

e HPLC kolonlar rejenerasyon gerekmeksizin pek ¢cok kez kullanilabilir.

¢ Duyarlik ¢ok yiiksektir, 10 pg lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron yakalama

dedektorleri kullanilarak tayin edilebilir.

e Analiz siiresi nispeten kisadir.

Dezavantajlari;

e Hareketli faz sarfiyati fazladir.

e HPLC’de hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiciilerin maliyeti yiiksektir.

HPLC enstriimanlar1 bir hareketli faz deposu, bir pompa, bir enjektor, bir ayirma
kolonu (secimli dn-kolon), bir dedektdr ve bir integratér veya bilgisayarl dijital sinyal
alicist ve ihtiyaca gore bir kolon 1siticist igerirler. Kromatografik analiz siireci, ¢oziiclide
¢cOziinmiis Ornegin sisteme enjekte edilmesi ile baglar. Bu sistemin kalbi, ayirmanin
gerceklestigi kolondur. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon iginde

bilesenlerine ayrilmaya baslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektor tarafindan
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kaydedilir. Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamami

kromatogram olarak adlandirilir.

Gradiyent
iinite

Pompa

/ Kolon
K

Q o

Mobil faz Mobil faz I \
A B

Enjeksiyon Dedektor
loopu

Sekil 3. Bir HPLC cihazinin sematik gosterimi

1.5.2.1. Hareketli Faz Deposu ve Hareketli Faz

Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, 200-1000 mL ¢6ziicli igeren camdan
veya gelikten yapilmis hazne igermektedir. Coziiciilerin bulundugu hareketli faz depolari
kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢oziinmiis
gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir (Skoog vd.,
1998). Cogunlukla bu sistemler, ¢oziicli i¢cinde bulunabilecek toz ve partikiil halindeki
maddelerin pompaya ve enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu tikamamasi
i¢in, toz ve partikiil maddeleri siizmeye yarayan bir siizme diizenegi de igerirler.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicli kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik elusyon
olarak adlandirilir. Siklikla, ayirma etkinligi gradiyent eltisyonu ile biiyiik 6l¢iide arttirilir.

[zokratik Elusyon: Kolona sabit bilesimdeki hareketli faz pompalanir. Hareketli fazin
polaritesi sabit oldugu icin kolona ¢ok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan atmak zorlasir
ve elusyon siiresi uzar. Maddelerin molekiil biiytikliigiine gore tayini de bu elusyon tiirii ile
gergeklesir.

Gradient Elusyonu: Hareketli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degisir.
Analiz 6rneginin kolon dolgu materyali yiizeyine afinitesi énemlidir. Ortamdaki eluentin
polaritesi zamanla degistirilerek orneklerin partikiil yiizeyine afinitesi degistirilir ve ayirma
saglanir. Gradiyent eliisyonda c¢oziiclinlin bilesimi programlanarak ya devamli veya

basamakl: arttirilabilir. Gradiyent eliisyonu da diisiik basingli ve yiiksek basingli gradient
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elisyon olmak tizere iki kisma ayrilir. Diislik basingh gradient sistemde tek pompa,
maksimum 4 farkli mobil faz kullanilir ve hareketli fazlar pompadan once karistirilir.
Yiiksek basingli gradient sistemde ise 2 ya da 3 pompa, 2 ya da 3 farkli mobil faz kullanilir
ve mobil faz pompadan sonra karistirilir.

Maddeleri kolonda siiriikleyen ¢Oziicii sistemidir ve igerigi analize gore
belirlenmelidir. Hareketli faz maddelerin kolona tutulmasina izin vermeli fakat aym
zamanda tutunan maddeleri siiriikleyebilmelidir. Eger hareketli faz maddelerin kolondan
tutulmasina izin vermez ise maddeler birbirinden ayrilamaz, kolonda tutunan bilesikleri
stirikleyemez ise de kolondan c¢ikartip dedektdre ulastiramaz ve bilesenler dedekte
edilemezler (A.U., 2006).

Hareketli faz olarak kullanilan ¢6ziiciiler ¢cok saf olmalidirlar ve kesinlikle partikiil ve
hava kabarcig1r igermemelidirler. Analiz esnasinda sistemde olusabilecek bir hava
kabarcigi, dedektoriin onlinden gecerek istenmeyen sinyaller verebilir ve kolondaki
partikiillerin homojen dagilimin1 bozabilmektedir. Fakat ¢ofu c¢oziiciiciliniin igerisinde
¢Oziinmiis gazlar bulundugundan, hareketli fazlar hazirlandiktan sonra bu c¢oziinmiis
gazlardan arindirmalidirlar. Bu igleme gazan arindirma (degaz) denir.

Hareketli faz olarak kullanilacak c¢oziiciiler istenen kromatografik ayirma
mekanizmasina gore belirlenir. Normal faz sivi kromatografisinde maddeler polar kolonda
adsorpsiyon prensibiyle ayrilacaksa, hareketli faz coziiciileri apolar olmalidir (hegzan,
pentan, kloroform, ksilen vb. ya da bunlarin karigimlari). Ayirim ters faz yontemi ile
yapilacaksa hareketli faz coziiciileri polara yakin olmalidirlar (su, metanol, asetonitril,

etanol vb. ya da karisimlari) (Snyder vd., 2010).

1.5.2.2. Pompa

Kolon dolgu materyali olarak firetilen partikiillerin kolon igerisine doldurulmasi
islemi ve hareketli fazin hareketlendirilmesinde kullanilan pargadir. Bir HPLC pompasi
6000 psi (=410 atm) basinca kadar ¢ikabilmektedir (Skoog vd., 1998; A.U., 2006).
Kullanilan partikiillerin  boyutu kiigiildiikce uygulanan basincin da arttirilmast
gerekmektedir. Ancak kiiciik partikiiller yiiksek ¢oziiniirliik, hizli analiz ve yiiksek 6rnek
yiikleme kapasitesi gibi bir takim avantajlara da sahiptir. Modern pompalar asagidaki
Ozelliklere sahiptir:

e 400 atm’e kadar basing iiretimi,
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¢ Puls icermeyen basing ¢ikisi,

e Cok sayida c¢oziicliniin korozyon etkisine dayanakli (paslanmaz celik veya
teflondan yapilmis sizdirmazlik),

o Akis hiz1 hassas ayarlanabilmeli ve kararli akis hizinda calisabilme (0,01-10
mL/dk arasinda akis hiz1 ve %0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikte akis
kontrolii).

Ticari olarak mevcut pompalama sistemlerinin farkli tipleri sunlardir (Skoog vd.,

1998; URL-4, 2010):

¢ Pistonlu pompalar (emme basma pompa)

e Siringa tipi (siirgiilii) pompalar

e Dogrudan gaz basing pompalari

e Pnomatik hizlandirici pompalar

Pistonlu pompalar en yaygin kullanilan HPLC pompalaridir. Calisma mekanizmast
tulumba gibidir. Genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢oziicliniin
pompalandig kiigiik bir silindirden meydana gelmistir. Pistonlu pompalar pulslu bir akis
tirettiklerinden dolay1 sakincalidir. Pistonlu pompalarin Gstiinliigii; kiiglik i¢ hacimleri (35-
400 pL), yiksek basing ¢ikist (700 atm’e kadar), gradiyent eliisyona uyarlanmaya hazir
oluslar1 ve kolon geri basincindan ve ¢oziicli viskozitesinden biiyiik 6l¢iide bagimsiz olan
sabit akis hizlaridir.

Siringa tipi pompalar, enjektor gibi ¢aligirlar ve bir piston haznesindeki hareketli fazi
sisteme enjekte ederler. Bir motordan gili¢ alan vidali mekanizma ile kumanda edilen
sizdirmaz bir siirgiisii olan, siringa benzeri silindirik bir kaptan ibarettirler. Siirgiilii
pompalar da viskoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akis iiretirler. Ayrica ¢ikis akimi
pulssuzdur. Sakincalari; smirh ¢oziicii kapasitesi (=250 mL) ve ¢oziicii degistirilmesi
gerektiginde karsilasilan giicliiklerdir.

Dogrudan gaz basing pompalarinda, yiliksek basingta sivi akisinin saglanmasi,
genellikle azot veya helyum gazimin kullanilmasiyla olur. Gaz basinci, hareketli fazin
ylizeyine dogrudan veya bir diyafram yoluyla uygulanir. Bu sistem sinirli bir hacme
sahiptir, bu yiizden durdurularak tekrar ¢oziicii ile doldurulmalidir. Avantaji, ucuz ve tek
hareketli faz kullanildiginda giivenilir olmasidir.

Pnomatik (havali) pompalar da gaz basinciyla ¢alisir. Gaz basinci kiigiik alanli bir
pistonu iten biiyiik alanli bir pistona etki eder. Gaz basinci bdylece pistonlarin yiizey

alanlar1 oraninda kuvvetlenir. Sabit basingtaki sivi sisteme dagitilir. Sivinin pompay1 terk
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etme hizi, ¢oziiciiniin viskozitesine, pompa ¢ikisindaki akisin direncine ve kolon dolgu
maddesiyle olan etkilesimine baglhdir.

Modern HPLC donanim pompalart bilgi islemci kontrollii olup, ¢ok c¢esitli firma
tarafindan degisik modellerde iiretilmektedir. Pompalarin ayn1 zamanda ¢6ziicli oranlarin
da degistirebilecek sekilde programlanabilmesi, ¢0ziicl programlamasi adi verilen ve ¢ok
daha etkin bir ayirmay1 saglayan teknigin uygulanmasina olanak verir. Coziiciiler, ayirma
kolonuna girmeden once karigtirilirlar. Bu sistem gerekli ayirmay1 saglamakta kullanilan
iki hareketli faz icin, iki yiiksek basin¢ pompasina ya da gradiyent valfe sahiptir. Bu
amacla kullanilacak iki hareketli fazin tamamen karigabilir olmasi gerekir. Pompalar
yoluyla ¢oziiciiler, ya difiizyon ya da mekanik olarak calisan kii¢iik hacimdeki karigtirma

odalarinda karistirilirlar.

1.5.2.3. Enjeksiyon Loopu

Analiz edilecek karigimin sisteme verildigi parcadir. HPLC cihazlarinda manuel (elle
kumanda edilen) ve bilgisayar kumandali oto-enjektorler (auto sampler) olmak {izere 2
cesit loop bulunmaktadir (A.U., 2006; URL-4, 2010).

Manuel enjektorlerde ornegin enjekte edilebilmesi i¢in enjektor once doldurma
pozisyonuna (load position) getirilerek 6rnek, istege gore segilebilen sabit hacimli, loop
igerisine doldurulur. Loop’a doldurulan 6rnek hacmi loop sabit hacmini gegerse, fazla olan
kisim disartya otomatik olarak atilir. Daha sonra enjektoriin kolu enjeksiyon pozisyonuna
(inject position) getirilerek 6rnek mobil faz igerisine enjekte edilmis olur. Kullanilan loop
hacimleri c¢ok degisken olup genellikle 5 pl-5 mL araliginda degisir. Loop hacmi
kiiciildiikge tekrarlanabilirlik adina yapilan hata oran1 da biiylimektedir.

Oto enjektorler XY tipi ve carousel tipi olmak lizere iki tiptir. XY tipinde enjektor
hareketli olup belirtilen koordinatlara giderek ornegi sisesinden c¢ekmekte ve loop
vasitasiyla mobil faza enjekte etmektedir. Bunun igin segilen orneklere ait bilgilerin,
gerekli yazilim kullanilarak, onceden bilgi islemciye girilmesi gerekmektedir. Carousel
tipinde ise ornekler donen, dairesel sekilli bir tasiyici vasitastyla sabit bir enjektoriin altina
taginmaktadir. Otomatik enjektorler ile istenen hacimlerde numuneyi sisteme vermek
mimkiindiir.

Numune enjeksiyonu yiiksek basingta yapilir. Enjekte edilen numune, yliksek

basingta pompalanmakta olan hareketli fazin arasina verilir ve numune kolona dogru
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hareketli faz tarafindan stiriiklenir (Glindiiz, 2001). Ulasma ¢ok kii¢iik bir hacim iginde
olur (numune dagilmaz). Ciinkii hareketli faz, sivisinin biiylik bir kismi yan gecisten
yoluna devam ederken, ¢ok az bir kismi numuneyle karisip ana hareketli fazla birlesir.
Boylece numune fazla seyrelmeden (dagilmadan) kolona ulasir. Numune seyrelirse

dedektdrden yayvan pikler elde edilir.

1.5.2.4. Kolonlar

Modern HPLC donaniminin 4 temel yapi tagindan birisi olan kolon, karmagsik
orneklerde bilesenlerin birbirinden iyi ¢Ozilniirliikle ayirimindan sorumlu sabit fazdir.
Kolon imalatinda yap1 materyali olarak 316 paslanmaz ¢elik, teflon, cam veya peek en sik
tercih edilenlerdir.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gergeklestirilen ayirma ile yani,
kolon dolgu maddesinin secilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir. Iyi bir kolon dolgu
maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere karsi
inert olmalidir. Genis ylizey alanina, diizgiin olarak dagilmis ve hareketli faza kolay
erisebilir acik yapisal yilizeye sahip olmalidir. Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan
etkilenmemelidir. Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama pargacik capi, kolonu
doldurmak i¢in kullanilan teknikler, kolonun i¢ ¢ap1 ve kolonun i¢ yiizeyinin geometrisi
gibi pek cok faktor tarafindan tayin edilir. Paslanmaz ¢elik kolonlarin, malzeme 6zellikleri
acisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya ¢ikmistir. Analitik uygulamalarda, 2,1 mm, 3,2
mm ve 4,5 mm i¢ ¢apa sahip kolonlar 10-30 cm arasindaki uzunluklarda kullanilirlar.

Kolon dolgu maddesi olarak genel de boncuk seklinde iki tip madde kullanilir.
Birinci tip maddeler gézenekli olmayan cam veya bir polimerden yapilir. Caplar1 genellikle
30-40 um’dir. Yiizeylerine gézenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirme reginesi
kaplanir. Bazi uygulamalarda bu sekilde kaplanmis olan boncuklarin {istiine bir kaplama
daha yapilir, bu adsorpsiyonla kaplanmig veya yayilmis bir sividir. Boncuk seklindeki
parcaciklar duruma gore dogrudan bir organik maddeyle de kaplanabilir. Bunlar halen
sadece koruyucu kolon dolgu maddesi olarak kullanilir. Boncuk seklinde olan ikinci tip
maddeler gozeneklidir. Bunlar ¢aplar1 3-10 um olan mikro pargaciklardir. Bunlar da silika,
alimina ve iyon degistirme reginelerinden yapilir. Ancak en cok silikadan yapilanlar
kullanilir. Gozenekli madde neyle yapilmis olursa olsun, yiizeyi film seklinde organik

maddeyle kimyasal veya fiziksel olarak kaplanir (Giindiiz, 2001).
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Kolonun, hareketli fazin girdigi ve ¢iktig1 ucglarinda siiriiklenmemesi icin iki tikag
(frit) bulunur. Tikaglar porlu yapida olup sivinin gegisine izin vermekte fakat sabit fazin

gecisine izin vermemektedir (A.U., 2006).

Sabit Faz

Sekil 4. Bir HPLC kolonu

Kolonun ayirim giicii ve performansi yapildigi materyalden ¢ok, i¢ yiizeyine yapilan
kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden etkilenmektedir.
Kullanilan bu tiir kaplama malzemeleri ¢ok c¢esitli olup, kullanilacak mobil fazin ve
uygulanacak HPLC metodunun 6zelliklerine ve analizi yapilacak 6rnegin bilinen kimyasal
ve fiziksel oOzelliklerine gore segilmelidir. Segilecek kolonun HPLC uygulamasinda
kullanilacak akis hizit ve dolayisiyla olusacak basinca dayanikli olmasina dikkat
edilmelidir. Birgok analitik kolonun i¢ ¢apt 2-5 mm araliginda degismektedir. Kolon i¢
capi arttikca akis hizi ve i¢ doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢oziintirligi
dolayistyla duyarlilik azalmaktadir. Kolonlarin boylari (uzunlugu) c¢ok c¢esitli olup
genellikle 30-300 mm araliginda degismektedir. Kolon uzunlugu arttik¢a Ornek
bilesenlerinin ayirimi daha iyi olmakta fakat analiz siiresi uzadig i¢in daha fazla mobil faz
harcanmaktadir. Kolon boyutlarinin tanimlanmasina uluslararasi standartlar getirilmistir.
Buna gore dnce mm cinsinden uzunluk ve ¢ap yazilmakta, bunu firma adi, sabit faz tiiri,
A° tiiriinden poroz yiizey ¢ap1 ve um cinsinden partikiil biiyiikliigii izlemektedir. Ornegin,
250/4,6 Nucleosil C18 100-5 yazildiginda, kolonun 250 mm uzunluk ve 4,6 mm i¢ ¢apa
sahip oldugu anlasilmaktadir. Kolonun firmasi (markasi) Nuclesoil olup, sabit faz tiirii
normal fazda kullanilan bir tiir olan C18’dir. Poroz yiizey ¢api 100 A° olup, dolgu
materyaline ait partikiil biiyiikligi 5 pum’dir (URL-5, 2010).
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1.5.2.5. Koruyucu Kolonlar

Analitik kolonlar, maliyetli olduklarindan, dmriinii artirmak amaciyla hareketli faz
bunlara gelmeden 6nce genellikle kisa bir kolondan gegirilir. Bu kolonun gorevi, sadece
partikiil haldeki maddeleri ve c¢oziicii i¢indeki yabanci maddeleri tutmak degil, ayni
zamanda numune i¢inde bulunan ve durgun faza tersinmez olarak baglanan bilesen durgun
faz ile doyurularak analitik kolondaki c¢oziicii kaybinin en aza indirilmesini saglar.
Koruyucu kolonun dolgu maddesinin bilesimi, analitik kolonunkine benzer olmalidir;
bununla beraber, basing diisiisiinii en aza indirmek i¢in tanecik boyutu genellikle daha
biiytiktiir. Koruyucu kolon kirlendigi zaman tekrar yeni dolgu maddesi ile doldurulmali

veya ayni tipteki bir yenisi ile degistirilmelidir (Skoog vd., 1998).

1.5.2.6. Kolon Firimm

Bir¢ok uygulama icin kolon sicakligimin yakindan kontrolii gerekli degildir ve
kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak, ¢ogu zaman, kolon sicakligi, derecenin onda
bir kac1 hata ile sabit tutuldugu zaman daha iyi kromatogramlar elde edilmektedir. Birgok
modern ticari cihaz, kolon sicakligini oda sicakhigindan, 150°C’ye kadar her sicaklikta
onda bir hata ile sabit tutabilen kolon 1siticilari ile donatilmistir. Kolonlar, sabit sicakliktaki

suyla da kontrol edilebilirler (Skoog vd., 1998).

1.5.2.7. Dedektorler

Kolonda ayirimi yapilan analizlenecek maddeye ait bilesenlerin alikonma
zamanlarina gore sirayla igerisinden gecerken miktar tayinlerinin yapildigt HPLC
donanimidir. Ornek, hareketli faz ile birlikte kolon boyunca siiriiklenerek dedektore taginir.
HPLC cihazlarinda kullanilan dedektdrler, diger sivi kromatografisi cihazlarinda kullanilan
dedektorlerle aynidir. Analizin amacina gore farkli dedektorler kullamilir. Ideal bir
dedektor su 6zelliklere sahip olmalidir (Glindiiz, 2001; URL-4, 2010):

1. Diisiik giiriiltii seviyesine sahip olmalidir bu sayede ayrilan bilesenlerin kiiciik

miktarlar1 saptanabilir.

2. Hizli ayrilan pikleri kaydetmek i¢in siiratli cevap zamanina sahip olmalidir.
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3. Hareketli fazdaki akis hizi, sicaklik ve fazin bilesimindeki degisimlere karsi bir

dereceye kadar cevap vermemelidir.

4. Biitliin ¢oziinenlere cevap vermelidir veya en azindan tahmin edilebilir bir

secicilige sahip olmalidir.

5. Elde edilen piklerden nitel pikler de elde edilebilmelidir.

6. Olusan pikler kalitatif bilgi de saglamalidir.

Kullanilacak dedektoriin tiirli analiz edilecek maddenin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore secilmelidir. HPLC donaniminda 4 temel bilesenden birisi olan
dedektorler, 6rnek bilesenlerini tayin ederken Olgtiikleri fiziksel 6zelliklere gore, 8 ¢esittir:

Ultraviole/goriinir  bolge dedektorii  (Ultraviolet/Visible  dedector-UV/VIS):
Absorbans dedektorleri kromatografi kolonundan gelen eliiantin absorbansini 6lgen
cihazlardir. Bir¢ok absorbans dedektorleri ¢ift 151n demetlidir. Isin demetlerinden birisi
eliie edilmis ¢ozeltiden, diger demet ise, siddetin azaltilmasi igin bir filtreden gegirilir. Bu
demetleri 6lgmek icin birbiriyle uyumlu ¢alisan iki fotoelektrik dedektor kullanilir. Isin
yolu kesicili bir sistem de kullanilabilir. Bu durumda tek fototiip yeterli olur. Her iki
durumda da kromatogram, doniistiiriilmiis iki sinyalin oraninin logaritmasinin zamana
kars1 cizilen grafiginden meydana gelmistir. Spektrum taramasi yapmak, farkli dalga
boyunda calismak veya dalga boyunu zamana karsi programlamak miimkiindiir (Giindiiz,
2001; URL-5, 2010).

Fotodiyot dizisi dedektorii (Photodiode array dedector-DAD): UV/VIS dedektérden
farki, 512 elementten olusan bir yiizeyde, her elementin ayri1 bir dalga boyundaki
absorbansi es zamanli olarak 6l¢ebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak
ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini1 gérebilmek olasidir. Ayrica istenilen
dalga boyu aralifinda calisilabilmesi bu dedektdriin sagladig: bir diger 6nemli avantajdir.
Kullanilan 151k kaynagi déteryum veya tungsten lambadir (URL-5, 2010).

Floresans dedektorii (Fluorescence dedector-FLD): Organik maddelerin yaklasik
%15°1 floresans olusturma yetenegine sahiptir. Olusan fluoresans dlciilmektedir. En basit
floresans dedektorlerinde, uyaric1 kaynak olarak civa lambasi, 1ginlari stizmek icin de bir
veya birkag filtre kullanilir. Daha iyi cihazlarda kullanilan 151k kaynagi ksenon lamba olup
floresans 1simasini izole etmek icin ise optik a§ monokromatdr kullanilir. Duyarlilig
UV/VIS dedektore gore en az 10 kat fazladir (Skoog vd., 1998; URL-5, 2010).

Iletkenlik dedektdrii (Conductivity dedector-CDD): iletkenlik 6lciiliir. Daha ¢ok

anyon ve katyon analizlerinde kullanilir. Sicaklik kontrolii ¢ok 6nemlidir bu sebeple kolon
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firm igerisinde calisilmalidir. Kullanilan mobil fazin iletkenligi ne denli diisiik olursa
olusan giiriiltii de o denli diisiik olur (URL-5, 2010).

