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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DEKI KESTANE ARI POLENLERININ
FENOLIK BILESIKLERININ VE ANTIOKSIDAN
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Biisra KARKAR

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Saliha SAHIN

Art poleni, zengin ve dogal gida icerigine sahip besinsel ve tibbi degeri yiiksek, viicut
tarafindan ¢ok ¢abuk sindirilen, kana karisan ve insanlar tarafindan tiikketilebilen degerli
bir triindiir. Ar1 poleni aminoasit, protein, hormon, enzim, karbohidrat, mineral, yag,
vitamin, fenolik bilesikler, fitokimyasallar ve antioksidatif ajanlar i¢ermektedir. Ari
poleninin kimyasal icerigi, cografi ve botanik Ozelliklere gore degismektedir. Bu
calismada Marmara ve Karadeniz Bolgeleri’nden toplanan kestane ar1 poleni
orneklerinde bulunan fenolik bilesikler ve karotenoidler HPLC-DAD cihaz ile tayin
edilmistir. Orneklerin toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan kapasiteleri Folin-
Ciocalteu, FRAP (demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢) ABTS ve CHROMAC (Cr
(VD) indirgen antioksidan kapasite) yontemleri ile belirlenmistir. Zengin fenolik bilesik
icerigine sahip olan kestane ar1 poleni Orneklerinin Fenton ortaminda, DNA
oksidasyonunu %11 oraninda 6nledigi tespit edilmistir. Ayrica GC-MS/MS ile oksidatif
stres sonucu olusan DNA baz hasar iiriinleri incelenmistir. Kestane ar1 poleninin DNA
baz hasar iirlinlerinin olusumunu %68,12 oraninda 6nledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kestane ar1 poleni, fenolik bilesik, karotenoid, oksidatif stres,
HPLC-DAD

2018, x + 102 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE PHENOLIC
COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT PROPERTIES
OF CHESTNUT BEE POLLEN IN TURKEY

Biisra KARKAR

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Saliha SAHIN

Bee pollen is a rich and natural food with high nutritional and medicinal content. It can
be very quickly digested by the body, bloodstream and can be consumed by humans.
Bee pollen contains amino acids, proteins, hormones, enzymes, carbohydrates, minerals,
fats, vitamins, phenolic compounds, phytochemicals and anti-oxidative agents.
Chemical composition of bee pollen can be varied according to geographical and
botanical features. In this study, phenolic compounds and carotenoids in chestnut bee
pollen samples collected from the Marmara and Black Sea regions were determined by
HPLC-DAD. The total phenolic contents and antioxidant capacities of the samples were
determined by Folin-Ciocalteu, FRAP (ferric reducing antioxidant power), ABTS and
CHROMAC (Cr(VI) reduction antioxidant capacity) methods. It was identified that
chestnut bee pollen samples with rich phenolic compound content prevented DNA
oxidation by 11% in the Fenton environment. In addition, oxidative stress-induced DNA
base damage products were examined by GC-MS / MS. It was determined that chestnut
bee pollen prevented the formation of DNA base damage products by 68.12%.

Key words: chestnut bee pollen, phenolic compound, carotenoid, oxidative stress,
HPLC-DAD

2018, x + 102 pages.
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1. GIRIS

Yasamimiz boyunca hiicrelerde meydana gelen kimyasal reaksiyonlar veya UV-1sinlari,
sigara dumani, ¢evre kirlilikleri gibi birgok dis etkenlerle birlikte viicudumuzda serbest
radikal olusumu gergeklesmektedir. Olusan bu serbest radikaller oldukca kararsiz ve
reaktif 6zellikte olduklarindan lipit, protein, DNA gibi hiicresel yapilara saldirarak
yapilarda oksidatif hasara sebep olurlar. DNA’da olusan hasarlar yaslanma, kanser,
mutasyon gibi durumlarin olusmasina neden olur. Hiicrelerde gerceklesen reaksiyonlar
sonucu olusan serbest radikalleri viicuttaki dogal savunma mekanizmalar1 6nlemektedir.
Ancak dis etkenlerle serbest radikal miktarinin artmasiyla bu savunma mekanizmalari
yetersiz kalir. Dolayisiyla bu serbest radikallerle savasacak, antioksidan 6zellik gdsteren