Refraktif indeks dedektorii (Refreactive index dedector-RID): Kirilma indisi 6lgiiliir.
Ornek bilesenlerinin bulundugu ortamda yogunluk artacagindan gelen 11k kirilarak
hiicreyi terk eder. Isigin 6lgiilen kirilma oranindan (kirilma indisi) kantitatif tayin yapilir.
Kirma indisi dedektorlerinin, hemen hemen biitiin analitlere cevap vermek gibi 6nemli bir
Ustiinliigii vardir. Ayrica giivenilirdirler ve akis hizindan etkilenmezler. Ancak, bunlar
sicakliga kars1t oldukca duyarli olduklarindan, sicakliklari, derecenin binde birkagindan
daha az degisecek sekilde tutulmalar1 gerekir. Ne var ki, bunlar diger tip dedektorler kadar
duyarl degildir (Skoog vd., 1998; URL-5, 2010).

Elektrokimyasal dedektdr (Electrochemical dedector-ECD): FElektroaktif maddeler
analizlenebilir. Yani bilesenler, belirli potansiyel degerlerinde yiikseltgenebilir veya
indirgenebilir olmalidir. Olgiilen fiziksel 6zellik tayin sirasinda olusan elektrik akimidir.
Bu cihazlar amperometri, polarografi, kulometri ve kondiiktometri esasina gore
calismaktadir (Skoog vd., 1998; URL-5, 2010).

Kiitle spektrometrik dedektor (Mass dedector-MS): Ornek bilesenlerine ait cok dzgiin
kromatogramlar elde edilir, dolayisiyla Ozellikle kalitatif tayinlerde teshis amacl
kullanimlarda ¢ok 6nemli bir dedektordiir. Bu tiir bir dedektérle hem ayrilan bilesenlerin
miktar tayinleri hem de yap: tayinleri yapilabilmektedir. Sivi kromatografisi ile kiitle
spektrometriyi birbirine baglamadaki temel problem birincisinin bagil olarak ¢ok ¢oziicii
hacimleri ile digerinin ise eser oranda maddeyle calismasidir. Bu problemi ¢6zmek
amaciyla ¢esitli ara baglantilar gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesinde kolondan ¢ikan
eluat iki kisma ayrilir ve ¢ok az bir kisim kiitle spektrometriye gonderilir. Bir digerinde ise
numune bir buharlastirma hiicresine alinir. Burada ¢6ziiclisii ugurulduktan sonra, kalint
(analizi yapilacak madde) iyonlastirma odaciginda iyonlastirilir. Termosprey olarak
adlandirilan yeni metotta ise kolondan ¢ikan ve akis hiz1 2 mL/dak.’ya kadar olan eluat
paslanmaz c¢elikten yapilmis 1sitilan kapiler bir boru iginden bir aerosol jeti halinde
gecirilerek sivi buharlagtirilir. Sprey i¢inde, eluat i¢ine katilmig amonyum asetat gibi bir
tuz yardimiyla, yiik aktarma sonucu, analit iyonlastirilir. Sonucta elde edilen spektrum
sadedir ve mol kiitlesi hakkinda bilgi verir. Fakat, termosprey baglanti, sadece amonyum
asetat gibi tuzlar ¢ozebilecek polar hareketli fazlarda yani polar analitlerde kullanilabilir

(Skoog vd., 1998; Giindiiz, 2001; URL-5,2010).
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Evaporatif 151k dagitict dedektor (Evaporative ligth scattering dedector-EL): Bu
dedektorlerde kolondan gelen c¢ozelti bir nebiilizore aktarilir. Cozelti azot veya hava
akimiyla ince bir sis haline getirilir. Sis sicakligi kontrol edilen bir tiipten gecirilir ve
¢Oziici buharlastirilir. Geriye analiz edilen maddenin mikrokiirecikleri kalir. Bu
parcaciklar bir lazer demetinden gegirilir. Etrafa yayilan 1sinlardan pargacik akimima dik
yondeki 151 demeti bir silikon fotodiyotla 6lgiiliir. Bu 6lgme metodunun avantaji ugucu
olamayan tiim maddelere uygulanabilmesi ve tekrarlanabilme 6zelliginin yiiksek olmasidir
(Skoog vd., 1998; Giindiiz, 2001).

UV (Ultraviyole) ya da MS (kiitle spektroskopisi) dedeksiyonuyla birlikte RP-LC
(ters faz-s1v1 kromatografisi) bitki, gida vb. ekstraktlarinin fenolik bilesimlerinin tayini i¢in
secilen bir metottur. Fenollerin ayrilmasi genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril
(CH3CN, ACN) ve modifiye edici olarak az miktarda asit iceren su hareketli fazlariyla
calisan C18 kolonlarinda gergeklestirilir. Mobil fazda fenolik asitlerin protonlagsmalarini
garantilemek i¢in formik asit (HCOOH), asetik asit (AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve
fosforik asit (H3PO4) gibi asitler asidik modifiye ediciler olarak kullanilirlar ve bdylece pik
sekli ve ¢oziiniirliigiin gelismesi saglanir. TFA pek ¢ok elektrofilik flor gruplari icerdigi
icin bunun eklenmesi durumunda da bir proton verici olarak hizmet eder ve iyon baskisina

sebep olur (Wu vd., 2004).

1.5.3. HPLC ile Miktar Tayini

Kantitatif analizde pik yiikseklikleri veya daha iyisi pik alanlarindan yararlanilir.
Analit pikinin yiiksekliginin veya alaninin bir veya birkag¢ standardin pik yiiksekligi veya
pik alani ile karsilagtirilmasina dayanir. Kromatografide ayrilan tiirlerin kapladig: alan
analitik parametre olarak kullanilir. Sartlar kontrol edildiginde bu parametreler
konsantrasyonla lineer olarak degisir. Pik yiiksekligi kullanilarak yapilan analizlerde,
kromatografik pikin yiiksekligi; pikin her iki ucunu baseline ile birlestiren dogrunun pikin
tepe noktasina uzakliginin dik olarak 6l¢iilmesiyle bulunur. Pik yiiksekligi pik genisligi ile
ters orantilidir. Kromatogramlardan dogru sonug¢ alinmasi, standartlarin ve Orneklerin
kromatogramlarinin alinmasi sirasinda kolon sartlarinin pik genisliginin degismesine engel
olacak sekilde kontroliiyle saglanir. Bunlar; kolon sicakligi, eliient akis hizi ve 6rnek
enjeksiyon hizidir. Pik alanlar1 pik genislemelerinden bagimsiz oldugu igin pik

yiiksekligine gore daha uygun bir parametredir. Modern kromatografik cihazlarda dijital
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elektronik integratorlerin  kullannmiyla pik alanlart ¢abuk ve dogru olarak
hesaplanabilmektedir (Skoog ve Leary, 1992).

Dedektor sinyalleri ile ayrilan bilesenlerin konsantrasyonlari orantilidir. O halde
miktar tayini yapilacak bilesigin bilinen konsantrasyonlarindan kalibrasyon c¢ozeltileri
hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin dedektdr sinyalleri ile konsantrasyonlar arasinda bir fonksiyon
olusturulabilir. Olusturulan fonksiyon kullanilarak miktar1 bilinmeyen bir bilesenin
dedektor sinyali konsantrasyona g¢evrilebilir. Bu islem dogrudan dedektor sinyallerinden
hesaplanan pik alanlar1 kullanilarak yapilmaz. Eger i¢ standart ekleme gibi bir yontemden
yararlanilmadiysa, hesaplarin daha giivenilir olmasi i¢in pik normalizasyonu (PN) degerleri
hesaplanir. Pik normalizasyonu i¢ standart gibi bir yontem uygulanmadigi takdirde madde
piki alaninin kendi alikonma zamanina boéliinmesi ile hesaplanir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlarina karsi isaretlenen PN degerleri dogrusal bir fonksiyon olusturmaktadir.
I¢ standart ekleme yontemi kullamldigi durumda ise PN madde piki alaninin i¢ standart
piki alanina oranlanmasiyla hesaplanabilir. Bu durumda hesaplanan PN degerleri ile
kalibrasyon cozeltilerinin konsantrasyonlari arasinda da dogrusal bir iliski olmaktadir

(Brown ve Grushka, 1995; Cazes, 2004).

1.5.4. i¢ Standart Kullanimi ve Secimi

Kromatografiyi i¢ine alan tiim yontemlerde kosullarin ayarlanmasi hem zordur hem
de olanaksizdir. Ciinkii kromatografik yontemlerde kullanilan hareketli fazin bilesimleri
her zaman aym hazirlanamaz. pH’1 veya iyon siddeti degismez tutulamaz. Ayrica
maddelerin go¢ hizlar1 sicakliga bagl olarak degiseceginden alikonma siirelerindeki artma
veya azalma ile pik boylarindaki degismelere yansimaktadir (Snyder vd., 2010). Bu etkiler
sonucunda pik boylarinda goriilebilecek artma veya azalmalar i¢ standart kullanimu ile
ortadan kaldirilabilmektedir. Degismez derisimde tutulan i¢ standartin sinyali ile madde
sinyali arasindaki iliskiye dayanarak sonuca ulasilabilmektedir. I¢ standart sinyali ile
madde sinyali arasindaki oranin sabit kalacagi fikrinden hareketle, yukarida belirtilen
hatalardan kagimilabilmektedir. Ustelik analizlerde dogruluk, duyarlilik, ¢abukluk ve
kolaylik saglanmaktadir.

I¢ standart yontemi, numune hazirlarken olusabilecek kayiplar ve enjeksiyon
kesinligini telafi etmek i¢in analizi yapilacak numunedeki bilesene veya bilesenlere yapisal

olarak benzeyen bir bilesigin kullanilmasi ile ilgilidir. Numune hazirlama esnasinda veya
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kromatografik analiz 6ncesinde i¢ standardin bilinen ve sabit bir miktar1 hem standart
coOzeltilere hem de numuneye son konsantrasyonu hep sabit kalacak sekilde katilir. Cesitli
standart konsantrasyonlarinda, standardin pik yiiksekligi veya alaninin i¢ standardinkine
oran1 hesaplanarak bir kalibrasyon egrisi hazirlanir. Bilinmeyenin konsantrasyonu igin
bulunan oran degeri kalibrasyon esitliginde ¢oziilerek miktar1 hesaplanir. I¢ standart sadece
dogrulugu ve kesinligi artirmak i¢in degil, ayn1 zamanda kalite kontrol amagli islemlerde
de kullanilabilir, ¢iinkii i¢ standardin yanit degeri biitiin kromatogramlarda ayni olmalidir.
I¢ standart segerken dikkat edilmesi gereken baz1 hususlar vardir:

e i¢ standart numunedeki biitiin piklerden tamamen ayrilmis olmalidr.

¢ Analite veya analitlere yakin eliie olmalidir.

e Calisilan numunelerde dogal olarak bulunan bir bilesen olmamalidir.

¢ S1vi halde numuneye eklenebilmelidir.

e On islemlerde analiz edilecek maddeye benzer davranmalidir.

e Pik yiiksekligi ya da alanmi calisilan konsantrasyon araliginda analiz edilecek

maddeninkine yakin olmalidir.

e Ticari olarak saf halde saglanabilmelidir.

1.6. Ornek Hazirlamada Kat1 Faz Ekstraksiyonu Metodu (SPE)

Kimyasal analizi yapilacak plazma, serum, idrar gibi biyolojik; su, toprak, hava gibi
cevresel ve gida, farmasotik tiriinler gibi diger numuneler, genellikle aranan madde diginda
bircok bilesenin yer aldigi karisik bir matriks icerirler. Bu nedenle 6rnek hazirlama;
ozellikle yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC), gaz kromatografi (GC), gaz
kromatografi-kiitle spektrofotometresi (GCMS), radioimmun assay (RIA), atomik
absorbsiyon (AA) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde uygulanmasi
gereken cok onemli bir basamaktir (Yavuz ve Aksoy, 2006; Shulamit, 2005; Zief, 2005).
Ornek hazirlama baslica iki amag¢ igin yapilmaktadir. Bunlar sirasiyla, 6rneklerin
istenmeyen bilegenlerden temizlenmesi (clean-up) ve yogunlastirilmasidir. Temizleme
islemi ile matriksten analizin yanlis sonug¢lanmasina neden olabilecek, aranan maddenin
tespit edilmesini engelleyebilecek veya analiz cihazlarinin kirlenmesine neden olabilecek
kirliliklerin uzaklastirilmast saglanir (Shulamit, 2005; Zief, 2005; Stevenson, 2000).
Yillardan beri sivi-sivi ekstraksiyon ve bunu takiben c¢oziiciilerin cesitli sekillerde

uzaklagtirilmasi, 6rnek hazirlamada en ¢ok kullanilan yontem olmustur. Fakat geleneksel
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sivi-sivl ekstraksiyon uygulamalarmin fazla miktarda ¢6ziicii harcanmasi, ¢ok zaman
almas1 ve yliksek maliyetli olmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Ayrica bu yontemler,
ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon faz olusmasi, gerekli safliga sahip olmayan ekstraktlar
elde edilmesi, ¢oziiciilerin yeterince uzaklastirilamamasi ve duyarli kantitatif sonuglar elde
edilememesi gibi istenmeyen durumlara da neden olabilmektedir. Sivi-sivi ekstraksiyonu
disinda santrifiij etme, siizme, distilasyon, liyofilizasyon gibi diger 6nemli ekstraksiyon
metotlar1 da benzer sakincalara sahiptir (Yavuz ve Aksoy, 2006).

Ormek hazirlama isleminin basitlestirilmesi, zaman kaybmin 6nlenmesi ve analiz
maliyetinin azaltilmasi amaciyla, 1970’li yillarin ortalarinda klasik metotlara alternatif
olarak yeni bir teknik olan kati faz ekstraksiyon metodu (solid phase extraction, SPE)
kullanilmaya baslanmistir (Zief, 2005; Pinchon, 2000; Poole vd., 2000).

Kati faz ekstrasksiyonu, Ingilizce olarak “Solid Phase Extraction” kelimelerinin bas
harflerinden olusturulmus “SPE” kisaltmasi ile ifade edilir. Kati1 faz ekstraksiyonu, kati faz
lizerinde, tutulma yoluyla analitlerin ¢6zeltiden saflastirilmasi ve 6n deristirme i¢in 6rnek
hazirlanmas1 ve enstriimental analizler icin uygun bir ¢dziicii ile analize hazirlanmasi
metodudur (Citak, 2006).

Kati1 faz ekstraksiyonunun temeli sulu faz i¢inde bulunan analitlerin kat1 faz tizerinde
tutunmasina dayanir. Kat1 faz ekstraksiyonu, sivi-sivi ekstraksiyonu ile karsilastirildiginda
daha az ¢oziicii kullanilmasi, daha az zaman almasi1 gibi baz1 avantajlara sahiptir. Prensip
olarak sivi-siv1 ekstraksiyonuna benzer olan kat1 faz ekstraksiyonunda fazlardan biri kati
digeri stvidir ve bu fazlar arasinda etkilesime dayanir. Bu uygulama yontemi, ornek i¢inde
bulunan analit iyonlarinin kat1 faz {izerinde tutunmasi ile saflastirma ve deristirme saglar.
Yontem, genellikle sivi haldeki 6rnegin analitleri tutan bir kati iceren bir kolon, kartus ya
da diskten gegirilerek uygulanir. Ornegin tamami kat1 fazdan gecirildikten sonra analitler
uygun bir ¢oziicli kullanilarak eliie edilir. Sivi 6rnegin kolon veya kartuglardan gegirilmesi,
yercekimi vasitasiyla (maniiel) gerceklestirilebildigi gibi, zaman kaybinin 6niine gegmek

amactyla vakum manifoldlar1 yardimiyla da yapilabilir (Sekil 5).
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(b)

Sekil 5. (a) Cesitli ticari SPE kolon ve diskleri (b) Vakum manifoldu

Kat1 faz ekstraksiyonu kat1 fazin sivi ornekle karistirilmasiyla yapilan ¢alkalama
teknigi ya da kiiciik bir kolon i¢ine yerlestirilen kat1 fazdan siv1 haldeki 6rnegin gegirilmesi
ile yapilabildigi gibi bir filtre {izerine yerlestirilen kat1 fazdan numunenin gecirilmesiyle de
uygulanabilir (Fritz, 1999).

SPE dort adimda gergeklesir. Bunlar;

1. Sartlandirma basamagi: Sartlandirma islemi, kolondan uygun cozelti gecirilerek
tutucu maddenin aktif hale getirilmesi ve matriksteki maddeler ile tekrarlanabilir etkilesim
icin gerekli ortamin saglanabilmesi amaciyla yapilmaktadir. Bu asamada paketlenmis
materyalden ¢6ziicili, bastan sona gegerek, sorbentin fonksiyonel gruplarinin ¢dziinmesi
saglanir, kolon i¢indeki hava uzaklastirilir ve bosluklar ¢6ziicii ile doldurulur. Sartlandirma
coziiciisii genellikle metanoldiir. Ardindan su veya sulu tampon ¢ozeltisi kullanilir.
Metanol ve ardindan gegen su veya tampon ¢ozelti yolu ile kolonun aktive edilmesi, sulu
orneklerin tutunma mekanizmalarinin uygun ¢alismasinmi saglamak i¢indir. Bu asamada,
ayrica sorbentin kurumasina izin verilmemelidir. Kuruma durumunda tutunma
mekanizmasi etkili ¢aligmaz ve analitin geri kazanimi diisiik olur (Citak, 2006; Yavuz ve
Aksoy, 2006).

2. Alikoyma basamagi: Daha sonra analiti iceren 6rnek, kolona ilave edilir. Ornek
kat1 partikiil igermemelidir. Ornekler yercekimi, pompalama, vakum yolu veya otomatik
sistemlerle kolondan gegirilir. Ornek sisteme ilave edilirken analit kolon iizerinde tutunur.
Bu basamakta analit, sorbent iizerinde konsantre edilir. Bunun yaninda bazi matriks

bilesenleri tutunabilecegi gibi, bazilar1 da tutunmadan geger. Sorbent iizerinde uygun
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bilesenlerin alikonumunu arttirmak ve ayirmak ic¢in veya istenmeyen bilesenlerin
coktiirtilmesi i¢in tuz konsantrasyonu ve drnek ¢ozeltinin organik ¢dziicii ile bilesiminin
pH’s1 ayarlanmalidir. Ornek ¢dzeltisi ekstraksiyon cihazindan vakum ya da pozitif basing
yapilarak yavasca gegirilir. Akis derecesi alikonma oranini etkiler. Genellikle akis hizi
SmL/dk’nin tizerinde olmamalidir.

3. Yikama basamagi: Numune gegirildikten sonra istenmeyen maddeleri
uzaklagtirmak i¢in paketlenmis madde yikanmalidir. Bu amagla kullanilacak ¢dziicii
istenmeyen maddeleri uzaklastirmali fakat paketlenmis maddede tutunan analiti
¢ozmemelidir. Coziicli olarak genellik numunenin ¢oziindiigii ¢oziicii sistemi kullanilir.

4. Eliisyon basamagi: Uygun bir ¢dziicli ile analitin sorbentten ayrilmasi saglanir.
Uygun ¢oziicii, analiti iyl aywrmali ve analit-sorbent etkilesimine sebep olmamalidir.
Ayrica ¢oziicli az da olsa kolonda tutunmus diger maddelerin ayirimi i¢in de uygun

olmalidir.

Sartlandirma Alikoyma Yikama Eliisyon

il
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%
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Sekil 6. Kat1 faz ekstraksiyonunun temel prensibi

SPE i¢in kullanilan sorbentler; disklerde, kartuslarda ve siringalarda olmak iizere {i¢ temel
sekilde paketlernir. Diskler, 4-90 mm arasinda farkli yaricaplarda kullanilabilir. Kartuslar,
100 mg’dan 1 g’a kadar degisen miktarlarda sorbent icerir. Siringalar ise farkli hacimlerde
ve farkl kiitlelerde paketlenmis malzemeler seklinde kullanilir. Bunlar 1-25 mL hacimli
olup paket agirliklar1 50 mg ile 10 g arasindadir. Kat1 faz ekstraksiyonunda ayrilma ve

izolasyon dort temel mekanizmaya sahiptir: ters faz, normal faz, iyon degisim ve
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adsorpsiyon. SPE’de adsorban olarak sikilikla C;g ve Cg kullanilmaktadir. Son zamanlarda
molekiiler baskilanmis polimerlerden de adsorban olarak faydalanilmaktadir (Kempe,
1996; Vlatakis vd., 1993; Theodoridis ve Manesiotis, 2002; Yang vd., 2009; Zhu vd.,
2010). SPE’de sikga kullanilan adsorbanlar Tablo’da verilmistir.

Tablo 5. SPE adsorbanlari (Zief, 2005; Hennion, 1999; Macherey-Nagel, 2004)

Adsorban Formuli
Silika jel SiOH
Alumina ALLOs
Florisil MgSiO;
Oktadesil (Clg) (CH2)17CH3
Oktil (Cg) (CH;);CH;
Etil (Cz) CH,CHj;
Siyano CN
Fenil CeHs
Siklohekzil C6H1 1
Amino NH,
Diol COHCOH
Kuarterner amin N*
Aromatik stilfonik asit CsHSO;H
Karboksilik asit COOH

1.7. Kullanilan Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

1.7.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Gidalarin igeriginde bulunan toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi,
antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplar1 hakkinda fikir vermesi acisindan
onemlidir. Folin Ciocalteu metodu dogal iiriinlerde toplam fenolik madde 6l¢iimii i¢in
kullanilmaktadir. Bu metot, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik
bilesiklerin folin reaktifiyle alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Olusan mor menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olusturur. Bu
yontem Singleton ve arkadaslar1 (Singleton ve Rossi, 1965; Singleton vd., 1999) tarafindan
antioksidanlarin toplam fenolik igerigini 6lgmek i¢in gelistirilmistir. Yontemde kullanilan
CuSOq (bakir(Il) siilfat) alkali ortamda protein veya antioksidanla kompleks yapar. Folin
fenol reaktifi (fosfomolibdik-fosfotungstik asit) eklendiginde, folin reaktifi proteine
baglanir. Protein veya antioksidanla Cu(II)’nin reaksiyonundan agiga ¢ikan Cu(I) olasilikla

molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye doniisr.
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Reaksiyon tamamlaninca 765 nm’de 6rnek absorbanslar1 6l¢iiliir. Bu denemede, ard arda
geri doniisiimlii bir veya iki elektron indirgeme reaksiyonlari, P(MoW;;04)" olmasi
muhtemel mavi tiirlerin olusumunu saglar. Esasen, molibdenin kompleks iginde
indirgenmesinin daha kolay olduguna ve elektron-transfer reaksiyonunun indirgenler ve

Mo(VI) arasinda gerceklestigine inanilir (19) (Yildiz, 2007).

Mo(VD)sany + € —>  Mo(V)(mavi) (19)

Fenolik bilesikler FCR (Folin Ciocalteu reaktifi) ile sadece bazik ortamlarda
reaksiyon verirler. Reaksiyon ortamini baziklestirmek i¢in sodyum karbonat ¢ozeltisi
kullanilarak pH ~10’a ayarlanir. Fenolik protonun dissosiasyonu, reaktifi indirgeme

yetenegine sahip fenolat anyonunun olusumunu saglar (20).

Ar-OH —»Ar-OY +H" (20)

Orijinal Folin reaktifi, bir ¢esit molibdotungstofosforik heteropolianyon reaktifi olan
3H,0-P,05-13WO03-5M00;-10H,0 olarak modifiye edilmis ve fenoller i¢in daha segici
kilinmigtir. Folin-Ciocalteu yontemi basit, duyarli ve kesinligi yiiksek bir metotdur. Ancak
reaksiyon asidik pH’ta yavastir ve spesifikligini kaybeder. Metodun en 6nemli dezavantaji,
ortamda bulunan ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte etmesidir. Bu nedenle spesifik
bir metot olarak kabul edilmemektedir. Ayrica metodun diger bir dezavantaji da analiz
sirasinda ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime ugramasidir

(Huang vd., 2005; Prior vd., 2005).

1.7.2. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Kuvveti (FRAP) Yontemi

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan metoda gore indirgeme kuvveti numunelerin
dolayl1 olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe™ — Fe™ indirgenmesi
ile meydana gelen renk degisimi 595 nm'de takip edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme
potansiyeli yiiksek ve ayn1 zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile
karsilagtirilmak suretiyle yorumlanir. Giincel olarak kullanilan FRAP metodunda 2,4,6-
tripiridiltriazin (TPTZ)’in Fe(Ill) tuzu kullanilmaktadir. Bu metodun prensibi diisiik pH
larda olusan Fe(IIl)’lin, tripiridiltriazin ile reaksiyonu sonucu olusan Fe(IlI)-tripiridiltriazin

kompleksinin (Fe(II)-TPTZ) elektron veren antioksidanlarin varliginda renkli formuna
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(Fe(I)-TPTZ) indirgenmesi esasina dayanir. Meydana gelen Fe(II)-TPTZ kompleksinin
rengi koyu mavidir ve 595 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Benzie and Strain,
1999).

Bu yontemle redoks potansiyeli 0,7 V’tan daha diisiik olan bilesikler antioksidan
olarak test edilebilmektedir. Polifenolik antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun
miktar1 bu yontemde aktiviteyi etkilemektedir. FRAP yontemi H transferi ile radikal

temizleyen ozellikle tiyol ve proteinlerin antioksidan kapasitesini 6lcememektedir.

flgjiﬂ‘lll; (j‘f”'“ﬁ/o
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Fe’'-TPTZ + indirgen antioksidan ————p Fe’'-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 7. Demir (III)’lin indirgenme reaksiyonu

FRAP metodu, antioksidan aktivite belirlemede uygulanan diger yontemlere kiyasla
basit, hizli ve ucuzdur. Ayrica saglikli sonug veren ve 6zel bir ekipman gerektirmeyen bir

yontemdir (Prior vd., 2005).

1.7.3. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi

DPPH" radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans olusturmaktadir ve

koyu menekse renklidir (Cuendet vd., 1997).
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Sekil 8. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formiili

DPPH radikali bir antioksidan madde ile reaksiyona girdigi zaman indirgenme
sonucu mor rengin siddeti azalarak absorbansin diisiisiine sebep olacaktir. Farkli numune
konsantrasyonlariyla muamele edilen DPPH®’in absorbansindaki degisim oOlgiilerek
absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik ¢izilerek y=ax+b denkleminde
DPPH® konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktar1 pug/mL, mg/mL cinsinden

belirlenmekte ve SCsy degeri olarak ifade edilmektedir.

0 Q0

|

Ne + RH —» NH + R
02N NO, Antioksidan madde 02N NO2

NO, NO,
Koyu menekse renk DPPH indirgenir ve acik sar1 renk olusur

Sekil 9. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin indirgenmesi

Bu metodun Onemli bir dezavantaji biiyiik antioksidan molekiillerin sterik
engellenmeye maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metoda
antioksidan molekiiliin yapist ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu metot radikal
temizleme aktivite tayinlerinde kolayligit ve kisa slirmesi nedeniyle siklikla

kullanilmaktadir (Prior vd., 2005).
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1.7.4. Bakar (IT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi

CUPRAC metodu ile antioksidan aktivite tayininde 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neocuproin-Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksinin (Cu(II)-Nc),
450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(I)-Nc] kompleksine
indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir. Bu
ozellikten yola ¢ikarak gelistirilen antioksidan kapasite tayin yontemine “bakir(Il) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite tayini” denilmistir ve kisaca CUPRAC metodu olarak
adlandirilmistir (Apak vd., 2004). CUPRAC yonteminin kromojenik oksidasyon araci olan
Cu(II)-Nc reaktifi, antioksidanlarla (Ar(OH),) asagidaki reaksiyonu vermektedir (21).

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), —— 2n Cu(Nc),” + Ar(=0),+2n H" (21)

Yontem hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara cevap verir. Bu metod;
Cu(II) kloriir ¢ozeltisi, alkolde hazirlanmis neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7
tamponu) c¢ozeltilerinin karistirllmasindan sonra, iizerine tayin edilecek herhangi bir
antioksidan ¢ozeltisi (direkt veya asid hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve bunu takip eden
30 dakika sonunda igerisinde antioksidan bulunmayan referansa kars1 450 nm’de absorbans

degerlerinin dlgiilmesinden ibarettir.

1.8. Bal ve Polen
1.8.1. Balin Tarihcesi

Balin 6zellikleri ve tiretimiyle ilgili bilinen ilk kitap, Sir John Hill tarafindan yazilmis
1759°da Londra’da basilmistir. Ar1 ve balin tarihgesi incelendiginde, nektar ve polen
tireten ¢igekli bitkiler ile bunlardan faydalanan boceklerin 100-150 milyon yil once, ilk
memelilerin de mevcut oldugu Jurassic/Cretaceous devresinde ortaya ¢iktigi One
stiriilmektedir. Bal tireten arilar 10-20 milyon yi1l 6nce goriilmiistiir. Bal ile ilgili ilk resmi
dokiimanlar Anadolu’da Catalhdyiik’te bulunmustur. M.O. 5000 yillarinda Siimerlerin
yazili belgelerinde bal {izerine bilgiler mevcuttur. Benzeri bilgiler Anadolu’daki bagka bir
uygarlik olan Hititlerin yazitlarinda da bulunmustur. M.O. 3200°de Asagi Misir Kralr 1.
Dynasty, krallik sembolii olarak ariy1 se¢mis ve kralliginda bununla ilgili figiirlere yer

vermistir. Musevi topluluklarinda ise Tevrat ve Talmut’ta yazildig: gibi Kur’an1 Kerim’de
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de balin yararlarindan s6z edilmektedir. Roma imparatorluguna ait bazi yazitlarda da bal
ve aricilik iizerine gesitli bilgiler bulunmaktadir (Otles, 1995). Yazitlar, resimler ve tarihi
kayitlar ar1 yetistiriciliginin eski Misir’da basladigini, Mezopotamya, Anadolu ve
Avrupa’nin da gelisiminde 6nemli yer tuttugunu gostermektedir. 17. yy’da ise gdgmenlerle

Yeni Diinya lilkelerine taginmistir.

1.8.2. Balin Tanimi ve Bilesimi

Tiirk Standartlar1 Enstitiisiine gore bal, bitkilerin ¢i¢eklerinden ya da diger canli
kisimlarinda bulunan nektar bezlerinden salgilanan nektarin ve bitki iizerinde yasayan bazi
boceklerin, bitkilerin canli kisimlarindan yararlanarak salgiladigi tali maddelerin, bal
arilar1 (Apis mellifera) tarafindan toplanmasi, viicutlarinda bilesimlerinin degistirilip petek
gozlerine depo edilmesi ve buralarda olgunlagmasi sonucunda meydana gelen tatli bir
trlindiir. Bal, arilarin en 6nemli gida maddesi olup bal olmadan arilar yasamlarini
siirdiiremezler. Arilar kis aylarinda a¢ kalmamak i¢in petek gozlerini balla doldururlar.
Genel olarak bilesimi toplandig1 bitki kaynagina gore degismekle birlikte % 16-20 's1 su
geri kalan1 ise karbohidratlar, enzimler, vitaminler ve minerallerden olusmaktadir
(Sonmez, 1979; Rodriguez vd., 2004).

Balin kuru maddesinin %95’ini  karbohidratlar olusturur. Bunlarin basinda
monosakkaritler (glukoz ve fruktoz) gelir ayrica disakkaritler ve yiliksek sekerler de
mevcuttur. Hemen hemen tiim bal ¢esitlerinde fruktoz miktar olarak diger sekerlerden
fazladir. Cesitli ballarin sakkaroz, maltoz, laktoz, izomaltoz, nigeroz, gentiobiyoz,
laminaribioz, maltuloz, turanoz, neorehaloz gibi disakkaritlerin yani sira melizitoz, erloz,
maltitrioz, 1-ketoz, panoz, izomaltosil glukoz, izomaltosil trioz, theandroz, sentoz,
izopanoz, izomaltosil tetroz, izomaltosil pentaoz ve rafinoz gibi yiiksek sekerleri de
icerdigi bildirilmistir (White, 1979; White 2003; Krell 2001; Sunay, 2006). Bu sekerlerin
pek cogu nektarda bulunmaz, ancak balin olgunlagsmasi ve depolanmasi esnasinda enzimler
ve asitlerin etkisiyle olusur.

Bal, yapisinda bulunan farkli organik asitlerin ve asidik tuzlarin etkisiyle, zay1f asidik
Ozellik gosterirler. Balin pH’s1 3,5-5,5 arasinda degisim gosterip balda bulunan asitler
glukonik asit basta olmak {izere formik asit, asetik asit, biitirik asit, sitrik asit, kaproik asit,
laktik asit ve tartarik asitlerdir. Balda bulunan organik asitler, balin lezzetine etki etmekte

ve bali mikroorganizmalara kars1 dayanikli hale getirmektedir (Bogdanov vd., 2004). Tiim



45

ballarda bulunan glukonik asit arilarin olgunlasma esnasinda ekledikleri glukoz oksidaz
aktivitesi sonucu olusur. Balda en fazla bulunan enzimlerden biri diastaz (amilaz) olup
invertaz, katalaz, glukoz oksidaz ve fosfatazlarin bir kismi bitkiden ¢ogu arinin midesinden
bala salgilanmaktadir. Nisastay1 parcalayan diastaz enzimi nektara olgunlagsma esnasinda
ar1 tarafindan ilave edilir. Nektarlar nisasta icermediginden, bu enzimin fonksiyonu tam
olarak bilinmemektedir. Arilarin bu enzimi polen taneciklerindeki nisastay1 sindirmek icin
kullandiklar1 tahmin edilmektedir (White 2003, White, 1979). Bu enzim de diger enzimler
gibi 1s1 ile inaktive olur ve isiya invertaz enziminden daha duyarli oldugu i¢in ballara
uygulanan 1s1 islemleri tespit etmek amaciyla kullanilir. Invertaz, glukoz oksidaz ve
amilaz (diastaz) enzimlerinin kaynagi is¢i arilarin salgilaridir. Bir miktar amilaz enzimin
bitki kaynakli oldugu bilinmektedir. Katalaz ve asit fosfataz enzimleri ise tamamen bitki
kaynaklidir (Crane, 1990). Invertaz, nektarda bulunan sakkarozu invert sekere (glukoz ve
fruktoz) c¢eviren bir enzimdir. Glukoz oksidaz, glukozu okside ederek glukonolaktona ve
glukonik aside cevirerek asitligi arttirmakta bu sekilde balin fermentasyona kars1 daha iyi
korunmasini saglamaktadir.

Balin kiigiik ve degisken miktarlarda alt1 vitamin igerdigi rapor edilmistir. Bunlar
tiamin, riboflavin, pridoksin, pantotenik asit, niasin ve askorbik asittir. Ayrica balda biotin
ve folik asite de rastlanmistir (White, 2003; Krell, 2001).

Bal, beyazdan acik sari, koyu kahverengi, hatta siyaha kadar uzanan farkli renklere
sahip olabilmektedir (Bogdanov vd., 2004). Balin rengi, mineral ve yapisindaki
polifenollerden kaynaklanmaktadir. Bal rengi balin tiiketici tarafindan kabul edilebilirligini
etkileyen bir faktordiir (Gonzales vd., 1999). Balin rengi ile igerdigi kiil miktar1 arasinda
pozitif bir iliski bulunmaktadir. Genelde koyu renkli ballar, a¢ik renkli ballardan daha ¢ok
mineral icermektedir Balin mineral bilesimi % 0,02 ile % 1 arasinda degisim gosterip basta
K, Ca, P olmak iizere Fe, Cu, Zn, Se, F ve CI bulunmaktadir (Rashed ve Soltan, 2004;
Sonmez, 1979; Yao vd., 2004). Enzim proteinleri disinda balda ¢ok az protein bulunur. Bal
proteinlerinin bir kismi aridan bir kismi da ¢igekten gelebilmektedir. Yapilan caligmalarda
balda alblimin, globiin, proteoz ve peptonlara rastlanmistir. Balda bulunan azotlu
bilesiklerin %35-65’inin protein olmayan kaynaklardan geldigi bilinmektedir. Baldaki
protein olmayan azotun ¢ogu amino asitlerden gelmektedir. Amino asitlerin bir kismi
nektara arilar tarafindan ilave edilmekte bir kismi da bitkiden tasinmaktadir. Yapilan
arastirmalarda bazi amino asitlerin birbirlerine oranlarinin balin iiretim alanini1 karakterize

edebildigi tespit edilmistir. Prolin basta olmak iizere balin lisin, histidin, arginin, aspartik
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asit, treonin, serin, glutamik asit, glisin, alanin, sistin, valin, metionin, izoldsin, 16sin,
tirozin, fenilalanin, tirptofan amino asitlerini igerdigi belirlenmistir.

Balda kalite kriteri olarak kullanilan en 6nemli iki biyokimyasal kriter balin HMF
icerigi ve diastaz sayisidir (White, 1994; Fallico vd., 2004). Yapilan ¢alismalarda sicaklik
ve depolama siiresinin artmasiyla baldaki HMF iceriginin artti§i ve diastaz sayisinin
azaldig1 bildirilmistir (Dustmann, 1993). HMF, balda 1sitmadan veya uzun siire
depolamadan dolay1 fruktozun pargalanmasi ile ortaya ¢ikar. Ballarda HMF miktarinin az
olmasi istenir. Balda HMF miktarinin artmasina, hasat sonrasi 1sitma isleminin
uygulanmasi, depolama siiresi, depolama sicakligi ve balin pH’s1 etki etmektedir. Tiirk
Gida Kodeksi (2005) kaliteli bir balda HMF miktari1 40 mg/kg’dan fazla olmamasi
gerektigini belirtmektedir.

Diastaz sayisi, 100 g balda bulunan amilaz enzimlerinin, 38-40 °C’de, 1 saat
icerisinde ve deney kosullarinda pargaladigi nisasta miktarini ifade etmektedir. Kaliteli bir
balin diastaz sayis1 yiiksektir. Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (2005) kaliteli bir baldaki
minimum diastaz sayisin1 en az 8 olarak belirlemistir. Balda diastaz kaybi1 istenmeyen bir
durumdur, ancak balda ¢ok yiiksek diizeyde diastaz bulunmasi da arzu edilmez. Balda
yiiksek diizeyde diastaz bulunmasi, yiiksek asit olusumuna dolayisiyla fermentasyona

neden olmaktadir (Crane,1975).

1.8.3. Balin Yararlan

Enerji degeri ¢ok yiiksek bir besin olan bal bebeklerin, ¢ocuklarin, sporcularin ve
yaslilarin beslenmesinde kullanilir. Bal dogal bir antibiyotik gibidir ve binlerce yillardan
beri yara ve yaniklarin tedavisinde, mide rahatsizliklarinda ve cilt rahatsizliklarinda yogun
olarak kullanilmaktadir. Balin bakteri, maya, mantar ve virlisler lizerine inhibitor etkisi
bulundugu, topikal bal uygulanmasinin bakteriyel enfeksiyonlar1 yok etmede, yara
iyilesmesini hizlandirmada ve deri hiicreleri tarafindan sitokin yapiminda etkili oldugu
bildirilmistir (Al-Waili, 2004). Balin antibakteriyel 6zelligi; asidik yapida olusuna, biiyiik
oranda kuru madde (seker) ve ayrica enzimlerle glukozun pargalanmasi sonucunda olusan
antiseptik bir madde olan hidrojen peroksit icermesine baglhdir.

Ozellikle son yillarda Avrupa'da ve Amerika'da yanik merkezlerinde tedavi amaciyla

bal kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bal kanser de dahil olmak {izere bir
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cok hastalikta enerji ve sifa kaynagi olarak kullanildigi bildirilmistir (Dustmann, 1993 ;
FAO, 1996; Mundo vd., 2004; URL-6, 2010; URL-7, 2010).

Balin gercek Ozelliklerinden biri uzun siire bozulmadan kalmasin1 saglayan
antibiyotik ozellikleridir. Balin antimikrobiyal &zelliklerinden dolayr dogal bir besin
koruyucusu oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak bal mikroorganizmalar nedeniyle
bozulmasina direncini artiran yiiksek osmatik basinca sahiptir (White, 1979). Balin
antimikrobiyal aktivitesi balin dogasinda bulunan glukoz oksidaz tarafindan {iretilen
hidrojen peroksitle ve fenolik bilesiklerle iliskilidir. Klinik gdzlemler balin kronik
yaralarda iyilesmeyi baslattigi veya hizlandirdigin1 ve balin yara, yanik ve deri iilserleri
tedavisi iizerinde etkili oldugunu bildirilmektedir (Tonks vd., 2003). Bal flavonoidlerinin
botaniksel, cografi ve entomolojik orijinleri ile onlarin antikatarakt aktiviteleri arasindaki
iligki arastirilmistir ve katarakt tedavisinde flavonoid igeriginin énemli bir rol oynadigi
disiiniilmektedir (Vit ve Tomas-Barberan, 1998; Aljadi ve Kamaruddin, 2004). Son
zamanlarda bakteri ve rotaviriislerin neden oldugu gastrointestinal enfeksiyonlardan
gastritis, duodenitis ve gastrik iilserde balin oral olarak kullanimiin tedavi edici ve
koruyucu oldugu rapor edilmistir (Alnaqdy vd., 2005). Yapilan ¢alismalar sican ve fare
timorlerinde balin  antitimor etkinli§i ve antimetastatik etkilerinin  oldugunu
gostermektedir (Swellam vd., 2003)

Balin mide ve bagirsakla ilgili bozukluklarda (Haffeejee vd., 1985; Ladas vd., 1995),
yara ve yaniklarin iyilesmesinde (Efem, 1988; Subrahmanyam, 1991) bir antimikrobiyal
ajan olarak etkili oldugu (Ladas vd., 1995; Ali vd., 1991), akut ve kronik mide lezyonlarina
kars1 gastrik koruma sagladigi bildirilmistir (Ali, 1991; Ali, 1995).

Dogal antioksidanlar 6zellikle flavonoidler antibakteriyel, antialerjik, antitrombotik
ve vazodilator (kan damari liimenlerinin genislemesi ile ilgili) hareketleri kapsayan genis
bir aralikta biyolojik etki gosterirler (Cook ve Sammon, 1996). Balin antioksidan aktivitesi
yapisinda bulunan askorbik asit, a-tokoferoller, B-karotenler gibi bilesikler yaninda ¢ok
sayida polifenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Farkli botanik orijinli ballarda bir¢ok
fenolik bilesik tanimlanmaktadir (Frankel vd., 1998). Balda bulunan bir flavonoid olan
krisin’in (5,7-dihidroksiflavon) potansiyel antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahip
oldugu bildirilmistir (Kolankaya, 2001; Weng vd., 2005). Ayrica balin antioksidan
aktivitesi ile prolin icerigi arasinda korelasyon oldugu bulunmustur. Yiiksek oranda pirolin
amino asiti iceren bazi ballarin diger ballara gore daha yiiksek diizeyde antioksidan

kapasiteye sahip oldugu tespit edilmistir (Meda vd., 2005). Balin icerdigi c¢esitli
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flavonoidlerden apigenin, pinosembrin, kampferol, kuersetin, galangin, krisin, hesperitin
ve fenolik asitlerden ellagik, kafeik, p-kumarik ve ferulik asitin antioksidan 6zelliklere

sahip oldugu bilinmektedir (Tiirkmen vd., 2006).

1.8.4. Polen

Polen Latincede “cam unu” anlamina gelmektedir. Polenleri ve sporlar1 inceleyen
bilim dalina kokeni yunanca olan palinoloji denmektedir. Polen ile ilgili ilk ciddi
calismalar mikroskobun kesfi ile baslamistir. Malphigi ve Grew ilk kez mikroskopla
polenin yapisini incelemisler ve her bitkinin kendine 0zgii polen yapisi oldugunu
gormiislerdir (Straka, 1975). Polenler birden fazla hiicre i¢ceren minyatiir organizmalardir.
Polenin i¢inde vejetatif hiicre ile bunun igerisinde yerlesmis gibi duran iki generatif hiicre
(sperm hiicresi) bulunur. Polenler cicekli bitkilerde erkek organlardan (stamen) iplik¢ik
(filament) lizerinde yer alan bascik (anterler) i¢indeki polen keseciklerindeki polen ana
hiicrelerinden olusurlar. Olgunlagsma tamamlandiktan sonra anter zarmin yirtilmasiyla
serbest kalirlar.

Polenlerin asil islevi sperm hiicrelerini ¢igegin disi organi igerisindeki yumurta
hiicresine tasimaktir. Serbest kalan polenler riizgar, bocek gibi aracilarla disi organin
tepecik (stigma) kismina tasinirlar. Burada cimlenen polen tanesi polen hortumunu
olusturur ve bu hortum disicik borusunu gegerek yumurtaliktaki tohum taslagina ulasur,
sperm hiicreleri de hortum araciligiyla tohum taslagina girer ve yumurta hiicresini doller.
Bitkinin déllenmesinde ve meyve gelisiminde esas rolii polenler oynar (Gemici vd., 1995).