bilesenlerin viicuda alinmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Gidalar, 6nemli biyolojik aktiviteleri olan ¢esitli saglik destekleyici maddelerin dogal
kaynagidir. Meyve, sebze ve tibbi bitkilerin igerdikleri dogal fenolik bilesikler
sayesinde gosterdikleri antioksidan etki son yillarin en Onemli arastirma konulari
arasinda yer almustir. Ozellikle flavonoidler agisindan zengin olan ari {iriinleri, sahip
olduklar1 anti-kanserojenik, anti-allerjik, anti-inflamatuar, anti-oksidan gibi biyoaktif
ozellikleri nedeni ile ilgi ¢ekmektedir. Diger ar1 iiriinleri gibi zengin ve dogal gida
igerigine sahip, besinsel ve tibbi degeri yiiksek bir {iriin olan ar1 poleni ylizyillardir halk
tarafindan kullanilmaktadir. Aminoasit, protein, hormon, enzim, karbohidrat, mineral,
yag, vitamin, fenolik bilesikler, fitokimyasallar ve antioksidatif ajanlar bakimindan
olduk¢a zengin olmasinin yaninda viicut tarafindan ¢ok ¢abuk sindirilen, kana karigan
ve insanlar tarafindan tiiketilebilen degerli bir iiriindiir. Kimyasal igerigi botanik ve
cografik 6zelliklere gore degiskenlik gosteren ar1 poleni %1-5 oraninda fenolik bilesik

(flavonoid, fenolik asit, antosiyanin ve tanen) icermektedir.

Diinya’daki kestane iiretimi her gecen yil artis gostermekte ve Tirkiye’de bu artisa
destek olmaktadir. Tiirkiye, 2009 yilinda gerceklestirdigi 61 697 tonluk iiretimle diinya
ticiinciisli olmustur. Tiirkiye’nin kestane liretimi acisindan Diinya siralamasinda 6nemli

bir yere sahip olmasi ve literatiire bakildiginda kestane ar1 poleninin fenolik



bilesiklerinin kantitatif analizine dayali yapilmis bir ¢alisma olmamasi bizim i¢in ilgi

¢eken nokta olmustur.

Bu dogrultuda, tez kapsaminda Marmara ve Karadeniz bdlgelerinin farkli cografi
kesimlerinden toplanan kestane ar1 poleni 6rneklerinin fenolik bilesik iceriginin kalitatif
ve Kkantitatif olarak belirlenmesi amaglanmistir. Hedeflenen amag¢ kapsaminda, kestane
ar1 poleni Orneklerinin fenolik bilesik ve karotenoid igerikleri kromatografik olarak
belirlenmistir. Yiiksek fenolik igerigi spektroskopik olarak yapilan antioksidan kapasite
tayin yontemleri ile desteklenmistir. Son olarak kestane ar1 poleninin fenolik
maddelerce zengin olmasi gbz oniine alinarak, DNA oksidatif hasarin1 6nleme kabiliyeti

incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kestane

Halk arasinda ‘daglarin ekmegi’ olarak bilinen aym1 zamanda yetistigi mevsimden
dolayr ‘hiizniin meyvesi’ olarak adlandirilan kestane, Fagaceae (kayingiller)
familyasinin Castanea cinsine ait dogal bir orman agacit meyvesidir (Karahocagil ve
Tosun 2004, Karadeniz 2013). Kuzey yarim kiirenin nemli-iliman bdlgelerinde yetisen
kestane agacinin ilk yerlestigi yerin kesin olmamakla birlikte Anadolu oldugu
bilinmektedir. Daha sonra kestane agaci, Anadolu’dan Yunanistan’a oradan da Ispanya

ve Giiney Italya’ya yayilmustir (Karahocagil ve Tosun 2004).

Kestane agaclari, gencken gri-catlaksizken ileri yaslarda kahverengi-catlakli bir yapiya
doniisen, 30 m’ye kadar boylanabilen dik bir gévde yapisina sahiptir. Genis ve sert bir
yapida olan yapraklarin st yiizeyleri parlak yesil, alt yiizeyleri ise tiyli gri-yesil,
kenarlar ise dislidir. Erkek ve disi olmak iizere iki ¢esit ¢icek yapisina sahip olan
kestane agacinin meyveleri (tohumlar1) ise sik-batici dikenlerle ortiilii bir kabuk

icerisinde yer almaktadir (Atasoy ve Altingdz 2011, Karadeniz 2013).