Normal biiylime ve gelisme icin bal arilar1 da tipki diger hayvanlar gibi proteinlere,
karbohidratlara, lipitlere, vitaminlere, minerallere ve suya gereksinim duyarlar. Arilar bu
besin maddelerini topladiklar1 nektar, polen ve sudan saglarlar. Ciceklerden ve diger
kaynaklardan topladiklar1 nektar ile karbohidrat gereksinimlerinin ¢ogunu karsilarlar.
Arilar ¢ok ¢esitli bitkilerden toplamis olduklari poleni dncelikle protein kaynagi olarak
kullanir. Polen ozellikle esansiyel amino asitlerce zengin olup bal arilarinin viicut
dokularinin, kaslarin ve bezlerin gelismesi, gidalarinda yeterli miktarda proteinlerin
bulunmasina baghdir. Gozden yeni ¢ikan arilarin 1-2 saat igerisinde polen tiiketmeye
baslamasiyla viicut gelisimleri de baslamaktadir. Geng ergin isci arilarin bol miktarda
polen tiiketmeleriyle yavru gida bezleri uyarilir. Bdylece proteince zengin art siitiiniin

salgilanmasi saglanir. Tiim larvalar ilk 3 giin ar1 siitiiyle 4 glinden biiyiik is¢i ve erkek ar
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larvalar1 sulandirilmig bal, nektar ve polenle, ana ar1 larvalar ise tiim yasamlar1 boyunca
an siitii ile beslenirler. Bal arilar1 polen olmaksizin ar1 siitii iiretemezler. Arilar poleni
ayrica yag, vitamin ve mineral kaynagi olarak da kullanmaktadirlar (Schmidt ve Buchman,
1997; Krell, 1996).

Arilar bal yapmak i¢in ¢i¢eklerden besin toplarken, ¢icekten ¢icege konarlar. Boylece
hem cigeklerin dollenmesini saglarlar hem de yavrularimi beslemek icin kovana polen
gotiiriirler. Polenin ¢ok yiiksek besin degerli oldugu kesfedildikten sonra kovanlarin
giriglerine polen tuzaklar1 yerlestirilmis ve bu sayede ariy1 rahatsiz etmeden kovandaki
polen stoklar1 toplanmaya baslanmigtir (URL-8, 2010). Cicek tozlarin1 arka ayaklarinda
kiiciik birer polen tanecigi halinde biriktirerek kovanina donen is¢i ari, kovan disina ve
giris deligi agzina 6zel olarak yerlestirilen ve adina polen tuzagi denilen agz1 dar, alt1 elekli
kutu seklindeki tahta kapandan siiriinerek kovana geg¢mek isterken, arka ayaklarindaki
polen taneciklerini alttaki hazneye disiiriir. Kovana polensiz olarak girer. Bir kovana giren
giinliik polenin % 10’unun bu sekilde alinmasi, kovandaki bal verimini ve ar1 yasamini
etkilemez. Daha fazla alinirsa verim ve diizen bozulabilir (URL-9, 2010). Aridan alinan
polen o anda nemlidir ve ¢abuk bozulabilir. Haznede biriken polen, 1-2 giin araliklarla
bosaltilip 42°C’yi geg¢meyen sicaklikta kurutma depolarinda kurutulup su orami %7-8
oranina distriiliir. Daha sonra eleklerden gecirilip temizlenen polen hava almayacak
sekilde ambalajlanip 6 ayliga kadar olan depolama i¢in oda sicakliginda daha uzun
depolama i¢in soguk ortamda saklanir. Uzun siireli saklanacak polen CO, gazi ile fiimige
edilebilir (URL-10, 2010). Bu nedenle ya golge ya da havadar bir ortama serilerek
kurutulabilir.

Polen tanecikleri ait olduklar1 bitkiye gore renk, koku, biyiikliik, sekil ve icerik
bakimindan farkliliklar gosterirler. Polenler i¢erdikleri renk pigmentlerine gore ¢ogunlukla
sar1 renkte olmakla beraber siyah, kirmizi, eflatun, mor, pembe, beyaz vb. gibi farkli renk
tonlarinda olabilirler. Polenlere renk igeriklerini a-karoten, B-karoten, likopen ve ksantofil
gibi karotenoid maddeler verir. Polenin kimyasal kompozisyonu da bitki tilirline gore
farklilik gosterir. Yapilan ¢caligmalara gore ar1 polenleri %7,5-35 protein, %1-15 lipit, %15-
45 karbohidrat, %1-5 kiil, %0,1-6 fosfor, %0,15-1,1 potasyum, %0,1-0,5 kalsiyum, %0,1-
0,35 magnezyum, %0,15-0,8 sodyum yan1 sira manganez, ¢inko, bakir gibi mineralleri 6-
25 pg/g ihtiva etmektedir. Ayrica polenlerin tiamin, niasin, pantotenik asit, biotin, vitamin

C ve karotenleri icerdigi de bildirilmistir (Schmidt ve Buchmann, 1997). Yapilan bir bagka
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calismaya gore ise ar1 poleni %20-25 su, %1,8-3,7 kiil, %13-17 karbohidrat, %3-5 seliiloz,
%6-28 protein ve %1,2-3,7 lipit igermektedir (Dogaroglu, 1999).

Genel sagligin korunmasi ve viicut direncinin artirtlmasi yaninda dengeli beslenme
amaciyla polen tiikketimi yaygindir. Ar1 poleni zihinsel ve bedensel yorgunluklarinin
giderilmesinde; c¢ocuklarin saglikli gelismesi ve beslenmesinde; diigsiinme, aragtirma ve
caligma giicliniin artirllmasinda; sporcularin ve yaris hayvanlarinin performanslarinin
artirllmasinda; kansizligin giderilmesinde ve karaciger, prostat ve kanser hastaliklar
tedavisinde kullanilmaktadir (URL-10, 2010). Ar1 poleninin fenolik bilesiklerce zengin
oldugu ve baslica icerdigi flavonoidlerden kaynakli antioksidan olduklari bildirilmistir
(Kroyer ve Hegedus, 2001, Campos vd., 2003; Leja vd., 2007; LeBlanc vd., 2009;
Marghitas vd., 2009). Polenin serbest radikal temizleyici ve lipit peroksidasyonu inhibitorii
olarak gorev yaptig1 ve ar1 poleni fenolik ekstraktlarinin antialerjik etkisinin oldugu
bildirilmistir (Almaraz-Abarca vd., 2004; Uzbekova vd., 2003; Medeiros vd., 2008).
Kronik Hepatit B’li 47 cocuk lizerinde yapilan bir ¢alismada polenle uygulanan kiiriin
tedaviye iyi geldigi ve hepatik ensefalopati (hepatik koma da denir) gelisimi tehlikesini
azaltabilecegi bildirilmistir (Uzbekova vd., 2001). Aliyazicioglu vd. (2005) Tiirk polen ve
propolisleriyle yaptiklar: ¢alismada polen ve propolis ekstraktlarinin solunum patlamasini
(respiratory veya oxidative burst: reaktif oksijen tilirlerinin farli hiicrelerden hizli salinmasi)
inhibe ettigini ve 6zellikle polenlerin daha iyi sonuclar verdigini gordiiler. Ancak nadiren
de goriilse polen baz1 kisilerde alerjik reaksiyona neden olabilir. Bu durumda polenin

kullanilmamasi gerekir.

1.9. Literatiir Ozeti

Bal ve polenin yiiksek antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar
Ozelliklere sahip olduguna dair literatiirde pek c¢ok calisma bulunmaktadir. Balin
bilesiminin ve 6zellikle biyolojik etkiliginden sorumlu ajanlarin toplandigi bitki florasina
ve cografik pek ¢ok dzellige bagh oldugu bildirilmektedir (Weston, 1999; Anklam, 1998;
Al-Mamary vd., 2002; Chen vd., 2000; Frankel vd., 1998; Gheldof ve Engeseth, 2002;
Gheldof vd., 2002; Yao vd., 2003; Viuda-Martos vd., 2008).

Akbulut vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bati Anadolu’dan Mugla’nin
farklt bolgelerinden toplanan 15 adet kizilgam balinin (red pine) bazi fizikokimyasal

ozelliklerinin yan1 sira antioksidan aktiviteleri de analiz edilmistir. Antioksidan aktiviteyi



51

tayin etmek amaciyla DPPH radikali temizleme aktivitesi testi uygulanmis ve ballarin
25,55-50,78 mg/mL araliginda SCs, degerlerine sahip olduklar1 bulunmustur. Yapilan
toplam fenolik madde tayinine gore ise ballarin polifenol igerikleri gallik asit esdegeri
olarak hesaplanmis ve 234,9-394,0 mg/100 g oldugu belirlenmistir. Antioksidan aktivite ile
toplam polifenol igerigi arasinda anlamli korelasyon bulundugu bildirilmistir (R= 0,887).

Yaoa vd. (2005) tarafindan bes farkli botanik tiirden Avusturya balinin sekiz fenolik
asit ve iki absisik asit izomerinin miktarlar1 ve bunlarin botanik orijinle baglantisi analiz
edilmgtir. Ballar pH 2 olacak sekilde ¢oziiniirlestirilip ekstraksiyon kolon kromatografisi
ile Amberlit XAD-2 reginesi kullanarak gerceklestirilmistir. Regineden eliisyon metonolle
yapilip, ¢06ziicii ucurulduktan sonra dietileter ekstraksiyonu yapilmistir. Son kalinti
metanolde ¢oziiliip RP-HPLC ile C18 kolonu (125 mm x 4 mm i.d., Sum partikiil)
kullanarak su: formik asit (19:1) (¢oziicii A) ve metanol (¢Oziicii B) ¢oziicli sistemiyle
gradient programi uygulanarak 1 mL/dk akis hizinda 65 dakikalik bir analiz siiresiyle
calistlmistir. Kromatogramlar 290 ve 340 nm’de izlenmistir. Toplam fenolik asit
miktarmin 2,13mg/100 g aygicegi bal (giinebakan c¢icegi, Helianthus annuus) ile 12,11
mg/100 g cay agaci (Melaleuca quinquenervia) bal arasinda degistigi gozlenmistir. Cay
agact balinin fenolik profilinin Avusturya Eucalyptus balina (Eucalyptus intermedia)
benzedigi ve gallik, ellagik, klorojenik ve kumarik asitlerden olustugu, cay ¢icegi ve
bloodwood (Avusturya’da iki farkli agac tiirii) ballarinin baglica farkinin yapilarindaki
klorojenik asitin toplam fenolik profile katkisi oldugu belirlenmistir. Avustralya Guioa
semiglauca (crow ash) balinin karekteristik bir fenolik profil gosterdigi ve baglica gallik
asit ve absisik asit icerdigi ve bunlarin flora belirteci olabilecekleri belirtilmistir. Kumarik
asitin Avustralya aycicgi balinin karakteristik bir bileseni oldugu ve gallik asitle beraber
ballarin kimlik denetimi i¢in kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Yao vd. (2003) ¢aligmalarinda Avustralya ve Yeni Zelanda Leptospermum ballarinin
HPLC ile flavonoid, fenolik asit ve absisik asit bilesimini incelemislerdir. Ballar pH 2
olacak sekilde coziiniirlestirilip Amberlit XAD-2 recinesi ile kolon kromatografisinden
sonra metanolle eliisyon ve devaminda dietileter ekstraksiyonu yapilmigtir. Son kalinti
metanolde ¢oziiliip RP-HPLC ile C18 kolonu (125 mm x 4 mm i.d., Sum partikiil)
kullanilarak 9%5°lik sulu formik asit (¢oziici A) ve metanol (¢oziicii B)’den olusan
hareketli faz ve sabit akis hizinda (1mL/dk) gradient eliisyon programi uygulanmistir.
Avustralya ballarindan (Leptospermum polygalifolium) 15 flavonoid izole edilmis,

miktarlart 2,22 mg/100g bal olarak belirlenmis, tanimlanan ana flavonoidlerin mirisetin,
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luteloin ve trisetin oldugu rapor edilmistir. Baglica gallik ve kumarik asit igeren bu ballarin
ortalama fenolik asit miktarinin 5,14 mg/100 g oldugu ve absisik asit miktarinin
(11,6mg/100g) diger fenolik asitlerin miktarinin 2 kati1 kadar oldugu belirlenmistir. Yeni
Zelanda ballarinin  (Leptospermum scoparium) baslica flavonoidlerinin  kuersetin,
isorhamnentin, krisin ve luteolin oldugu, ortalama toplam flavonoid miktarinin 3,06
mg/100g bal oldugu, toplam fenolik asit miktarinin 14,0 mg/100 g bala kadar olabildigi ve
ana bilesenin gallik asit oldugu bildirilmistir.

Baltrusaityté¢ vd. (2007) tarafindan Litvanya’dan toplanan farkli flora orijinli 35 balin
ve 9 beabread’in (bal arilar1 ve larvalarinin baslica yiyecegi) fenolik ekstraktlarinin radikal
temizleme aktivitesi ve fenolik bilesiklerinin incelendigi bir ¢calismada fenolik ekstraktlar
Amberlite XAD-2 reginesi ile (10,3 -348,8 mg ekstrakt /100 g 6rnek) elde edilmistir. Biitiin
orneklerin radikal temizleme kapasitesine sahip oldugu fakat sonuglarin genis bir aralikta
(%43,0-%95,7) degisim gosterdigi bulunmustur. Tek florali ballarin DPPH radikali
temizleme aktivitesinin %36,5-86,9 oldugu, ¢oklu florali ballarin ise % 64,2-80,9 oldugu
bulunmustur. Baz1 bal 6rneklerinin botanik igeriklerinin ¢ok benzer olmalarina ragmen
antioksidan  aktivitelerinin  farklilik  gosterdigi, bu sonucun ballarin rengiyle
iligkilendirilebilecegi ve botanik orijinin antioksidan aktiviteye katkida bulunan tek faktor
olmadig1 belirtilmistir. Ballarin fenolik bilesikleri C18 kolonu, (250 mm % 4,60 mm 1.d.,
4um) RP-HPLC-UV ile kiitle spektrofotometresi kullanarak belirlenmistir. 0,8 mL/dk akis
hizinda 40 dakikalik analiz siiresinde %10°luk metanol ile %1’lik asetik asit (¢Oziicii A) ve
metanol (¢oziicii B) sistemiyle lineer ikili gradiyent elityon uygulanmistir. Kromatogramlar
254 nm’de izlenmistir. Biitlin ballarin p-kumarik asit, kampferol, krisin ve apigenin
icerdigi ve farkli kaynaklardan elde edilen ballarin antioksidan aktivitesi ve fenolik
iceriginin fark edilir derecede degisim gosterdigi goriilmiistiir.

Marghitas vd. (2009) tarafindan yapilan bir aragtirmada; farkli botanik orijine sahip
polenlerin metanollii ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Farkli ¢igek
florasina sahip tiirlerin her birinin farkli antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve antioksidan
aktivitenin toplam polifenol igerigiyle iliskili oldugu goriilmiistiir. Gallik asit standard
kullanarak yapilan toplam polifenol tayininde polenlerin 4,4-16,4 mg GAE/g toplam
polifenol igerdigi, FeSO4.7H,O’nun standart olarak kullanildigi FRAP testinde polenlerin
0,255-5,355 mmol Fe™?/g FRAP degerine sahip olduklar1 bulunmustur. DPPH testinde ise
Trolox® standart olarak kullanip sonuglar Trolox® esdegeri antioksidan kapasite olarak

0,274-2,814 mmol TR/g olarak hesaplanmistir. Toplam polifenol ile FRAP arasindaki
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korelasyonun R=0,502 ve toplam polifenolle DPPH testi arasindaki korelasyonun R=0,680
oldugu bulunmustur.

Sonoran Colii ¢evresinden toplanan 6 farkli ar1 poleniyle yapilan bir c¢alismada
polenlerin antioksidan aktivitesi incelenmis ve toplam polifenol icerigiyle antioksidan
aktivite arasinda iyi korelasyon oldugu bulunmustur (LeBlanc vd., 2009). Polenler 8 farkli
¢oOziiciiyle c¢oziilerek hangi c¢oziiclilerde antioksidan aktivitenin daha iyi oldugu tespit
edilmek istenmistir. FRAP testinde metanollii (0,93-3,96 mM Fe™) ve dimetilformamidli
(0,51-4,15 mM Fe™?) ekstraktlarim en yiiksek aktiviteyi gosterdigi, sonuglarm % aktivite
olarak verildigi DPPH testinde de en yiiksek aktiviteyi metanollii (%19,76-%90,45) ve
dimetilformamidli  (%24,46-%89,05) ekstraktlarin gosterdigi bulunmustur. Ayrica
metanollii ekstraktlarin DPPH aktivitesi EDsy olarak (EDs¢=SCsp) hesaplanmis ve 0,01-
0,15 mg/mL oldugu bildirilmistir. Metanollii ekstraktlarin kullanilmasiyla yapilan toplam
polifenol tayininde gallik asit cinsinden toplam polifenol igerigi 15,91-34,85 mg/g oldugu
belirlenmistir. Testler sonucunda en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosteren polenlerin
yiiksek polifenol igerigine sahip olan polenler oldugu saptanmistir.

Leja vd. (2007) se¢ilmis bitki tiirlerinin ar1 polenleri lizerine yaptiklar1 ¢aligmada 12
bitki tlirliniin ar1 poleninin antioksidan aktivitesini arastirmistir. Bu 12 polenin antioksidan
aktivite ve fenolik igeriginin degisiklik gosterdigi rapor edilmistir. Klorojenik asit
cinsinden toplam polifenol igeriginin 15,15-82,43 mg/g aralifinda degisim gosterdigi
bulunmustur. DPPH radikali temizleme aktivitesinin % aktivite olarak %8,6-91,3 gibi
genis bir aralikta degistigi goriilmiistiir.

Kroyer ve Hegedus (2001) tarafindan yapilan bir arastirmada ar1 poleni ve dogal
polenlerin biyoaktif 6zellikleri incelenmis ve ar1 poleninin 8,2 mg/g dogal polenlerin ise
21,4-24,6 mg/g polifenol igerdigi bildirilmistir. DPPH testinde sonuglar % inhibisyon
olarak verilmis ve ar1 poleninin %39 dogal polenlerin ise %39-53 inhibisyon gosterdikleri
belirlenmistir.

Cystus incanus L.’ce zengin Hirvatistan ar1 poleninin fenolik bilesiklerinin
incelenmesi ile ilgili bir arastirmada HPLC-UV, C18 kolonu (250%4,6 mm i.d., 5 pum) ve
fraksiyon toplayici kullanilmustir (Saric” vd., 2009). Enjeksiyon hacmi 200 pL, akis hiz1 1
mL/dk ve sicaklik 45°C olarak ayarlanmistir. Polen %5 formik asit (¢oziicii A) ve metanol
(¢oziicii B) ¢oziiciileriyle 45 dakikada %10’dan %90’a kadar lineer gradient eliisyonla 9
fraksiyona ayrilmistir. i1k 7 fraksiyon %35 formik asit (A) ve asetonitril (B) ile 30 dakikada

¢oziicii B %5’ten %53 olana kadar lineer gradiyent eliisyonla; diger iki fraksiyon %33,5
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¢oOziicii B ile 30 dakika boyunca izokratik ayirma uygulanarak analiz edilmistir. Polenin
hidrolizli ve hidrolizsiz olarak iki farkli analizi yapilmistir. Hidrolizsiz ¢alismada polenin
kafeik asit, galangin, kampferol, krisin ve pinosembrin icerdigi bulunurken hidrolizli
calismada bunlarin yani sira isorhamnetin ve kuersetin oldugu saptanmustir.

Michalkiewicz vd. (2008) kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ile C18 kartus kullanarak
fenolik bilesikleri izole ve konsantre ederek HPLC ile farkli botanik orijinli ballarin fenolik
asit ve flavonollerini incelemislerdir. C18 kolunu, 2 mM formik asit (¢Oziici A) ve
metanol (¢Oziicii B) hareketli fazlariyla gradient eliisyon kullanilmistir. HPLC-UV ile
yaptiklar1 analizlerde fenolik bilesiklerin LOD degerlerinin 0,01-0,12 ppm araliginda
oldugu, biitiin piklerin alikonma zamanlarinin BSS’lerinin %1’den kii¢iik oldugunu ve
standart ¢ozeltilerin lineer cevaplar verdigi (R*>0,99) bildirilmistir. Linden (thlamur)
balinin rutin (5 mg/kg) p-hidroksibenzoik asit (4,1 mg/kg) vanillik (3,7 mg/kg) ve kafeik
asit (3,6 mg/kg) icerdigi, Heather balinin ise p-hidroksi benzoik (2,8mg/kg) asit ve siringik
asiti (1,8 mg/kg) yiiksek oranda igerdigi bulunmustur.

LC-MS kullanarak yapilan farkli bir calismada 3 adet balin fenolik bilesikleri
incelenmis ve fenolik bilesiklerin tanimlamasi HPLC-ESI-MS/MS kullanarak yapilmistir
(Biesaga ve Pyrzynska, 2009). Kii¢iik partikiil ¢capina sahip bir C18 (50mm x 2,1mm i.d.,
3um) kolonu ile 2 mM formik asit (¢oziicii A) ve metanol (¢6ziicli B) hareketli fazlariyla
gradient eliisyon uygulanarak 16 dakika gibi kisa bir analiz siiresinde 19 adet fenolik
bilesik standartinin (vanillik, gallik, kafeik, siringik, p-kumarik, p-hidroksifeniloasetik, p-
hidroksibenzoik, klorojenik, ferulik ve sinapik asit, mirisetin, narginin, naringenin,
luteolin, apigenin, isorhamnetin, kuersetin, kampferol, rutin) ayrimi basarilmistir.
Kalibrasyon egrilerini olusturmak icin 0,05-50 ppm araliginda standart c¢ozeltiler
kullanilarak lineer kalibrasyon egrileri elde edilmistir (R*>0,996). LOD degerlerinin 1-15
ng/L araliginda, % BSS’larin %1,3—6,8 araliginda oldugu tespit edilmistir. Analiz edilen
orneklerden karabugday (buckwheat) balinin yiiksek oranda ferulik asit (54,4 mg/kg) p-
hidroksibenzoik asit (22,6 mg/kg) ve p-kumarik asit (11,5 mg/kg) icerdigi, akasya (acacia)
balinin yiiksek oranda ferulik asit (139,8 mg/kg) ve p-hidroksibenzoik asit (3,9 mg/kg) ve
salg1 balinin yiiksek oranda ferulik asit (173,8 mg/kg) icerdigi bildirilmistir.

Liang vd. (2009) Cin narenciye (citrus) ballarinin kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit ve hesperetin icerigini RP-HPLC-ECD ve RP-HPLC-DAD ile incelemislerdir. Bal
ornekleri suda, standartlar metanolde ¢oziilmiistiir. Kromatografik analiz i¢in C18 kolonu

(150 x 4,6 mm i.d., 5 um) ve koruyucu kolon olarak C18 kolonu (20 % 4,0 mm i.d., 5 pm)
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kullanilmis %4’liik asetik asit (¢oziicii A) ve metanol (¢oziicli B) hareketli faz sistemiyle
gradient eliisyon uygulanmistir. Analiz siiresince akis hizi 1 mL/dk’ya ayarlanmis ve diyot
dizisi dedektorle kromatogramlar 288 ve 320 nm’de izlenmistir. Elektrokimyasal dedektor
ise 1,0 V’ta oksidatif modda calistirilmistir. Dedeksiyon ve dlgme limiti i¢in ECD ile elde
edilen sonuglar DAD ile elde edilenlerden 6-14 kat daha biiyiik bulunmustur. 4 standart
fenolik bilesigin kalibrasyon egrileri iyi lineerlik gostermistir. (R*>0,9994). DAD ile elde
edilen LOD degerleri 3,3x10%-6,5x10 ppm araliginda ECD ile 3,2x107-7,3x10” ppm
araliginda saptanmigtir.

Kenjeric” vd. (2008) tarafindan Hirvatistan sahil ve adalarina 6zgii ve karakteristik
tek florali bir bal olan 38 adet adagay1 (Salvia officinalis L., sage) balinin flavonoidleri
(kuersetin, luteolin, mirisetin, krisin, apigenin kampferol, galangin, isorhamnetin, p-
kumarik asit, ellagik asit ve kafeik asit) RP-HPLC-DAD ile analiz edilmistir. Flavonoid
ekstraksiyonu Amberlit XAD-2 recinesi ile kolon kromatografisi yardimiyla
gerceklestirilmistir. Recinede adsorbe olan flavonoidler metanol ile eliie edilmistir. Coziict
uzaklastirildiktan sonra etileter ile sivi-sivi ekstraksiyonun ardindan elde edilen kalinti
metanolde ¢oziilerek HPLC’de analiz edilmistir. Analizde C18 kolonu (12,5 x 0,4 cm i.d.,
5 um), %5’lik formik asit (¢oziicii A) ve metanol (¢oziicii B)’den olusan hareketli faz
sistemi ve 60 dakikalik gradient eliisyon programi ile ¢alisilmistir. Enjeksiyon hacmi 20
uL olarak kullanilmis ve kromatogramlar 290 ve 340 nm’de izlenmistir. Calisilan tiim bal
orneklerinin kuersetin, luteolin, kampferol apigenin, krisin ve galanginin yani sira p-
kumarik asit ve kafeik asit icerdigi tespit edilmistir. Bal 6rneklerindeki toplam flavonoid
miktarinin 109,4 pug/100 g bal ile 589,9 pg/100 g bal araliginda degistigi gozlenmistir.
Tiim orneklerin genel ve spesifik flavonoid profiline sahip oldugu ve bunun adagayi
ballarin diger tek florali ballardan ayirmada bir temel olabilecegi bildirilmistir.

Farkli botanik orijine sahip 27 Italyan balinin fenolik ve flavonoid fraksiyonlar1 ve
antioksidan aktivitesi karakterize edilmistir (Pichichero vd., 2009). Ballardan fenoliklerin
ekstraksiyonu kat1 faz ekstraksiyonu kartusu ile yapilmistir. C18 kolonu (250 mm x 4,6mm
i.d., 5 um), hareketli faz olarak su:TFA:asetonitril (87:3:10, ¢oziici A) ve
su:TFA:asetonitril (40:50:10, ¢o6ziici B) mobil fazlar1 kullanilarak gradeint eliisyon
uygulanmustir. Akis hizinda da gradiyent program kullanilmis ve akis hiz1 0,2 mL/dk ile
0,6 mL/dk araliginda degistirilmistir. 65 dakikalik test siiresince kolon sicakligi 50°C’de
tutulmustur. Kromatogramlar 280 ve 360 nm’de kaydedilmis ve enjeksiyon hacmi 20 uL.
olarak kullanilmistir. Analizlerde dis standart yontemi uygulanmistir. HPLC-UV ile
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bulunan degerlere gore ballarin bol miktarda fenolik bilesikleri ve flavonoidleri igerdigi,
incelenen ballarin bu bilesikleri benzer oranlarda icerdigi ve balin flora orijinine bagh
olarak her bir analitin fenolik profile katkisinin farkli oldugu bildirilmistir. Genel olarak
ana flavonoidlerin mirisetin, krisin ve galangin, ana fenolik asitlerin ise gallik asit (0,195-
1,770 mg/kg) ve klorojenik asit (0,166-1,172 mg/kg) oldugu goriilmiistiir. Folin—Ciocalteu
metoduna gore yapilan tayinde toplam fenolik madde miktarinin gallik asit esdegeri olarak
60,50-276,04 mg/kg, flavonoid miktarinin kuersetin esdegeri olarak 41,88-211,68 mg/kg
oldugu bulunmustur. Antioksidan kapasitenin yiiksek oldugu ve farklilik gosterdigi
belirtilmisti. FRAP degerlerinin 1,265-4,396 mmol Fe/kg, DPPH testinde SCso
degerlerinin 7,08-64,09 mg/mL aralifinda degistigi tespit edilmistir. Ayrica antioksidan

parametreler arasindaki korelasyonun da anlamli oldugu ifade edilmistir (P < 0,05).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

HPLC analizlerinde gerek hareketli fazin hazirlanmasinda ve gerekse de fenolik
bilesik standartlarinin ve numunelerin hazirlanmasi ve seyreltilmesinde kullanilan HPLC
safliktaki su Sartorius arium 611UV (Gottingen, Almanya) cihazindan elde edildi.
Antioksidan aktivite tayinlerinde absorbans o&lgiimleri icin ATI-Unicam UV-VIS
spektrofotometre cihazi kullanildi. Numune hazirlamalar esnasinda ¢dziiciilerin
buharlastirilmas1 amaciyla Buchi 461 su banyosu ve Cole-Parmer Aspiratdr pompasi
(Kore) ile donanimli1 Bibby RE 100 doner vakum evaporatorii kullanildi. pH dl¢limleri ve
ayarlamalar1 i¢in pH metre Hanna pH 213 (Romanya), antioksidan aktivite tayinlerinde
kullanilan ekstraktlarin hazirlanmasi esnasinda 1s1 kontrollii ¢alkalayici olarak Niive ST
402 (Tirkiye) kullanildi. Numune ve cozeltilerin hazirlanmasi ile testler esnasinda elde
edilen reaksiyon karigimlarinin ¢6zme ve karistirma islemleri i¢in Labnet VX100 model
vorteks (Woodbridge, NJ ABD) ve Heidolph model 1siticili manyetik karistirict
(Schwabach, Almanya)’dan yararlanildi. Antioksidan aktivite tayinleri i¢in metanolli
ekstraktlarin hazirlanmasinda ¢ozlinmeyen partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in Hettich
Universal 320R (Almanya) markali sogutmali santrifiij cihazi kullanildi. Kat1 faz
ekstraksiyonunda Varian vakum manifoldu (Harbor city CA, ABD) kullanildi.

Fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tayinleri ise mikro degasser (Japonya),
dereceli ellisyon pompasi (quaternary pump, Almanya) ve UV dedektdr (Japonya) ile
donanimli bir Agilent 1100 series HPLC cihazi (ABD) ve 77251 Rheodyne enjektor sistemi
ve 20 pl’lik loop kullanilarak gerceklestirildi. Maniiel enjeksiyonlar 25 pL‘lik Hamilton
siringa (Bonaduz, Isvigre) ile yapildi.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Fenolik bilesik standardi olarak kullanilan gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksi
benzoik asit, katesin, klorojenik asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-
kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit, rutin, 2,4-cis,trans-absisik, trans-sinnamik asit ve

kuersetin Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)’dan o-kumarik asit Merck (Almanya)’dan
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satin alindi. HPLC deneylerinde mobil faz olarak kullanilan metanol J.T. Baker (Deventer,
Hollanda), asetonitril Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya), asetik asit Merck (Darmstadt,
Almanya)’dan satin alindi. Antioksidan aktivite tayinlerinde kullamlan DPPH® (2, 2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, Folin-Ciocalteu reaktifi, neokuproin, CuCl,, amonyum
asetat tamponu Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya), TPTZ (tripridiltriazin) Fluka
(Buchs, Isvicre), Na,COs; ve Trolox® (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit) ve HCl Merck (Darmstadt, Almanya)’dan satin alindi. Kat1 faz ekstraksiyonunda
Supelco (Park Bellefonte PA, ABD)’dan satin alinan 6 ml’lik C-18 kartuslar1 kullanildi.
HPLC siringa filtreleri (25 mm, 0,45 pm) Whatman (Clifton NJ, ABD)’dan satin alindu.

2.3. Numuneler

Anzer bali ve poleni Rize'nin ikizdere ilgesinde yer alan Anzer yaylasindan 2007-
2008 yillarinda toplandi. Toplanan Anzer polenleri +4 °C’de buzdolabinda, ballar ise oda
sicakliginda muhafaza edildi. Anzer bal ve polenleri 15 Haziran-15 Temmuz araliginda,
Anzer giiz bali ve polenleri ise 15-20 Temmuz’dan Agustos sonuna kadar olan aralikta

toplanmiglardir.

Tablo 6. Analizlerde kullanilan Anzer bal ve polenlerinin tiirleri

Balin kodu Balin tiirii Polenin kodu Polenin tiirii
B1 Cigek-+anzer bali P1 Anzer giiz poleni
B2 Anzer bali P2 Anzer giiz poleni
B3 Anzer bali P3 Anzer giiz poleni
B4 Anzer bali P4 Anzer giiz poleni
B5 Anzer bal PS5 Anzer giiz poleni
B6 Anzer bali P6 Anzer giiz poleni
B7 Anzer giiz bali P7 Anzer giiz poleni
B8 Anzer giiz bali P8 Anzer giiz poleni
B9 Anzer bali P9 Anzer poleni
B10 Anzer bali P10 Anzer poleni
Bl11 Anzer bali P11 Anzer giiz poleni
B12 Anzer bali P12 Anzer poleni
B13 Anzer bali P13 Anzer poleni
B14 Anzer bali
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2.4. Antioksidan Aktivite Tayinleri

2.4.1. Metanollii Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Antioksidan aktivite tayinlerinde kullanmak amaciyla Anzer bal ve polenlerinin
metanollii ekstraktlar1 hazirlandi. Bu amagla bal 6rneklerinden 5’er gram ve polen
orneklerinde 1’er gram almip 10-15 mL destile metanolde ¢oziiliip calkalayicida 4 saat
calkalandi. Numuneler destile metanol ile 25 mL’ye tamamlandiktan sonra metanolde
coziinmeyen kisim santrifiijlenerek uzaklastirildi. Elde edilen berrak % 20’lik metanollii
stok bal c¢ozeltileri ile % 4’liikk metanollii stok polen cozeltileri antioksidan aktivite
tayinlerinde kullanilmak {izere siselendi ve buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi.
Analizler esnasinda ekstraktlarin istenen konsantrasyonlarini hazirlamak i¢in gerekli

seyreltmeler destile metanol kullanilarak yapildi.

2.4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Bal ve polen numunelerinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi,
Singleton ve Rossi (1965) tarafindan gelistirilen metodun modifiye edilmesiyle belirlendi.
Bu yontem, fenolik maddelerin Folin-Ciocalteu reaktifinin igerdigi fosfomolibdik-
fosfotungistik ¢ozeltisini indirgeyerek mavi bir kompleks olusturmalar1 ve bu mavi rengin
spektrofotometrik olarak Olciilmesi ilkesine dayanmaktadir. Numunelerin toplam fenolik
madde igerikleri standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak belirlendi. Bu amagcla
standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Tayine baslamadan 6nce gallik asitin
0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0312, 0,0156, 0,0078 mg/mL’lik konsantrasyonlar1 hazirlandi.
Konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri bulunarak standart grafik ¢izildi.
Standart grafige ait regresyon esitligi kullanilarak bal ve polenlerin toplam fenolik madde
miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden mg fenolik madde/g numune olarak
hesaplandi. Her bir 6rnek ve degisen konsantrasyonlarda gallik asit standardi icin
uygulanan pipetleme islemleri Tablo 7°de Ozetlenmis olup absorbanslar 765 nm’de

oOlgiilerek grafik cizildi.



60

Tablo 7. Toplam fenolik madde tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Nulzluune Standart Test
Kori
Metanol (destile) 0,1 mL - - -
Standart (degisen konsantrasyonlarda) - - 0,1 mL -
Numune - 0,1 mL - 0,1 mL
Destile su 3,1 mL 3,9 mL 3,1 mL 3,1 mL
2 N Folin Ciocalteu Reaktifi 0,2 mL - 0,2 mL 0,2 mL

Tipler vorteks ile karistirildi ve 3 dakika sonra

%20’lik Na,COs; 0,6 mL - 0,6 mL 0,6 mL

2 saat sonra 765 nm'de kore kars1 absorbans okundu.

2.4.3. Demir (I11) Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini

Demir indirgeme antioksidan kapasitesi yontemi ucuz, tekrarlanabilir ve basit bir
antioksidan aktivite tayin yontemi olup ¢alisgmada Benzie ve Strain (1996)’in gelistirdigi
yontem uygulandi. Metot ¢zelti ortaminda bulunan antioksidanlarm Fe™’i Fe™’ye
indirgeyebilme yetenegine dayanir. Deneylerde Fe™ kaynagi olarak FeCl; kullanildi ve
numunelerle muamelesi sonucu bilesik indirgendi ve ortamda bulunan antioksidan miktari
ile orantili miktarda Fe™-TPTZ’nin olusumundan kaynaklanan mavi renk
spektrofotometrik olarak gozlendi. Metoda adin1 veren FRAP reaktifi giinliik olarak
hazirland1 ve 25 mL pH 3,6 300 mM asetat tamponunun 40 mM HCIl’de hazirlanmis 2,5
mL 10 mM tripridiltriazin (TPTZ) ve sulu 2,5 mL 20 mM FeCl; - 6H,O c¢ozeltilerinin
karistirilmasiyla elde edildi. Calisilan numunelerin 100 pL’si taze hazirlanmis FRAP
reaktifi ile karistirildi. 595 nm’de numune igermeyen referansa karsi absorbanslar 0. ve 4.
dakikada okundu (Tablo 8). Kalibrasyon i¢in Trolox®’un degisen konsantrasyonlar1 (62,5,
125, 250, 500 ve 1000 uM) kullanildi. Sonuglar ayni sartlarda test edilmis standart

Trolox®’la karsilastirmali olarak bulundu ve Trolox® esdegeri antioksidan gii¢ olarak ifade

edildi (TEAP).
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Tablo 8. FRAP yontemi i¢in yapilan pipetlemeler

Nllérgrﬁne ng?sl;gf Numune Standart
FRAP Reaktifi - 3mL 3mL 3mL
Numune 100 uL - 100 uL -
Trolox® (Degisen konsantrasyonlarda) B - - 100 pL
Metanol (destile) - 100 uL - -
Destile su 3 mL - - -

0. dakikada ve 4.dakikada 595 nm’de absorbans okundu.

2.4.4. Bakir (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

CUPRAC tayini Apak vd. (2004) metoduna gore yapildi. Yontem geregince

reaksiyon karigimlari hazirlanirken bir deney tiipiine sirastyla 1 mL 10 mM CuCl, ¢ozeltisi,

1 mL IM pH 7,0 amonyum asetat tampon ¢ozeltisi ve 1 mL 7,5 mM etanollii neokuproin

coOzeltisi ilave edildi. Daha sonra x mL numune ¢ozeltisi ve (1,1 —x) mL destile su ilave

edilerek ¢ozeltiler karistirildi. Oda sicakliginda 30 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda

reaktif koriine kars1 450 nm’deki absorbanslar 6l¢iildii. Reaktif korii olarak numune yerine

numune ¢oziiclisii (metanol) igeren reaksiyon karisimi kullanildi (Tablo 9). Analizler 3

tekrarh gergeklestirildi.

Tablo 9. CUPRAC yontemi i¢in yapilan pipetlemeler

Numune Renk Korii Reaktif Korii
10 mM CuCl, 1 mL 1 mL
Amonyum asetat tamponu (1 M, pH 7,0) I mL I mL
7,5 mM etanollii Neokuproin I mL 1 mL
Numune 0,2 mL 0,2 mL -
Destile su 0,9 mL 3,9 mL 0,9 mL
Metanol 0,2 mL

30 dakika sonra 450 nm’de absorbanslar okundu.

CUPRAC metodunda Trolox®’un molar absorptivite katsayisi ¢=1,67 x 10

L/mol.cm oldugundan Trolox® i¢in kalibrasyon egrisi orijinden geger. Kullanilan numune
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ekstraktlarindaki Trolox®’a esdeger numune konsantrasyonu CUPRAC testi sonucu elde
edilen absorbansin Trolox®’un molar absorblama katsayisina (erg) boliinmesiyle
bulunabilir. Trolox” esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), ekstrakttaki tim seyrelmeler
hesaba katilarak ve materyalin baslangigtaki tartim miktarina oranlanarak Trolox” esdegeri

antioksidan kapasitesi (mmol TR/g madde) asagidaki formiil kullanilarak bulunabilir(22).

TEAC (mmol TR/g)= (A¢/ etr)(Ve/V)r(Veyp/m) (22)

m= gram materyal

Veup= baglangi¢ hacmi

r = seyreltme katsayisi

V; = analizde kullanilan seyreltilmis ekstrakt hacmi
V= test karisiminin son hacmi

A~ absorbans

2.4.5. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi

Calismada radikalin 150 pM’lik metanollii ¢6zeltisi kullanildi. Ekstraktlar degisen
konsantrasyonlarda hazirlandi. Bu amagla Anzer bal ve polenlerinin metanollii
ekstraktlariin gerekli seyreltme islemleri metanol kullanilarak yapildi. Esit hacimde
DPPH ¢ozeltisi ve numuneler karistirilip oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi
(Tablo 10). Siire sonunda DPPH’1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar
okundu. Biitiin numuneler 3 tekrarli ¢alisildi. Reaktif korii olarak DPPH c¢o6zeltisi ve
numunenin ¢0zildigli c¢ozelti kullanildi. Bulunan absorbanslar ve karsilik gelen

konsantrasyonlar grafige gegirilerek SCsy degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi.

Tablo 10. DPPH yontemi i¢in yapilan pipetlemeler

Numune Korii Reaktif Korii Numune
Bal / Polen (Degisen konsantrasyon) 750uL - 750uL
Metanol (Destile) 750uL - -
DPPH (150 uM) - 750puL 750uL
Numune ¢oziiciisli - 750uL -

50 dak. sonra 517 nm de absorbans okundu.
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2.4.6. SCsp Degerlerinin Bulunmasi

SCso radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCsy degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle calismalarda 6
farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu
hazirlanip absorbans Olclimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktart SCsy

degerini vermektedir. SCsy degeri mg/mL veya mM gibi birimlerle ifade edilmektedir.

2.5. HPLC Analizleri

2.5.1. Ornek Hazirlama

Bal ve polen numunelerindeki fenolik bilesikler kat1 faz ekstraksiyonuyla elde edildi
ve bu amagcla literatiirdeki metotlar modifiye edilerek kullanildi (Martos, Cossentini,
Ferreres & Tomas-Barberan, 1997; Martos, Ferreres & Tomas-Barberan, 2000; Martos,
Ferreres, Yao vd., 2000). Kat1 faz ekstraksiyonunda Supelco (Park Bellefonte PA,
ABD)’dan satin alinan 6 mL’lik C-18 kartuslar1 kullanildi. Numunelerin yeterli miktarlar
saf suda ¢oziiliip flavonoid glikozitlerinin hidrolizi amaciyla pH 1’e ayarlandi. Numuneler
¢Oziinmeyen kismin uzaklagtirilmasi igin siiziildii. Daha sonra sartlanmig C-18 kartusundan
gecirildi. Kartuslar1 sartlandirmak icin kartuslar 2 mL metanolle yikandi devaminda 2 mL
su ile yikandi ve daha sonra numune c¢ozeltileri gegirildi. Fenolik bilesenler kartusta
adsorbe oldu ve istenmeyen bilesenleri tamamen uzaklastirmak i¢in kartus yeteri kadar saf
su ve pH’1 1 olan saf su ile yikandi. Kartusta adsorbe olan fenolik bilesikler metanolle
yikanarak alind1 ve metanol evaporatorde 40°C’de kuruluga kadar uguruldu. Kalint1 5 mL
destile su ile ¢oziildii ve 3’er defa 5 mL dietileter ve etilasetat ile ekstraksiyon yapildi.
Birlestirilen ekstraksiyon ¢ozeltileri evaporatdrde kuruluga kadar uguruldu. Kalintt HPLC
saflikta metanolde ¢oziildii. Standartlarla ayn1 kosullarin saglanmasi amaciyla metanollii
coOzeltilerden gerekli hacimler alinarak destile su ile metanol:su orani1 40:60 olacak sekilde

seyreltildi ve 0,45 pm’lik filtreden siiziilerek HPLC’de analiz edildi.
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2.5.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Calismada 17 adet fenolik bilesik standard: kullanildi: Gallik asit, protokatekuik asit,
p-hidroksi benzoik asit, katesin, klorojenik asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit,
epikatesin, p-kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit, rutin, o-kumarik asit, 2,4-cis,trans-
absisik asit, frans-sinnamik asit ve kuersetin.

Rutin ve kuersetin disinda tim stok c¢ozeltiler %40°lik metanolde 1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlandi. Rutin %50’lik, kuersetin ise %100’lilkk metanolde 1 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlandilar. Kalibrasyon grafiklerini belirlemek amaciyla ana stok
cozeltilerinden %40’lik metanolle seyreltme kosuluyla 17 adet standardin 50, 25, 15, 10, 5
ve 2,5 mg/L’lik standart fenolik bilesik karisimlar1 hazirlandi. I¢ standart olarak kullanilan
propil parabenin tiim kalibrasyon ¢ozeltileri ve analiz edilen numunelerin son hacmindeki
konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde ayarland. i¢ standart da diger standartlar gibi ayn1

kosullarda hazirlandi.

2.5.3. i¢ Standart Secimi ve Kullanimi

Bu ¢alismada i¢ standart olarak daha Once literatiirde de kullanilmis bir bilesik olan
propil paraben kullamldi (Oztiirk vd., 2007). Bitkilerin propil paraben igermemesi ve
sudaki ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olusundan dolay1 bu sentetik bilesik i¢ standart olarak
kullanild1. Propil paraben HPLC analizlerinde standart bilesiklere yakin ve en son elue
olmaktadir. Analiz siiresinin uzamasina sebep olmamasi ve analiz siiresi zarfinda elue
olmasi tercih sebeplerindendir. Bal ve polen numuneleri propil paraben ihtiva etmemekte
ve biitiin standartlarin piklerinden rahatga ayrilmaktadir.