200-500 y1l kadar yasayabilen kestane agaglar1 meyve tiirlerine, yaprak/dallarin sekil ve
tilylenmelerine gore smiflandirilmaktadir (Atasoy ve Altingdz 2011). 16 farkl tiire
sahip olan kestanenin, meyve tiirlerine gore ticari olarak en 6nemli tiirleri maddeler

halinde verilmistir (Atasoy ve Altingéz 2011).

e Castanea sativa Mill.
e Castanea dentata Borkh.

e Castanea mollisima Bl.

] Kestane Meyvesi
e Castanea crenata Sieb.&Zucc.

https://www.google.com.tr/sea
rch?g=kestank+%C3%A7i%C
3%A7e%C4%9Fi&source=In
ms&tbm=isch&sa=X&ved=0a
hUKEwiah_jhzODbAhWBAJ
oKHUIrCU8Q_AUICIAU&biI
w=1242&bih=577#imgrc=79x
R74Y94mHbbM:

Erisim tarihi: 18.06.2018

https://www.google.com.tr/sea
rch?g=kestane+meymeyv&sou
rce=Inms&tbm=isch&sa=X&v
ed=0ahUahUKEwjDwgXgzu
DbAahUKEWj1BLOQ AUAU
ICi&biw=1242&bih=577#img
re=WinrM-jfD-ZX1M:

Erisim tarihi: 18.06.2018



Tiirkiye’de yetisen kestane tiirleri Castanea sativa Mill tiirii igerisinde yer almaktadir
(Coskuncu ve Mert 2011).

2.2. Kestane Uretimi ve Diinya Siralamasi

Diinya’da kestane iiretimi her gecen yil artis gostermektedir. Diinya’daki toplam
kestane tiretimi 2000 yilinda 937 747 ton iken 2009 yilinda 1 408 329 tona yiikselmistir
(Cizelge 2.1). Cin %77°1ik (2009 y1l) bir oranla baslica kestane iiretimini gergeklestiren
tilke olmasina ragmen, 1980 yilinda kestane iiretiminde diinya altincis1 olan Tiirkiye,
2009 yilinda gergeklestirdigi 61 697 tonluk iiretimle diinya tigiinciisii olmustur (Atasoy
ve Alting6z 2011).

Cizelge 2.1. 2000-2009 yillar arasinda Diinya’daki kestane {iretimi

Uretim (Ton)

Ulkeler 2000 2003 2005 2007 2009 2009
(%)

Cin 465197 | 797168 | 1031860 | 925000 | 1085000 77,2
Giliney Kore | 72 203 60 017 76 447 77524 73 000 52
Tiirkiye 50 000 48 000 50 000 55100 61 697 4.4
Italya 38 884 42 416 52 000 50 000 52 146 3,7
Bolivya 26 752 50 000 57 057 42 801 53 577 3,8
Portekiz 25910 33 267 22 327 22 000 20 752 15
Japonya 20 764 25 100 21 800 22 100 21 700 15
Yunanistan 11 900 16 800 19 086 14 999 14 000 1,0
Ispanya 7178 16 821 8 629 15 000 6 090 0,4
Fransa 10 284 10 118 8144 8 284 8 692 0,6
Kuzey Kore 6 558 9000 11528 9 000 7785 0,6
Peru 1547 759 600 778 864 0,06
Azerbaycan 462 937 1937 1887 839 0,06
Diinya 937747 | 1113652 | 1363986 | 1246554 | 1408 329 100




Kestane agaclart kestane dal kanseri (Crphonectria parasitica) ve miirekkep
(Phytopthora cambivora) hastaliklar ile savasmaktadir (Karadeniz 2013, Karahocagil
ve Tosun 2004). Ulkemizde kestane iiretiminde yillar gegtik¢e artis-azalislarin oldugu
gorilmektedir (Cizelge 2.2). Bu durumda kestane kanseri ve miirekkep hastaliginin
etkisi blyiiktiir. Son yillarda iiretimde artis gozlense de bu hastaliklarla miicadelede

kiiltiirel ve biyolojik dnlemler disinda heniiz bir yontem uygulanmamaktadir.

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de kestane iiretiminin durumu

Uretim (ton)
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Tiirkiye | 61697 | 59 171 | 60 270 | 57 881 | 60 019 | 63 762 | 63 750 | 64 750

Ulke

2.3. Kestane ve Kestane Uriinlerinin Onemi

Kestane kerestesi suya dayanikli olmasindan dolayi iskele, kayik, yat ve gemi yapiminin
yant sira ev ve ofis dekorasyonlarinda (masa, sandalye, ¢it, kapi, pencere vb.)
kullanilmaktadir. Ayrica tanen igerigi zengin olan kestanenin meyve kabugu, dal ve

yapraklar1 boya sanayisinde renk pigmenti olarak kullanilmaktadir.

Kestane meyvesi ise taze ve g¢erez olarak tiiketilmenin haricinde recel ve konserve
sanayisi, bal iiretimi, seker, dondurma ve ¢ikolata sanayisi gibi farkli gida alanlarinda da
cok fazla kullanilmaktadir. Ayrica yeterli bugday ununa sahip olmayan eski toplumlar

‘ekmek agac1’ olarak ifade ettikleri kestaneyi un olarak kullanmislardir.

2.4. Ar1 Poleni

Apiterapi; bal, ar1 siitii, polen, propolis gibi ar1 iirlinlerinin insan sagligl icin
kullanilmasidir ve yiizyillardir halk tibbinda hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Y1ildiz ve ark. 2013, Amany ve ark. 2014). A iirlinleri geleneksel tibbin yani sira besin
takviyesi olarak gida alaninda da kullanilmaktadir (Isla ve ark. 2001). Ari poleni,
insanlar tarafindan tiiketilebilen, zengin ve dogal gida igerigine sahip besinsel ve tibbi
degeri oldukga yiiksek olan 6zel bir gida iiriinii olarak kabul edilmektedir (Bogdanov

2004). Ayrica diger apikiiltiirel iriinlerin yan1 sira anti-bakteriyel, anti-fungal gibi



terapotik ozelliklere sahip olmasindan dolay1 ar1 poleni son yillarda artan ilgiye sahiptir

(Carpes ve ark. 2007).

“Hayat veren toz” olarak adlandirilan ar1 poleni zengin protein igeriginden dolay1 bal
ar1s1 kolonilerinin hayatta kalmasi ve yeniden iireyebilmesi i¢in gerekli olan temel besin
kaynagidir (Bogdanov 2004, Roman ve ark. 2007, Kao ve ark. 2011, Pascoal ve ark.
2014). Bitkilere nektar almak i¢in konan is¢i arilar, lizerlerine yapisan, bitkilerin erkek
tireme organi olan, polen tozlarini agizlarindan ¢ikan salgi ile birlikte yapiskan hale
getirerek arka ayaklarindaki polen sepetgiklerine yerlestirirler. Kovana gelen arilar
polen sepetciklerindeki polenlerin bir kismini1 koloninin beslenmesi i¢in kullanirken bir
kismin1 da kovan girislerindeki tuzaklara siiptiriirler (Erdogan ve Dodologlu 2005, Kao
ve ark. 2011, Pascoal ve ark. 2014). Tuzaklarda biriken polenler aricilar tarafindan

toplanarak temizlenir ve kurutulur.

2.5. Ar1 Poleninin I¢erigi ve Onemi

Arilar tarafindan toplanan polen insan tiikketimi i¢in potansiyel bir enerji kaynagi olarak
diistiniilebilir. Ar1 poleni protein, amino asit, karbohidrat, mineral, yag, vitamin,
hormon, enzim gibi fitokimyasallara ek olarak flavonoidler basta olmak tizere énemli
miktarda polifenolik madde icermektedir (Bogdanov 2004, Carpes ve ark. 2007, Eraslan
ve ark. 2010, Feas ve ark. 2012, Hegazi 2012, Yildiz ve ark. 2013, Pascoal ve ark. 2014,
Ulusoy ve Kolayli 2014). Ancak ar1 poleninin kimyasal bilesimi bitki tiiriine, bitkinin
yasina ve beslenme durumuna, toprak tipine, iklim kosullarina ve aricilik faaliyetlerine
bagl olarak degismektedir (Feas ve ark. 2012, Pascoal ve ark. 2014). Buna bagli olarak
ar1 poleni taneleri bigim, boyut, aciklik, renk gibi morfolojik 6zellikleri bakimindan
farkliliklar gostermektedir (Carpes ve ark. 2007). Art poleninin sahip oldugu
bilesenlerin igerigi genel hatlariyla Cizelge 2.3’te verilmistir (Erdogan ve Dodologlu,

2005).