Yapilan analizlerde propil parabenin numunelerde ve standart ¢ozelti karisimlarinda
son konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde ayarlandi. Her bir standardin farkli
konsantrasyonlarina karst olusan pik alanlari, i¢ standardin pik alanma oranlandi. Bu
degerler konsantrasyona karsi grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi.
Numuneler iginse elde edilen kromatogramlarda bilinmeyen miktardaki fenolik bilesiklerin
pik alanlar1 i¢ standardin pik alanina oranlandi. Kalibrasyon egrileri kullanilarak ve tim

seyreltmeler hesaba katilarak fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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2.5.4. HPLC Cahsma Kosullar

HPLC analizleri bir uv dedektor ile donanimli Agilent 1100 series HPLC’de yapildi.
Chemstation (Agilent) programu ile kontrol edildi. Tiim analizler i¢in bir Agilent ZORBAX
Eclipse XDB-Cig (150 mm x 4,6 mm i.d., 5 um partikiil; ABD) tersfaz kolonu kullanildi.
Hareketli faz (A) %2 asetik asitin sudaki ¢ozeltisi ve (B) 50/50 asetonitril/su i¢indeki %0,5
asetik asitin ¢dzeltilerinden olusmaktaydi (de Villers vd., 2004). Eliisyonda takip eden
gradiyent kullanildi: Baslangi¢ kosullarina donmeden 6nce 0-5 dk %35 B; 5-8 dk %5-20
B; 8-10 dk %20-22 B; 10-17 dk %22-25 B; 17-19 dk %25-27 B; 19-30 dk %27-40 B; 30-
35 dk %40-45 B; 35-40 dk %45-65 B; 40-43 dk %65-100 B 43-45 dk %100 B. 45 ile 50.
dakikalar arasinda asetonitril ile temizlik yapildi ve 50-52. dakikalar arasinda baslangi¢
kosullarina doniildii. Kullanilan gradiyent program Tablo11’de 6zetlenmistir. Akis hiz1 1,2
mL.dk" ve enjeksiyon hacmi 20 pL idi. Dedektdr 280 nm’de calistirildi.

Tablo 11. HPLC analizlerinde kullanilan gradiyent program

Zaman * - . Akis Hizi
(dakika) ~ °A 7B %D (mL.dk™)
0 95 5 0 1,2
5 95 5 0 1,2
8 80 20 0 1,2
10 78 22 0 1,2
17 75 25 0 1,2
19 73 27 0 1,2
30 60 40 0 1,2
35 55 45 0 1,2
40 35 65 0 1,2
43 0 100 0 1,2
45 0 10 0 1,2
50 0 0 100 1,2
52 95 5 0 1,2
" A: %2 Asetik asitli su; ™ B:50/50 asetonitril:su igerisinde %0,5 asetik asit; " D:
asetonitril

2.5.5. HPLC-UYV i¢in Dedeksiyon Limitinin (LOD) Belirlenmesi

EPA metoduna gore dedeksiyon limiti hesaplandi (US EPA, 1984). Tim 17
standardin 2 ppm’lik karisimi HPLC ile analiz edildi. Her bir analitin sinyalinin giirtiltiiye

oranina (S/N) dayanan deger Chemstation’dan belirlendi, 6 seviyesinde bir S/N saglamak
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i¢cin gerekli konsantrasyon hesaplandi. Sonug olarak, 0,2 ppm’de o-kumarik asit ve trans-
sinnamik asit; 0,4 ppm’de gallik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit
ve cis, trans- absisik asit; 0,8 ppm’de protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik
asit, vanillik asit ve kuersetin; 1,5 ppm’de rutin ve epikatesin ve 2 ppm’de katesin ve
benzoik asit igeren kalibrasyon ¢ozeltisi hazirland1 ve 7 kez analiz edildi. Ardindan her bir
bilesik i¢in dedeksiyon limiti (LOD) pik alan1 ve alikonma zamaninin yiizde bagil standart
sapmasi1 (%BSS) olarak hesaplandi.

2.6. istatistiksel Metot

Analizler en az ii¢ testin ortalamasi alinarak yapildi ve sonuclar ortalama deger ve
standart sapma cinsinden hesaplandi. Ortamala deger + SD Microsoft® Office Excel 2003
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) programi yardimiyla hesaplandi. Tiim
istatistik testler SPSS (version 9.0 for Windows 98, SPSS Inc.) programi yardimiyla
yapildi. Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark olup olmadigini test etmek igin
Kruskal-Wallis non-parametrik testi kullanildi. iki bagimsiz grup arasinda korelasyon olup

olmadig1 Pearson korelasyon testine gore p<0,05 seviyesinde incelendi.



3. BULGULAR

3.1. Antioksidan Aktivite Tayinleri

3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Metanollii bal ve polen ekstraktlarinin gerekli olan seyreltme islemleri yapildiktan
sonra toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit standardina gore tayin edildi. Degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan (0,0078-0,5 mg/mL’lik) standart gallik asit ¢ozeltileri ile
Boliim 2.4.2'de anlatilan metoda gore toplam fenolik madde miktarlari tayin edildi. Elde
edilen 765 nm'deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-
ekseninde olacak sekilde bir standart calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart
calisma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru
denklemi y = 0,3336x — 0,0115 olarak tespit edildi (Sekil 10). Hazirlanan standart ¢alisma
grafigi kullanilarak 1 g bal veya polenin igerdigi mg cinsinden toplam fenolik madde
miktarlar belirlendi.

Metanollii Anzer bali numunelerinin icerdigi toplam fenolik madde miktarlar1 Sekil
11°de, metanollii Anzer poleni numunelerinin igerdigi toplam fenolik madde miktarlar1 da

sekil 12°de verilmektedir.

0,6 -
y =0,3336x- 0,0115
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Sekil 10. Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit standardi kullanilarak hazirlanan
standart calisma grafigi
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Sekil 11. Anzer bali 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlar
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Sekil 12. Anzer poleni 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlari

Ballarin toplam fenolik madde miktarlarinin 4,26-10,61 mg/g araliginda, polenlerin
ise 44,07-124,10 mg/g araliginda oldugu bulundu. En yiiksek toplam fenolik madde
icerigine sahip ballarin B13, B2, B1 ve B11 oldugu, en diisiik toplam fenolik madde
icerigine ise B8, B7 ve BS5 kodlu ballarin sahip oldugu bulundu. Metanollii Anzer
polenlerinden P13 ve P12’nin yiiksek miktarda, P7 ve P8’in ise diger polenlere gore daha

diisiik miktarda toplam fenolik madde icerdigi tespit edildi. Polenlerin genel olarak
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ballardan 10-20 kat daha fazla toplam fenolik madde igerdigi ve fenolik¢e zengin olduklari

belirlendi.

3.1.2. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Kuvveti (FRAP)

Radikal zincir reaksiyonlarinin kirilma kapasitesini yansitan Fe (III) indirgeme
kuvveti testi, antioksidan kapasitenin iyi bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(Giilgin vd., 2003). Kalibrasyon igin Trolox®’un degisen konsantrasyonlar1 (62,5-
1000 uM) kullanilarak hazirlanan standart calisma grafigi asagida verilmektedir (Sekil 13

).

2,5 1
y =0,0018x+ 0,0923
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Sekil 13. Trolox® kullanilarak elde edilen standart calisma grafigi

Grafikten elde edilen denklem kullanilarak bal ve polen numuneleri i¢in sonuglar
mikromol Trolox®/g numune cinsinden hesaplandi ve Trolox® esdegeri antioksidan gii¢
olarak ifade edildi (TEAP) (Tablo 12). Verilen degerler {i¢ paralel c¢aligmanin
ortalamasidir. Bu metotta yiiksek TEAP degeri yiiksek Fe™ indirgeme kuvvetini
gostermektedir.

Tablo 12’den goriildiigii gibi Anzer polenlerinin TEAP degerlerinin ballardan
oldukca yliksek oldugu bulundu. En yiiksek TEAP degerine sahip ballarin B13 ve B2
kodlu Anzer ballar1 oldugu goézlendi. B13 ve B2 ballarinin toplam fenolik madde igerigi de
diger ballardan yiiksek bulunmustu. En diisiik Fe (III) indirgeme kuvveti gosteren ballarin
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B3, B7 ve B8 oldugu ve yine bu ballarin diger bal ve polenlerden daha diisiik miktarda
toplam fenolik madde igerdigi gozlendi. Genel olarak bakildiginda ballarin kendi
aralarinda toplam fenolik madde igerigiyle TEAP degerleri arasinda pozitif korelasyon
oldugu goriildii (R=0,899). En yiiksek TEAP degerine sahip polenlerin ise sirasiyla P9,
P12, P10, P11 ve P13 oldugu; en diisiik TEAP degerine sahip polenlerin ise sirastyla P7,
P8 ve P5 oldugu gozlendi. En yiliksek TEAP degerlerine sahip olan polenlerin yiiksek
toplam fenolik madde icerigine de sahip olan polenler olduklar1 goriildii. Fakat bu bes
polenin kendi aralarinda toplam fenolik madde icerikleri ile TEAP degerleri arasinda
korelasyon olmadig1 goriildii (R= -0,263). Biitiin polenleri bir arada degerlendirdigimizde
ise toplam fenolik madde icerigi ile TEAP degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugu
bulundu (R=0,754). Ballar ve polenler hepsi bir arada degerlendirildiklerinde toplam
fenolik madde igerigiyle TEAP degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugu goézlendi
(R=0,850).

Tablo 12. Anzer bal ve polenlerinin TEAP degerleri

Ballar Polenler
Numune TEAP degerleri Numune TEAP degerlgrl
Kodu (umol Trolox®/g bal) | Kodu (nmol Trolox /g

polen)

Bl 0,75+ 0,03 P1 11,77 £ 0,63
B2 1,06 +0,01° P2 24,22 + 0,20
B3 0,20 £ 0,01 P3 19,36 £ 0,39
B4 0,68 +0,01 P4 15,38 £ 0,16
B5 0,38 0,01 P5 13,71 £ 0,42
B6 0,60 + 0,02 P6 14,01 + 0,66
B7 0,25+0,02 P7 12,32 £0,58
B8 0,34 +0,01 P8 15,66 + 1,05
B9 0,35+ 0,04 P9 105,06 + 0,59
B10 0,93 +£0,04 P10 65,06 + 0,98°
Bl11 0,89 +0,01 P11 42,79 £0,58
B12 0,99 + 0,02 P12 73,39 + 1,77
B13 1,17 £ 0,02° P13 42,69 + 1,67
Bl14 0,81 +0,02

% Kruskal Wallis yontemine gore giiz polenine gore istatsitiki farklilik; *: Kruskal
Wallis yontemine gore ballar arasindaki istatistiki farklilik
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3.1.3. Bakar (IT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC)

Cu™ indirgeme yontemi olarak da bilinen CUPRAC yontemi toplam antioksidan
kapasitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir. Bu metotta
numunelere ait sonucglar boliim 2.4.4’te bahsedilen formiil kullanilarak hesaplandi ve
degerler mikromol TR/g numune cinsinden kapasite olarak ifade edildi. Bu metotta yiiksek
Trolox®™ esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) yiiksek Cu(Il) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasiteyi gostermektedir. Kisaca yliksek CUPRAC degerleri FRAP metodunda oldugu
gibi yiiksek antioksidan kapasiteyi gostermektedir.

Sekil 14 ve Sekil 15°de Anzer bal ve polenlerine ait TEAC degerleri ii¢ paralel

calismanin ortalamasi olarak verilmistir.
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Sekil 14. Anzer bali 6rneklerinin TEAC degerleri

Polenlerin ballardan ¢ok daha yiiksek Cu(Il) iyonu indirgeme kapasitesine sahip
olduklar goriildii. B2, B10, B11, B12 ve B13 kodlu Anzer ballarinin benzer miktarda ve
en yiiksek TEAC degerine sahip ballar olduklar1 goézlendi. Diigiik Cu (II) indirgeme
kapasitesi gosteren B5, B7 ve B8 ballarinin diger bal ve polenlerden daha diigiik miktarda
toplam fenolik madde iceren numuneler oldugu belirlendi. En yiiksek TEAC degerine
sahip polenlerin ise sirastyla P9, P12, P13, P10 ve P11 oldugu ve bu polenlerin diger
polenlerden yaklasik iki kat daha fazla aktivite gdsterdikleri ve bu polenlerin en yiiksek

toplam fenolik madde icerigine sahip numuneler olduklari bulundu. Anzer ballarinin
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toplam fenolik madde igerigiyle TEAC degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugu
goriildii (R=0,872). Aynmi sekilde Anzer polenlerinin de toplam fenolik madde icerigiyle
TEAC degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugu bulundu (R=0,919). Bal ve polenler
birlikte degerlendirildiginde de toplam fenolik madde igerigi ile Cu (II) iyonu indirgeme
kapasiteleri arasinda pozitif korelasyon oldugu bulundu (R=0,978).
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Sekil 15. Anzer poleni 6rneklerinin TEAC degerleri

Toplam fenolik madde igerigiyle CUPRAC tayini yan1 sira FRAP ve CUPRAC
tayinleri arasindaki korelasyon iliskileri de incelendi. Anzer ballarinin FRAP ve CUPRAC
tayinlerine ait sonuglar arasindaki pozitif korelasyon degerinin R=0,961, polenlerin FRAP
ve CUPRAC tayinlerine ait sonuglar arasindaki pozitif korelasyon degerinin R=0,946
oldugu ve biitiin numuneler birlikte degerlendirildiginde ise korelasyon degerinin R=0,932

oldugu belirlendi.

3.1.4. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi

DPPH ticari olarak {iretilen bir radikal olup radikal scavenger aktivitenin
belirlenmesinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. DPPH® radikali temizleme y6ntemine
gore belirlenen numune antioksidan kapasiteleri Tablo 13°de verildi. Artan numune
konsantrasyonuna karsi 517 nm’deki absorbanslar grafige gegirilerek elde edilen grafikler

kullanilarak antioksidan kapasiteler kantitatif olarak ifade edildi. Antioksidan aktivite,
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numunelerin SCsy degerleri belirlenerek karsilastirilmistir. SCso, baslangic DPPH" radikal
konsantrasyonunu (kontroliin absorbansini) yariya diigiiren numune konsantrasyonudur ve
genellikle mg/mL ya da mM olarak ifade edilmektedir. DPPH radikali temizleme tayininde
kiigiik SCso degeri yiiksek radikal temizleme kapasitesini gostermektedir. Tablo 13’de
Anzer bal ve polenlerine ait SCsy degerleri ii¢ paralel calismanin ortalamasi olarak
verilmistir. Polenlerin ballardan ¢ok daha yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip
olduklar1 goriildi. B1, B2, B10, B11, B12 ve B13 kodlu Anzer ballarinin benzer miktarda
ve diisiik SCsy degerine yani yiikksek DPPH radikali temizleme aktivitesine sahip ballar
olduklar1 gozlendi. Diisiik radikal temizleme aktivitesine sahip ballarin B7, B8 ve B9
oldugu bulundu. Anzer polenlerinin radikal temizleme aktivitelerinin oldukg¢a yiiksek
oldugu goriildii. Ozellikle en diisiik SCso degerlerine sahip polenlerin ise sirastyla P9, P10,
P12, P11 ve P13 oldugu ve bu polenlerin en yiiksek toplam fenolik madde igerigine sahip
numuneler olduklar1 belirlendi. Anzer ballarinin toplam fenolik madde igerigiyle SCsy
degerleri arasinda negatif korelasyon oldugu goriildii (R=-0,872). Aymi sekilde Anzer
polenlerinin de toplam fenolik madde icerigiyle SCsy degerleri arasinda negatif korelasyon
oldugu bulundu (R=-0,777). Bal ve polenler birlikte degerlendirildiginde de toplam fenolik
madde igerigi ile DPPH radikali temizleme aktiviteleri arasinda negatif korelasyon oldugu

bulundu (R=-0,826).

Tablo 13. Anzer bal ve polenlerinin SCsy degerleri

Ballar Polenler

Lomune SCso (mg/mL) | pon " SCso (mg/mL)
Bl 31,0 P1 4,59
B2 33,8 P2 2,27
B3 62,3 P3 3,08
B4 51,8 P4 3,60
B5 47,7 P5 5,88
B6 44,8 P6 3,02
B7 77,8 P7 8,20
B8 59,5 P8 5,98
B9 65,8 P9 0,65
B10 35,7 P10 1,10
Bl11 33,6 P11 1,58
B12 38,4 P12 1,18
B13 28,7 P13 1,62
Bl14 47,8
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DPPH testi ile diger antioksidan aktivite tayin yOntemleri arasindaki korelasyon
iliskileri de incelendi. Anzer ballarinin DPPH ve CUPRAC tayinlerine ait sonuglar
arasindaki negatif korelasyon degerinin R=-0,750, polenlerin DPPH ve CUPRAC
tayinlerine ait sonuglar arasindaki negatif korelasyon degerinin R=-0,763 oldugu ve biitiin
numuneler birlikte degerlendirildiginde ise korelasyon degerinin R=-0,816 oldugu
belirlendi. DPPH ve FRAP tayinlerine ait degerler arasinda da negatif korelasyon bulundu.
Anzer ballarinin DPPH ve FRAP tayinlerine ait sonuglar arasindaki negatif korelasyon
degerinin R=-0,852, polenlerin DPPH ve FRAP tayinlerine ait sonuclar arasindaki negatif
korelasyon degerinin R=-0,730 oldugu ve biitiin numuneler birlikte degerlendirildiginde ise

korelasyon degerinin R=-0,638 oldugu belirlendi.

3.2. HPLC Analizleri
3.2.1. HPLC-UV Metot Gelistirme

Optimize edilen RP-HPLC-UV metodu kullanilarak 17 standart fenolik bilesigin ve
i¢ standardin analizine ait kromatogram Sekil 16’da goriilmektedir. Kullanilan metot ile 50
dakika i¢inde tiim analitlerin uygun bir sekilde ayrilmasi saglandi. Baslangicta gelistirilen
HPLC-UV metodu hassasiyet ve giigliiliik agisindan degerlendirildi. Alikonma zamani ve
pik alanlarinin ¢oziiniirliigii LOD i¢in standartlarla hazirlanan ¢zeltinin 7 kez enjeksiyonu
ile belirlendi. Sonuglar hesaplanan dedeksiyon limiti (LOD) ile birlikte Tablo 14’de
mevcuttur. Diisiik konsantrasyonlarda pik alaninin ¢oziiniirliigii kabul edilebilir degerlerde
bulunurken, alikonma zamanlarinin milkemmel ¢6ziiniirliigii elde edildi. Ayrica tiim 17
standart i¢in lineer cevaplar (R>>0,9977) elde edildi (Tablo 14). Tiim standartlar icin LOD
degerleri 0,15 ppm’in altindadir ki bu deger bal ve polenlerde bulunan fenolik bilesiklerin

dedeksiyonu i¢in yeterlidir.
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Tablo 14. Gelistirilen HPLC-UV metodunun parametreleri

No Bilesik %BSS" (RT) %BSS’(Alan) R’ LOD"”
1 Gallik asit 0,4875 3,9013 0,9989 0,0493
2 Protokatekuik asit 0,5054 2,0211 0,9998 0,0885
3 p-OH benzoik asit 0,4238 3,3126 0,9995 0,0466
4  Katesin 0,2946 1,0255 0,9978 0,0223
5  Klorojenik asit 0,2737 4,4459 0,9998 0,0391
6  Vanillik asit 0,2761 4,1799 0,9989 0,0798
7  Kafeik asit 0,349 4,0161 0,9985 0,1199
8  Siringik asit 0,3126 3,2053 1 0,0825
9  Epikatesin 0,3554 1,4334 0,9999 0,0192
10  p-Kumarik asit 0,5415 10,0251 0,9996 0,0481
11 Ferulik asit 0,45 7,3008 0,9998 0,0599
12 Benzoik asit 0,4071 3,1427 0,9984 0,0321
13 Rutin 0,3809 1,5461 0,9997 0,0407
14 o-Kumarik asit 0,4841 7,2793 0,9998 0,0875
15 2.,4-cis,trans-Absisik asit 0,1146 8,3386 0,9999 0,0776
16 trans-Sinnamik asit 0,3056 4,2876 0,9999 0,1313
17 Kuersetin 0,2512 2,4411 0,9977 0,065

*; BSS: bagil standart sapma, **; dedeksiyon limiti (ppm)
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Sekil 16. Standartlarin HPLC kromatogramlar1 (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) katesin, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7)
kafeik asit, (8) siringik asit, (9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit,
(12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16)
trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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3.2.2. Fenolik Bilesiklerin Tayini i¢in Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi i¢in alti farkli derisimde fenolik bilesik
standartlar (2,5, 5,0, 10, 15, 20, 25 mg/L) kullanilmig olup ¢alisma egrileri i¢in bulunan
denklemler ve R? degerleri ait olduklar grafikler {izerinde gosterilmistir. i¢ standart propil
parabenin tiim kalibrasyon c¢ozeltilerindeki son derisimi sabit ve 10 ppm olarak
tutulmustur. Standartlarin derisimleri x eksenine, standartlarin pik alanlarinin i¢ standardin
pik alanina orani (pik normalizasyonu: PN) da y eksenine gelecek sekilde kalibrasyon

egrileri ¢izildi (Sekil 17-Sekil 33).

. y =0,2771x- 0,0273
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Sekil 17. Gallik asit standardina ait kalibrasyon egrisi

35 - y = 0,1366x + 0,0007
2
R® =0,9998

PN
N

0 10 mgL 20 30

Sekil 18. Protokatekuik asit standardina ait kalibrasyon egrisi
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y = 0,128x+ 0,0126
R* = 0,9995

PN

14 - y = 0,0555x + 0,0001
R® = 0,9978

PN
o
0
!

y =0,1289x - 0,026
R® = 0,9998
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20 30

Sekil 21. Klorojenik asit standardina ait kalibrasyon egrisi
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4 -
35 y = 0,1476x - 0,005
’ R® =0,9989
3 -
2,5
z 2
1,5
1 -
0,5
0 T T 1
0 10 mgi 20 30
Sekil 22. Vanillik asit standardina ait kalibrasyon egrisi
8 —
7 - y =0,2725x - 0,0145
R’ =0,9985
6 -
5 —
z 4
3 -
2 -
1 -
O T T 1
0 10 mgL 20 30
Sekil 23. Kafeik asit standardina ait kalibrasyon egrisi
7 -
y = 0,2605x+ 0,002
6 R =1
5 -
4 -
Z
[y
3 -
2 -
1 -
O T T 1
0 10 20 30

Sekil 24. Siringik asit standardina ait kalibrasyon egrisi
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2 _
16 - y = 0,0632x - 0,0063
’ R> = 0,9999
1,2
£
0,8
0,4 -
0 T T 1
0 10 mgL 20 30

Sekil 25. Epikatesin standardina ait kalibrasyon egrisi

12 +

10 - y = 0,4041x - 0,0812
R® = 0,9996

PN
)
|

0 10 mgL 20 30

Sekil 26. p-Kumarik asit standardina ait kalibrasyon egrisi

6 _
s | y = 0,2174x - 0,0462
R* = 0,9998
4 -
£ 3
2 |
1 —
0 T T 1
0 10 mgL 20 30

Sekil 27. Ferulik asit standardina ait kalibrasyon egrisi
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0,8 - y = 0,032x + 0,0059
R* =0,9984
0,6
£
0,4 -
0,2 -
0 T T 1

0 10 mgL 20 30

2 _
y = 0,0663x+ 0,0092
1,6 - .
R =0,9997
1,2 -
£
0,8 -
0,4 -
0 T T 1
0 10 mgL 20 30

Sekil 29. Rutin standardina ait kalibrasyon egrisi

14 -
12 y = 0,4985x + 0,0107
R* = 0,9998
10
8 |
£
6 |
4 |
2 _
O T T 1
0 10  mgL 20 30

Sekil 30. 0-Kumarik asit standardina ait kalibrasyon egrisi
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e y = 0,3263x + 0,0243
R> = 0,9999

PN
O = N W A LA X O
|

0 10 mgL 20 30

Sekil 31. 2,4-cis,trans-Absisik asit standardina ait kalibrasyon egrisi

20 ~
y =0,727x+ 0,0329
16 ~ 2
R =0,9999
12
£
8 .
4 .
O T T 1
0 10 mg/L 20 30

3 y =0,1177x - 0,0091
R® =0,9977

O T T 1
0 10 mg/L 20 30

Sekil 33. Kuersetin standardina ait kalibrasyon egrisi



Tablo 15. Anzer ballarinda HPLC analizleri sonucu bulunan fenolik bilesik miktarlar1 (ng/100 g bal)

8

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 | BI11 B12 | B13 B14
Gallik asit 1,55 - 1,25 1,46 - 2,60 1,31 2,47 1,26 0,56 0,56 0,95 0,83 0,58
Protokatekuik asit 1,96 - 1,63 1,83 0,51 | 3,62 1,75 2,69 1,04 0,98 0,69 1,44 0,83 0,49
p-OH benzoik asit 3,15 4,41 2,45 4,00 0,87 |5,23 1,82 3,49 1,32 1,16 0,38 1,83 0,71 0,67
Katesin - 18,90 - - - - - - - - - - - -
Klorojenik asit - - - - - - - - - - - 1,14 0,92 -
Vanillik asit 4,92 5,30 6,18 8,25 1,49 | 6,42 2,84 7,63 1,70 1,31 0,62 1,82 1,18 0,82
Kafeik asit 12,30 | 6,11 5,19 14,88 | 3,20 | 9,21 3,67 7,95 5,53 1,15 0,69 1,89 1,43 1,15
Siringik asit 8,05 4,33 2,80 13,95 |0,54 | 2,11 1,71 4,20 0,91 0,86 0,60 1,39 0,78 0,50
Epikatesin - 20,15 | 9,78 9,52 - - 5,97 13,30 | 8,54 - - - - -
p-Kumarik asit 18,68 | 50,87 | 21,40 |27,13 |2,18 |27,82 |9,16 28,48 | 5,97 3,45 1,67 2,74 2,36 4,30
Ferulik asit 12,01 | 36,40 | 19,83 | 21,21 |5,17 |19,32 | 16,56 |41,66 | 11,43 | 7,08 4,02 5,61 3,91 12,32
Benzoik asit 96,77 | 174,62 | 45,07 | 48,11 | 15,10 | 11,97 | 22,35 | 36,66 | 16,10 | 58,37 | 25,08 | 81,62 | 53,59 | 63,28
Rutin 14,43 | 87,80 | 48,21 | 19,53 | 12,84 | 2,90 17,35 | 42,55 | 2435 | 12,27 | 545 12,63 | 9,67 6,59
0-Kumarik asit 4,64 7,78 2,14 1,50 4,21 1,57 - 2,02 - 0,40 0,67 1,24 0,72 0,87
cis ,trans-Absisik asit | 14,60 | 138,17 | 20,03 | 26,59 | 17,25 | 1596 |28,11 |32,23 |51,88 |1522 |21,29 |20,38 | 16,93 |2797
trans-Sinnamik asit 4391 | 81,95 |9,20 24,74 - 5,63 15,04 | 7,77 24,46 | 3,67 3,24 5,87 4,40 9,89
Kuersetin 11,34 | 23,88 | 12,07 - 0,27 | 64,97 - 43,83 | 7,74 39,78 | 42,55 | 54,33 | 41,39 | 56,78
TOPLAM 248,31 | 660,66 | 207,22 | 222,69 | 63,62 | 179,31 | 127,65 | 276,92 | 162,22 | 146,25 | 107,51 | 194,88 | 139,65 | 186,20




Tablo 16. Anzer polenlerinde HPLC analizleri sonucu bulunan fenolik bilesik miktarlar1 (ug/100 g polen)

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Gallik asit 9,46 10,97 18,59 15,82 | 14,04 | 12,13 9,15 9,91 8,34 11,47 9,87 - -
Protokatekuik asit - 8,31 19,77 16,48 | 12,92 9,95 9,29 4,73 18,01 14,37 17,75 19,16 -
p-OH benzoik asit 12,49 73,09 122,68 | 57,36 8,49 19,81 | 16,10 | 11,97 2,74 14,03 88,40 34,53 45,45
Katesin - - - - - - - - - - - - -
Klorojenik asit - - - - - - - - 14,64 18,21 - 34,64 75,08
Vanillik asit 35,67 55,70 77,45 46,61 | 45,87 | 59,96 | 87,02 | 27,57 | 25,88 22,96 25,16 28,40 31,79
Kafeik asit 10,88 13,37 27,78 18,10 | 16,40 | 36,03 | 24,33 | 12,31 | 44,93 46,14 67,52 44,66 98,03
Siringik asit 39,64 72,06 181,03 | 109,40 | 259,53 | 151,06 | 184,71 | 132,94 | 23,32 24,36 39,75 10,55 17,55
Epikatesin - 520,02 - - - - - - - 110,91 | 201,54 39,15 -
p-Kumarik asit 36,24 65,38 83,66 42,42 | 52,19 | 48,81 | 53,87 | 34,16 | 184,23 | 81,01 127,85 | 120,91 111,73
Ferulik asit 65,85 54,03 95,93 65,15 | 62,20 | 61,65 | 40,95 | 37,42 | 81,34 | 146,08 | 230,55 | 191,80 36,83
Benzoik asit 102,11 | 246,87 | 205,39 | 181,75 | 145,51 | 85,11 | 143,19 | 46,87 - - 393,19 - 1077,64
Rutin 54,50 | 330,84 | 435,96 | 220,09 | 101,31 | 171,40 | 139,03 | 34,40 | 25,59 | 439,00 | 692,85 | 272,79 63,14
0-Kumarik asit - - - - - 9,25 7,32 2,63 - - - - 42,23
cis ,trans-Absisik asit | 22,30 23,52 26,07 33,64 | 32,59 | 21,04 | 30,74 | 26,05 | 23,38 | 182,92 | 288,70 | 121,34 54,18
trans-Sinnamik asit 19,05 11,56 22,76 37,61 | 4195 | 34,15 | 16,89 6,82 46,13 35,72 56,38 43,05 8,74
Kuersetin 94,74 | 157,27 55,94 61,40 | 79,93 | 153,74 | 99,74 | 195,91 | 194,31 - 421,08 | 499,20 75,13
TOPLAM 502,94 | 1643,01 | 1373,02 | 905,83 | 872,93 | 874,09 | 862,33 | 583,69 | 692,85 | 1147,18 | 2660,60 | 1460,18 | 1737,50

€8
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Calisilan bal numunelerinin tiimiiniin p-hidroksibenzoik asit, vanillik asit, kafeik asit,
siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit, rutin ve Cis,trans-absisik asit icerdigi
bulundu (Tablo 15). Ballarin 17 adet fenolik bilesigi toplam 63,62-660,66 ng/100 g
araliginda icerdigi tespit edildi. Biitiin ballarin yiiksek oranda benzoik asit, rutin ve
cis,trans-absisik asit i¢cerdigi gézlendi. B2 balinin disindaki diger ballarin higbirinin katesin
icermedigi gorildii. Ballarin biiylik ¢ogunun gallik asit (0,56-2,60 pg/100 g) ve
protokatekuik asit (0,49-3,62 ng/100 g) icerdigi ve bu fenolik asitleri diisiik oranda igerdigi
belirlendi. B5 bali hari¢ diger biitiin ballarin trans- sinnamik asit icerdigi ve bu fenolik asiti
degisen oranlarda (3,24-81,95 ng/100 g) igerdigi bulundu. Ballarin ¢ogunun o-kumarik asit
icerdigi ve bu bilesenin ballardaki miktarinin diisiik oldugu goézlendi. Ballardan 12
tanesinin kuersetin igerdigi ve kuersetin iceren 7 adet balin kuersetin igeriginin (23,88-
64,97 ng/100 g) digerlerine gore yiiksek oldugu belirlendi.

Anzer polenlerinin hepsinin farkli miktarlarda p-OH benzoik asit, vanillik asit, kafeik
asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, cis,trans-absisik asit ve trans-sinnamik
asit igerdigi belirlendi (Tablo 16). Polenlerin 17 adet fenolik bilesigi toplam 502,94-
2660,60 png/100 g araliginda i¢erdigi bulundu. P10 poleni hari¢ biitiin polenlerin kuersetin
icerdigi (55,94-499,20 ng/100 g) ve bu fenolik bilesigin polenlerde yiiksek oranda
bulundugu tespit edildi. Ayrica polenlerde rutin miktarinin da yiiksek oldugu belirlendi
(25,59-692,85 png/100 g). 13 polenin 10 tanesinin benzoik asit icerdigi ve bu fenolik
bilesigi iceren polenlerin benzoik asit igeriginin ¢ok yiiksek oldugu belirlendi (46,87-
1077,64 ng/100 g). Polenlerin ¢ogunun gallik asit (8,34-18,59 ng/100 g) ve protokatekuik
asit (4,73-19,77 nug/100 g) icerdigi ve bu iki fenolik asiti de diisiik oranda igerdigi (3,24-
81,95 ng/100 g) gozlendi. 4 polen haric diger polenlerin klorojenik asit icermedigi
bulundu. Ballardakine paralel olarak polenlerde de katesine rastlanilmadi. Anzer bal ve

polenlerinin HPLC analizlerine ait kromatogramlar Ek Sekil 1 - Ek Sekil 27°de verilmistir.



4. TARTISMA

Bal ve polen bilesimleri toplandiklar1 bdlgenin cografik ve floral 6zelliklerine bagh
olarak degisim gostermekle birlikte her ikisi de son derece yiiksek besin degerine sahip
birer dogal iiriindiirler. Bal ve polenin besin degerlerinden daha ziyade biyolojik yonden
onemli birer dogal iirlin olmalart son 10 yilda 6zellikle 6ne ¢ikmaktadir. Bu nedenle de
biyolojik yonden aktif olan ballar giinlimiizde daha da 6nem kazanmaktadirlar. Bal ve
polenin biyolojik degeri diger bitkisel ekstraklarda oldugu gibi basta antioksidan aktivite
olmak iizere, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar, antikanserojen gibi etkilerdir. Bu
nedenle bazi ballarin biyolojik aktif 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmalarindan dolay1 ticari
degerleri de artmaktadir. Bu baglamda ise Diinyada 6ne ¢ikan bazi ballar bulunmaktadir.
Ozellikle Yeni Zelanda Manuka ballar1 ve Avusturalya’da heather bali gibi ballar aranan
ballar arasindadir (Weston vd., 1999; Molan, 1999; Andrade vd., 1999).

Tiirkiye bulundugu cografik konumdan dolay1 diinyanin zengin bitki florasina sahip
nadide iilkelerinden biridir. Ulkemiz aricilik potansiyeli ve bal iiretimi bakimindan
diinyada 6n siralarda olmasina ragmen gerek apiterapik yonden ve gerekse de iiriinlerin
tanittimi bakimindan 6n planda degildir, diinyadaki taninirligi bakimindan hak ettigi yeri
almamustir.

Halk arasinda ¢ok degerli olduguna inanilan Anzer bali ile yapilan bilimsel
calismalarin sayis1 da yetersizdir. Bal tagsisi siklikla ve kolaylikla yapilabilmekte ve
piyasada Anzer bal1 ad1 altinda satilan ballar {iretilenden fazla miktarda bulunmaktadir. Bu
da Anzer balinin gercek degerini diistirmektedir.

Balin biyolojik degeri yapisinda yaklasik olarak % 1 oraninda bulunan sekonder
metabolik {iriinlerinden ileri gelmektedir (Weston, 1999). Bu metabolitlerin énemli bir
kismi ise bitkiler tarafindan shikimate metabolik yolu iizerinden sentezlenen aromatik ve
alifatik sinirsiz sayida bilesiklerden meydana gelmektedir. Aromatik yapiya sahip sekonder
metabolitlerin biiyliik ¢ogunlugunu ise fenolik bilesikler olusturmaktadir. Balin biyolojik
aktivitesi yapisinda bulunan bu fenolik ajanlardan ileri gelmektedir. Nitekim yapilan
caligmalar ile balin toplam fenolik madde miktar1 ile biyolojik aktivitesi arasinda paralellik
oldugu bildirilmektedir (Sarikaya vd., 2009; Ulusoy vd., 2010).

Bu nedenle calismamizda son derece zengin ¢icek florasina ait ve halk arasinda

meshur olan Anzer bal ve poleninin biyolojik aktif yapisini ortaya ¢ikarmak ve fenolik
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bilesenlerinin aydinlatilmas1 ve diger ballardan bu bilesenler yoniinden farkini ortaya
cikarmak ve diinyada meshur olan diger Manuka ve Heather ballan ile karsilastirmay1
amagcladik.

Cogu bitki genis capta polifenol ve flavonoid icermektedir ve her bitki tipik fenolik
profile sahiptir. Polifenolik bilesiklerin konsantrasyonu ve tipi ballarin floral orijiniyle
alakalidir ve antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve antikanser aktiviteleri gibi biyolojik
aktivitelerden sorumlu ana faktorlerdir. Bitkilerde ¢ok farkli antioksidanlar mevcuttur ve
her bir antioksidan bileseni tek tek belirlemek olduk¢a ¢ok zordur. Bu nedenle her
ekstraktin antioksidan potansiyelini degerlendirmek icin birkag farkli test kullanmak daha
bilgilendirici ve hatta gerekli olabilir (Frankel ve Meyer, 2000; Tsai vd., 2002; Beretta vd.,
2005; Huang vd., 2005; Hu ve Kitts, 2005; Li vd., 2008; Zalibera vd., 2008.). Bu ¢alismada
antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in baglica dort metot kullanilmistir: toplam fenolik
madde tayini, demir (III) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP) tayini, bakir (II) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) tayini ve DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikali temizleme aktivitesi tayini. Kullanilan metotlar antioksidan testler arasinda uluslar
arasi literatlirde kabul goérmiis metotlardir (Ou vd., 2002; Prior vd., 2005, Tabart vd., 2009;
Pellegrini vd., 2003; Tsao ve Deng, 2004; Roginsky ve Lissi, 2005; Huang vd., 2005;
Ozgen vd., 2006; Saura-Calixto ve Goni, 2006).

Bir redoks reaksiyonu olan ve kisaca demir indirgeme kuvveti (FRAP) olarak
adlandirilan  test, biyolojik materyallerin toplam antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. indirgeme kuvveti érnekte bulunan biitiin
bilesiklerin indirgeme potansiyellerinin toplamini olusturur. Bu metotta yiiksek FRAP
degeri yiiksek Fe™ indirgeme kuvvetini gostermektedir. Bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite (CUPRAC) son yillarda kullanilmaya baglanilan Apak vd. (2004)
tarafindan gelistirilen bir metottur. FRAP testine benzer sekilde bu test Cu™-kompleksinin
indirgenmesine dayanir. Yapilan ¢aligmada toplam antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in
her iki metodu da kullanmamizin sebebi hem birbirlerini desteklemeleri ve ¢alismalarin
dogrulugundan emin olmaktir. Balin toplam fenolik madde miktar1 balin toplam
antioksidan kapasitesinden sorumlu oldugu ve fenolik madde igerigi yiiksek dogal
tirtinlerin antioksidan kapasitelerinin de yiliksek oldugu yapilan pek ¢ok bilimsel ¢alismada
bildirilmektedir (Al-Mamary vd., 2002; Kii¢iik vd., 2007; Kolayli vd., 2008).

Calisilan tiim Anzer bal ve polen numunelerinin Fe™ indirgeme yetenegine sahip

olduklar1 ve tiim polenlerin ballardan ¢ok daha yiiksek TEAP degerine (Troloks® esdegeri
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antioksidan gii¢) sahip olduklar1 bulundu. Anzer ballarinin TEAP degerleri 0,20-1,17 pmol
Troloks®/g araliginda polenlerinki ise 11,77-105,06 pmol Troloks®/g arahiginda bulundu.
Calisilan polenlerin TEAP degerlerinin Marghitas vd. (2009)’nin ¢alistiklar1 farkli floral
12 polenden biraz daha diisiik oldugu goriildii. Toplam fenolik madde tayininde ise Anzer
polenlerinin mg GAE/g numune cinsinden toplam fenolik madde miktarinin da daha
yiiksek oldugu goriildii. Iki ¢alisma da yiiksek fenolik madde icerigine sahip numunelerin
yliksek FRAP degeri sergilemeleri acisindan parallelik gostermektedir. Bu iki test
arasindaki korelasyon degeri Anzer polenleri i¢in Marghitas vd. (2009)’nin c¢alistig1
polenlerden daha yiiksektir. Literatiirdeki baska bir ¢alismayla karsilastirildiginda ise
Anzer poleni metanollii ekstraktlarinin fenolik madde igeriginin ve FRAP degerinin
Sonoran Colii’nden 6 farkli polenin metanollii ekstraktlarindan daha yiiksek oldugu
goriildii (LeBlank vd., 2009). Sonoran Colii polenlerinin FRAP degerleri ve toplam fenolik
madde igerikleri sirastyla 0,775-9,079 pmol Troloks®/g ve 15,91-34,85 mg/g iken Anzer
polenlerininki 11,77-105,06 pmol Troloks®/g ve 44,07-124,10 mg/g’dir. Sonoran Colii
polenlerinin de FRAP degeri ile toplam fenolik madde icerigi arasinda korelasyon
bulundugu bildirildi (R=0,873). Anzer poleninin toplam fenolik madde igeriginin
Polonya’dan toplanan 12 bitki polenininki (12,93-82,43 mg/g) ile yakin degerlerde oldugu
goriildii (Leja vd., 2007). Avusturya’da yapilan bir arastirmada 10 adet ar1 poleninin
toplam fenolik madde igerigi incelendi ve elde edilen degerlerin (7,4-9,7 mg/g) Anzer
polenlerinin toplam fenolik madde igeriginin altinda oldugu goriildii (Kroyer ve Hegedus,
2001).

Anzer ballarinin toplam fenolik madde iceriginin 4,26-10,61 mg GAE/ g oldugu
bulundu. 40 adet Cek balinin (¢ok florali, lime, rape, raspberry, karisik ve salgi ballar)
incelendigi bir ¢alismada (Lachman vd., 2010) ballarin toplam fenolik madde igeriginin
0,083-0,242 mg GAE/ g oldugu bulundu ve Anzer ballarinin toplam fenolik madde igerigi
bu ballardan ¢ok daha yiiksek bulundu. Ayni ¢alismadaki FRAP degerleri ise askorbik asit
esdegeri cinsinden yaklasik 0,635-2,358 umol/g (Troloks esdegeri cinsinden yaklasik
0,318-1,179 pumol/g) olarak ve Anzer ballarindan diisiik bulundu ve FRAP ile toplam
fenolik madde igerigi arasinda pozitif korelasyon (R=0,852) bulundugu bildirildi (Lachman
vd., 2010). Anzer ballarinin FRAP ile toplam fenolik madde igerigi arasindaki korelasyon
degerleri literatiirdeki birgok calisma ile uyumluluk gostermektedir (Guo vd.,. 1997,
Velioglu vd., 1998; Aljadi ve Kamaruddin, 2004; Beretta vd., 2005; Blasa vd., 2006;
Lachman vd., 2010; Gheldof ve Engeseth, 2002; Saxena vd., 2010; Alvarez-Suarez vd.,



88

2010). Tiirkiye’ye ait 50 ormangiilii bali lizerine yapilan bir calismaya goére orman giilii
ballarinin toplam fenolik madde (0,24 -141,83 mg /100 g bal) igerigi Anzer ballarindan
diisiik bulundu. Yine baska bir calismaya gore Anzer ballarinin toplam toplam fenolik
madde igeriginin gallik asit esdegeri olarak akasya (0,026-0,068 mg/g), lime (0,090-0,159
mg/g), kestane (0,147-0,272 mg/g), koknar agaci (fir) (0,163-0,286 mg/g), ladin agact
(spruce) (0,186-0,239 mg/g), karisik florali (0,127-0,195 mg/g) ve orman (0,192—0,270
mg/g) ballarindan daha yiiksek oldugu belirlendi (Bertoncelj vd., 2007).

DPPH radikali temizleme testi, c¢esitli dogal {iiriinlerin serbest radikal temizleme
yeteneginin Ol¢lilmesinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir metottur (Hatano vd., 1997;
Ahn vd., 2007; Nagai vd., 2003). DPPH stabil ve ticari olarak satin alinan bir radikal olup
bir elektron veya hidrojen aldiginda 517 nm’de absorbans verir (Huang vd., 2005). DPPH
radikalinin % 50’sinin olusumunu engelleyen madde miktar1 SCsy olarak tanimlanir ve
diisiik SCsg degeri yiiksek radikal temizleme aktivitesini gosterir.

Anzer ballarinin DPPH radikali temizleme aktivitesine sahip olduklar1 ve ballarin
SCso cinsinden radikal temizleme aktivitelerinin 31,0-77,8 mg/mL araliginda oldugu
bulundu. Bu SCsy degerleri akasya (33,9-63,9 mg/mL) ballariyla benzerlik gostermektedir
(Bertoncelj vd., 2007). Anzer ballarinin radikal temizleme aktiviteleri lime (20,6-36,1
mg/mL), kestane (7,8—14,0 mg/mL), koknar agaci (6,4—11,7 mg/mL), ladin agac1 (5,4-9,7
mg/mL), karigik florali (8,1-13,9 mg/mL) ve orman (5,3—8,7 mg/mL) gibi ballara gore
biraz daha diislik oranda oldugu bulunurken (Bertoncelj vd., 2007), Ferreira vd. (2009)’nin
analiz ettikleri biberiye/rosemary (168,94 mg/mL), engerek otu/ Echium vulgare (130,39
mg/mL) ve heather (106,67 mg/mL) ballarindan daha iyi oldugu belirlendi. Anzer
ballarinin DPPH radikali temizleme aktivitesi ile toplam fenolik madde igerigi arasinda
negatif korelasyon oldugu bulundu (R=-0,872) ve bir¢ok arastirmaci tarafindan da benzer
korelasyonlar bulundugu bildirilmektedir (Bertoncelj vd., 2007; Saxena vd., 2010;
Zalibera vd., 2008). Ayrica Anzer ballarinin DPPH ve FRAP testleri arasinda da
korelasyon oldugu (R=-0,852) ve benzer sonuclarin diger calismalarda da bulundugu
gbzlendi (Bertoncelj vd., 2007; Saxena vd., 2010).

Literatiirdeki tiim bu ¢aligmalarda DPPH radikali temizleme aktivitesi degerleri farkl
birimlerle (% inhibisyon gibi) verildiginden ve sonuclar numune g basina degil de cesitli
¢oOziicli ekstraktlarinin miktarina gore hesap edildiginden Anzer polenlerinin DPPH
degerleri bu literatiirlerle karsilagtirllamamaktadir. Brezilya’da Sarmento Silva vd.

(2006)’'nin  sar1 ve kahverengi polen olarak adlandirdiklar1 iki polen tizerindeki
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calismalarinda polenleri ti¢ farkli ¢oziicii ile ekstrakte ettiklerinde en iyi DPPH radikali
temizleme aktivitesini etil asetat ekstraktinin gosterdigini buldular (SCsp: 41,9-
43,7ug/mL).

Tim Anzer bali ve polenlerin Cu(Il) iyonu indirgeme kapasitesine sahip oldugu
belirlendi. Troloks®” esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) olarak mikromol TR/g numune
cinsinden ballarin TEAC degerleri 1,8-5,9 polenlerin ise 33,1-91,8 olarak bulundu.
Verilerden anlasilacagi lizere polenler ballardan daha yiliksek Cu(Il) iyonu indirgeme
kapasitesine sahiptir. Literatiirde bal ve polenlerle ilgili CUPRAC calismasi
bulunmamaktadir.

Onceleri, arastirmacilar ballarm floral orijinini belirlemek icin polen analizine
tamamlayict olarak ballarin amino asit bilesimini incelediler (Bosi ve Battaglini, 1978;
Davies, 1976; Davies ve Harris, 1982). Son yillarda ise kiitle spektroskopisine baglh gaz
kromatografisi ile ugucu bilesenleri (Bonaga vd., 1986; Darcy vd., 1997), fenilalaninin
yikim {riinlerini (Speer ve Montag, 1987), aromatik asitleri ve esterlerini (Steeg ve
Montag, 1988a, 1988b, 1988c), aromatik ve karotenoid benzeri bilesenleri (Tan vd., 1989a,
Tan vd., 1990; Tan vd., 1989b; Wilkins vd., 1993), aromatik aldehit ve heterosiklikleri
(Hausler vd., 1989, 1990, 1991) analiz ederek ballarin floral orijinini degerlendirmeye
calismiglardir. Bu calismalara ballarin fenolik bilesikler gibi ugucu olmayan fitokimyasal
bilesenlerinin analizi i¢in daha iyi HPLC metotlar1 ilave olmustur (Amiot vd., 1989;
Ferreres, vd., 1994a; Ferreres, vd., 1993; Ferreres vd., 1994b; Sabatier vd., 1992). Bu
HPLC analizlerinin balin floral orijinin dogru olup olmadigini belirlemede c¢ok yararh
oldugu kanitlanmistir (Andrade vd., 1997a; Andrade vd., 1997b; Martos vd., 2000a;
Martos vd., 2000b).

Ballarin fenolik bilesenlerinin analizi floral ve cografik orijin ¢aligmalarinda gelecek
vaat eden bir yol olarak kabul gérmektedir (Ferreres vd., 1994; Antony vd., 2000; Merken
vd., 2000; Tomas-Barberan vd., 2001; Kiiciik vd., 2007; Yao vd., 2004; Oddo ve
Bogdanov, 2004; Bogdanov vd., 2004; Cuevas-Glory vd., 2007; Pyrzynska ve Biesaga,
2009). Ornegin, hesperetin narenciye (citrus) balinm, kampferol biberiye (rosemary)
balinin ve kuersetin ay¢icegi (sunflower) balinin markeri olarak kullanilmaktadir (Thomas-
Barberan vd., 2001). Baz1 fenolik asitler de floral marker olarak kullanilmaktadir: ellagik
asit heather balinda (Antony vd., 2000), kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asitler
kestane balinin temel fenolik bilesenleridir (Merken vd., 2000). Balin botanik kaynagi

onun ana kalite parametresidir ve balin degeri genellikle floral kaynagina baghdir. Balin
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ucucu bilesen (Cuevas-Glory vd., 2007) ve mineral igerigi (Pohl, 2008) analizlerinin de
botanik ve cografi orijini karakterize etmede yararli olabilecegi bildirilmistir. Akasya ve
lavanta cicegi (acacia ve lavender) bali gibi bazi bal Orneklerinde ise floral marker
olabilecek uygun bir fenolik bilesik bulunamamistir (Tomas-Barberan vd., 2001).

Genel olarak fenolik bilesenlerin ayri ayri belirlenmesinde kullanilan analitik
yontemler belli basli basamaklar igerir: fenolik bilesenlerin matriksten izolasyonu, analitik
ayirma ve tanimlama ve miktar tayini. [zolasyon basamagi kat: faz ekstraksiyonu (SPE)
veya ¢Oziicii ekstraksiyonunu (farkli polaritedeki ¢oziiciilerle sirayla ekstraksiyon) igerir.
Ayirma basamagi ise sik¢a kullanilan HPLC veya kapiler elektroforezle, bazi durumlarda
da gaz kromatografisiyle yapilir (Pyrzynska ve Biesaga, 2009). Cogu ayirma basamaginda
ters faz (RP) ile birlikte tipik olarak C18 kolonu ve g¢esitli mobil fazlar kullanilir.
Dedeksiyon da rutin olarak ultraviyole (UV) absorbsiyonu, bazen fotodiyot dizisi dedektor
veya kiitle-spektral metotlarla yapilir (Pyrzynska ve Biesaga, 2009).

Dogal iiriinlerin fenolik bilesenlerinin incelenmesi kapsaminda fenolik asit ve
flavonoid bilesenlerinin HPLC ile arastirilmasi son zamanlarda yaygm olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan fenolik standartlar bu calismada da
kullanilan gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksi benzoik asit, katesin, klorojenik asit,
vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit,
rutin, 0-kumarik asit, 2,4-cis,trans-absisik, trans-sinnamik asit ve kuersetin gibi bilesenler
olup bunlarin yami sira literatiirde kampferol, mirisetin, trisetin, isorhamnetin, luteolin,
pinosembrin, pinobanksin, hesperetin, galangin, apigenin, krisin, tektokrisin, ellagik asit,
fenilasetik asit ve homogentisik asit ile ilgili ¢calismalar da bulunmaktadir. Bu fenolik
bileselerin kramatografik ayrilmalarinda literatiirde en sik karsilagilan kolon tipleri 150
mm veya 250 mm uzunluk, 4mm veya 4,6 mm i¢ ¢ap ve 5 um partikiil biiylikliigiine sahip
ters faz C18 kolonlardir (Yao vd, 2003; Paola-Naranjo vd., 2004; Yaoa vd., 2005; Scanu
vd., 2005; Michalkiewicz vd., 2008; Saric vd., 2009; Truchado vd., 2009). Anzer bal ve
poleninin HPLC analizlerinde literatiire benzer sekilde ters faz C18 (150 mm x 4,6 mm
i.d., 5 um) kolonu kullanildi. Numune hazirlama, modern kimyasal analizlerde anahtar rol
oynamaktadir. Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ucuz, hala gecerli olan, esnek ve ¢ok yonli
numune hazirlama metotlarindan biridir (Michalkiewicz vd., 2008).

HPLC ve kapiler elektroforez dncesi balin matriks bilesenlerinin uzaklagtirilmasinda
SPE metodunun yaygin olarak kullanildigini bildiren ¢esitli arastirmacilar bulunmaktadir

(Tomas-Barberan vd., 1992; Martos vd., 2000; Weston vd., 2000; Korta vd., 2001; Yao
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vd., 2003; Yao vd., 2004; Yaoa vd., 2005; Paramas vd., 2006; Dimitrova vd., 2007). Bu
amacla baslica kullanilan materyaller Amberlit-XAD tipi polistiren non-iyonik sorbentler,
Dowex 50WX8 gibi kuvvetli asidik iyon degistirme regineleri veya C18 SPE kartuslaridir.
Anzer bal ve polenlerinin numune hazirlama basamaginda C18 SPE kartusunun kullanimi
uygun bulundu. Gelistirilen RP-HPLC-UV metodu ile 50 dakika i¢inde tiim analitlerin
uygun bir sekilde ayrilmasi saglandi. Diisiik konsantrasyonlarda pik alaninin ¢oziiniirligi
kabul edilebilir degerlerde bulunurken, alikonma zamanlarinin mitkemmel ¢oziiniirligii
elde edildi. Ayrica tiim 17 standart igin lineer cevaplar (R>>0,9977) elde edildi. Tiim
standartlar i¢cin LOD degerleri 0,15 ppm’in altindadir ki bu deger bal ve polenlerde
bulunan fenolik bilesiklerin dedeksiyonu i¢in yeterlidir.

Calisilan tiim Anzer ballarinin p-hidroksibenzoik asit, vanillik asit, kafeik asit,
siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit, rutin ve Cis,trans-absisik asit icerdigi
ve ballarin ¢ogunun gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, kuersetin, trans-
sinnamik asit ve 0-kumarik asit icerdigi goriildii. Gallik asit, protokatekuik asit ve o-
kumarik asit igeriginin diger bilesenlere oranla ballarda daha az oranda oldugu bulundu ve
ballarinin ¢ogunun katesin ve klorojenik asit igermedigi belirlendi. Benzoik asitin miktar
olarak one ¢iktig1 goriildii. Michalkiewicz vd. (2008) thlamur ve heather ballariyla
yaptiklar1 caligmada iki balin da p-HBA, vanillik, kafeik ve siringik asit, rutin ve kuersetin
icerdigini, thlamur balinin gallik asit icerdigini fakat heather balinin ise icermedigini
bildirmektedirler. S6zii gegen bilesenlerin heather ve ihlamur balina oranla Anzer
ballarinda daha diisiik oranda oldugu goriildii. Michalkiewicz vd. (2008) caligmalarinda
kullandiklar1 standartlarin UV ile LOD degerlerini 0,01-0,12 ppm araliginda hesaplarken
bizim ¢aligmamizda ilgili standartlarin LOD degerleri 0,04-0,12 ppm olarak bulundu. Iki
calismada da standartlar i¢in bulunan lineer cevaplarin yiiksek oldugu goriildii.

Yeni Zelanda Manuka ballarinin fenillaktik asit, metilglioksal, metil siringat ve
trimetoksibenzoik asit iceriginin yiiksek oldugu bunlarin yani sira daha diisiik oranlarda
absisik asit, 4-metoksifenillaktik, 2-metoksibenzoik asit, ve siringik asit igerdigi
bildirilmistir (Stephens vd., 2010). Manuka ballarinin diisiik miktarda sinnamik asit de
ihtiva ettigi fakat vanillik asit, p-HBA ve benzoik asit igermedigi de rapor edilmistir
(Weston vd., 2000). Anzer ballarinin sinnamik asit igeriginin Weston vd. (2000)
bildirdiginden daha yiiksek oldugu, siringik asit miktarlarinin ise benzer oranlarda oldugu

goriildii. Weston vd. (2000) heather balinin benzoik asit ve vanillik asitce zengin oldugunu
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bildirdiler. Anzer bali da benzoik asitce zengin olmakla birlikte vanillik asit de ihtiva
etmektedir.

Truchado vd. (2009) tek florali 13 farli tiirden 27 adet balin HPLC ile fenolik
bilesiklerini incelediler ve biitliin ballarin krisin, hemen hepsinin galangin, metilkuersetin,
apigenin + isorhamnetin, pinobanksin ve pinosembrin igerdigini, ¢alisilan ballarin 17
tanesinin de kuersetin icerdigini buldular. Dort okaliptiis balindan iigiliniin, iki yonca
(lucerne) balindan birinin ve bes tilia (bir aga¢) balindan iiclinlin kuersetin igerdigini
bildirdiler. Aynu tiir ballarin biitiin bilesenlerinin ayn1 olmadigi, bir bileseni ayni tiir baldan
biri igerirken digerinin veya digerlerinin igermedigi ve icerilen ayni bilesen miktarinin ¢ok
farkli olabildigi goriilmektedir.

Biesaga ve Pyrzynska (2009) karabugday (buckwheat), akasya ve salgi ballarinin LC-
Tandem Kiitle Spektroskopisi ile 15 adet fenolik bilesigini incelediler. Bu bilesenler
arasinda bizim ¢alismamizla ortak olarak gallik asit, p-HBA, klorojenik asit, vanillik asit,
kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin ve kuersetin bulunmaktadir.
Karabugday balinin gallik asit icermedigi diger ballarin bu fenoliklerin hepsini i¢erdigini
bildirdiler. Bu ii¢ balin da diger bilesenlerden daha yiiksek oranda ferulik asit (54,4-173,8
mg/kg) icerdigi bulundu. Biesaga ve Pyrzynska (2009) elde ettikleri verileri diger
literatiirlerle karsilastirmadiklarini ¢iinkii uygulanan numune hazirlama metotlarinin farklh
oldugunu ve bundan ziyade farkli fenolik asit ve flavonoid standartlarinin ¢alisildigini
bildirdiler.

Anzer polenlerinin tiimii p-OH benzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, rutin, cis,trans-absisik asit ve trans-sinnamik asit igerdigi ve
polenlerinin ¢ogunun gallik asit, protokatekuik asit, benzoik asit ve kuersetin igerdigi
bulundu. Anzer ballarina benzer sekilde polenlerin higbiri katesin icermezken birkag polen
hari¢ ¢ogu klorojenik asit de bulundurmamaktadir. Anzer bal ve polenlerinin bir kisminin
epikatesin igerirken bir kisminin igermedigi ve epikatesin iceren dort polende bu bilesen
miktarinin diger bilesenlere kiyasla yliksek miktarda oldugu tespit edildi. Anzer bal ve
polenlerin fenolik bilesimlerinin kiigiik degisimler gostermesinin nedeni, kovanlarin farkli
alanlarda yayilmis olmasi olabilir. Anzer bitkilerinin dagilimi dagin eteklerinde tepesine
degisim gostermektedir. Anzer ballarinin hepsinde benzoik asit bulunurken ve miktar
yiiksekken ii¢ polen disindaki tiim polenlerin benzoik asit icerdigi ve polenlerde de benzoik
asit miktarinin yiiksek oldugu goriildii. Hirvatistan poleniyle yapilan ¢aligmada hidrolizsiz

polenin kafeik asit galangin, kampferol, krisin ve pinosembrin icerdigi hidrolizli polenin
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bu bilesiklere ilaveten isorhamnetin ve kuersetin igerdigi bildirildi (Saric vd., 2009). Anzer
polenleri de calisilan ortak bilesenlerden kafeik asit ve kuersetini degisen miktarlarda
ihtiva etmektedir.

Sonug olarak Anzer bali ve poleninin fenolik bilesim yoniinden paralellik gosterdigi,
toplam fenolik madde yoniinden diger karisik ve tek florali ballardan daha zengin oldugu

gozlendi.



5.SONUCLAR VE ONERILER

e Anzer ballarinin toplam fenolik madde miktarinin 4,26-10,61 mg GAE/g bal
oldugu tespit edildi. Ayni sekilde Anzer polenlerinin toplam fenolik madde
miktarinin 44,07-124,20 mg GAE/g polen oldugu tespit edildi. Buna gore
polenlerin fenolik madde igeriginin ballardan yaklasik 10-20 kat daha zengin
oldugu bulundu. Antioksidan kaynagi olarak kullanilacaksa 1 g polen tiiketimi ile
10-20 g bal tiiketimi birbirine esdeger Slgiidedir. Bu nedenle Anzer bali kadar
Anzer poleni de dnemli antioksidan ve sifa kaynagidir.

e Gelistirilen RP-HPLC-UV metodu ile 50 dakika i¢inde tiim analitlerin uygun bir
sekilde ayrilmasi saglandi. Diisiik konsantrasyonlarda pik alaninin ¢ozlintirliigi
kabul edilebilir degerlerde bulunurken, alikonma zamanlarinin miikemmel
¢oziiniirliigii elde edildi. Ayrica tiim 17 standart i¢in lineer cevaplar (R*>0,9977)
elde edildi. Tiim standartlar icin LOD degerleri 0,15 ppm’in altindadir ki bu
deger bal ve polenlerde bulunan fenolik bilesiklerin dedeksiyonu i¢in yeterlidir.

e Anzer ydresine ait bal ve polen 6rneklerinin benzoik asit bakimindan ¢ok zengin
oldugu ve klorojenik asit ile katesin icermedikleri tespit edildi. Bu da bize Anzer
ballarmin diger ballardan ayirt edilmesinde (veya tagsisinde) onemli ipuglari
saglayabilir.

e Ayrica, Anzer ballarinin yiiksek oranda rutin ve cis,trans-absisik asit icerdigi ve
ballarin tiimiiniin p-hidroksibenzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit, rutin ve cis,trans-absisik asit igerdigi
belirlendi. Anzer polenlerinin ise yiiksek oranda kuersetin ve rutin igerdigi ve
polenlerin hepsinin farkli miktarlarda p-OH benzoik asit, vanillik asit, kafeik asit,
siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin ve cis,trans-absisik asit i¢erdigi
belirlendi.

e Anzer bal ve poleninin fenolik bilesenler yoniinden nitelik bakimindan bire bir
ortiistiigii ve balin fenolik bilesenlerinin polenden kaynaklandigi tespit edildi.

e Yapilan in vitro antioksidan aktivite testlerindle FRAP, CUPRAC ve DPPH
yontemlerinin gerek kendi aralarinda ve gerekse de toplam fenolik madde

miktarlar1 arasinda yiiksek korelasyonlar bulundu. Bu da bize kullanilan testlerin
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dogrulugu ve antioksidan aktivitelerin toplam fenolik madde miktarindan
kaynaklandigini géstermektedir.

Mevcut calismadan elde edilen sonuglar Anzer yoresine 6zgii bal ve polenlerin
antioksidan aktivite acgisindan 6nemli fenolik bilesiklerce zengin oldugunu ve
yapilan antioksidan test sonuglart meshur Anzer balinin saglik acgisindan
faydalarint dogrulamaktadir.

Yapilan ¢alisma ile bal ve polenlerin biyolojik 6zelliklerinden sorumlu 17 adet
fenolik bilesik standardi kullanildi. Literariirde son yillarda restreratrol adi verilen
ve antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu bildirilen ve {iziim ¢ekirdeginin temel
bileseni olan fenolik bilesigin de Anzer bal ve poleninde olup olmadig:
arastirilabilir.

Bal olduk¢a matriks bir karigim olup aromasindan sorumlu ugugu yaglarin tespit
edilmesi Anzer balinin teshis edilmesinde ve biyolojik degerinin tayininde fayda
saglayacaktir. Balin ucucu bilesenlerinin tespit edilmesinde gaz kromatografisi-
kiitle Spektroskopisinden (GC-MS) faydalanilabilirdi.

Yapilan c¢alismada Anzer balinin biyolojik aktif 6zelligi in vitro olarak
antioksidan aktivite yoniinden ele alindi. Balin biyolojik degeri tek bir
parametreye gore degil ayn1 zamanda in vitro antimikrobiyal aktivite ve in vivo
antioksidan, antikanserojen ve antiinflematuar yonden ¢alismalar yapilabilir.
Anzer balinin biyoaktif bilesenler yoniinden farkliligini literatiirdeki verilere gore
ortaya ¢ikardik. Oysa calismada diger ¢igek ballarinin ayni ¢alisma sartlarinda
caligilmasi karsilastirma yapma imkanini genisletmis olacakti.

Anzer yoresine ait bitki florasi iklim sartlarmma bagli oldugundan Anzer bal ve
poleninin yillara gore fenolik yapisinin ve biyolojik degerinin farklilig1 degisik

yillara gore toplanacak bal ve polen 6rneklerinden tespit edilebilir.
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Ek Sekil 1. B1 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17)
kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 2. B2 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (3) p-OH benzoik asit, (4) katesin,
(6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit, (9) epikatesin, (10) p-kumarik
asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis,
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil
paraben.
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Ek Sekil 3. B3 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13)
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit,
(17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 4. B4 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13)
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit
ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 5. BS balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (2) protokatekuik asit, (3) p-OH
benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit, (10) p-kumarik
asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15)
cis, trans-absisik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 6. B6 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17)
kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 7. B7 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13)
rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit ve (18) propil
paraben.
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Ek Sekil 8. B8 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13)
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit,
(17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 9. B9 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13)
rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve
(18) propil paraben.
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Ek Sekil 10. B10 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17)
kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 11. B11 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17)

kuersetin ve (18) propil paraben.

T T T T
25 30 35 40 miry

Ek Sekil 12. B12 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit,
(8) siringik asit, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13)
rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik
asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 13. B13 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik
asit, (8) siringik asit, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit,
(13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-
sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 14. B14 balinin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit, (10) p-
kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik asit, (15)
cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil
paraben.
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Ek Sekil 15. P1 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (3) p-OH benzoik
asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit, (10) p-kumarik asit, (11)
ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16)
trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 16. P2 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13)
rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve
(18) propil paraben.
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Ek Sekil 17. P3 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis,
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil
paraben.

T T T T T T T T
1] 5 0 18 20 25 20 36 a0
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Ek Sekil 18. P4 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis,
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil
paraben.
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Ek Sekil 19. PS5 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik

mAll

asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (15) cis,
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil
paraben.

T T T
35 40 45 mil

Ek Sekil 20.

P6 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, ( (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17)
kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 21. P7 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17)
kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 22. P8 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit,
(10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-
kumarik asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17)
kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 23. P9 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit,
(8) siringik asit, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (13) rutin, (15) cis,
trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18) propil
paraben.
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Ek Sekil 24. P10 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2)
protokatekuik asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik
asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit, (9) epikatesin, (10) p-kumarik asit,
(11) ferulik asit (13) rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik
asit ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 25. P11 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (1) gallik asit, (2)

protokatekuik asit, (3) p-OH benzoik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit,
(8) siringik asit, (9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12)
benzoik asit, (13) rutin, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik
asit, (17) kuersetin ve (18) propil paraben.
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Ek Sekil 26. P12 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (2) protokatekuik asit, (3) p-

OH benzoik asit, (5) klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8)
siringik asit, (9) epikatesin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (13) rutin,
(15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve (18)
propil paraben.
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Ek Sekil 27. P13 poleninin HPLC kromatogrami (280 nm): (3) p-OH benzoik asit, (5)

klorojenik asit, (6) vanillik asit, (7) kafeik asit, (8) siringik asit, (10) p-
kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) benzoik asit, (13) rutin, (14) o-kumarik
asit, (15) cis, trans-absisik asit, (16) trans-sinnamik asit, (17) kuersetin ve
(18) propil paraben.
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