Ar1 poleni antioksidan (Morais ve ark. 2011), anti-bakteriyel (Basim ve ark. 2006), anti-
fungal (Ozcan 2004), anti-radyasyon (Bevzo 1997), anti-kanser (Furusawa 1995)
hepatoprotektif (Eraslan ve ark. 2009), kemoprotektif (Pinto ve ark. 2010), anti-

inflamauvar (Maruyama ve ark. 2010) gibi bir¢ok terapotik 6zelliklere sahiptir (Kao ve



ark. 2011, Feas ve ark. 2012, Carpes ve ark. 2013, Yildiz ve ark. 2013, Pascoal ve ark.
2014, Ulusoy ve Kolayli 2014). Ar poleninin bu terapotik ve koruyucu etkileri
blinyesindeki polifenolik madde igeriginden kaynaklanmaktadir (Pascoal ve ark. 2014).

Cizelge 2.3. Ar1 poleninin kimyasal icerigi

Bilesen Icerik

Enerji 2,46 kcallg

Protein %23,7

Karbohidrat %27

Yag %4,8

Su %11

Indirgenmis seker %26

Indirgen olmayan seker %3

Nisasta %3

Aminoasit Bilinen tiim aminoasitler

Enzim Diastaz, fosfotaz, amilaz vb.

Vitaminler C, E, B1, B2, B3, B5, B6, B9

Mineraller Makro Elementler: K, Na, Ca, Mg, P, S.
Iz Elementler: Al, B, Cl, Cu, I, Fe, Mn, Ni, Si,
Ti, ve Zn.

Biiylime diizenleyicileri Auxins, brassins, gibberellins, kinins

Flavonoidler En az 8 gesit

Karotenoidler En az 11 ¢esit

Organik asitler Fenolik asitler dahil en az 6 ¢esit

Zengin ve dogal igerigi sebebiyle giinliik ihtiyactmiz olan bilesenleri karsilamamiza
bliylik 6l¢iide yardimer olan ar1 poleni viicudumuz icin oldukca Onemli bir besin
maddesidir. Ar1 poleni soguk alginligi, solunum yolu hastaliklari, kardiyovaskiiler ve
sindirim sistemi hastaliklari, iilser, anemi gibi hastaliklarin tedavisinde yararli etkileri
oldugu tespit edilmistir (Medeiros ve ark. 2008, Kao ve ark. 2011, Pascoal ve ark. 2014,
Ulusoy ve Kolayli 2014). Ayrica ar1 poleninin;



e  Alerjik hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu,

e  Agin stresin etkisini ortadan kaldirdig,

e Biiyiime ve gelismenin hizlanmasinda etkili oldugu,

e  Zckay1 kuvvetlendirdigi,

e Prostati iyilestirici etkiye sahip oldugu,

e  Sac dokiilmelerini 6nledigi,

e Yanik ve yaralarin tedavisinde etkili oldugu,

e Yiiksek tansiyon hastalari i¢in iyilestirici etkisi oldugu,
e  Mikrop dldiiriicii etkiye sahip oldugu,

e  Kisirlik sorununun ¢oziilmesinde etkili oldugu,

e Radyasyon ve X-isinlarinin zararl etkilerinden korudugu,
e  Yasglanmay1 geciktirdigi

rapor edilmistir.

Ar1 poleni apiterapi disinda,

e  Verimliliklerini ve gelisimlerini arttirmak icin evcil hayvanlarin beslenmesinde,

e (da sanayisinde pasta, kek, ¢orek gibi tiriinlerin yapiminda,

e Hiicre yenileyici etkisi sayesinde kozmetik sanayisinde krem, yiiz temizleme
losyonu, yiiz temizleme siitli gibi Uriinlerin yapiminda

kullanilmaktadir.

2.6. Fenolik Bilesikler ve Onemi

Benzen halkasina bir ya da daha fazla hidroksil (-OH) grubunun bagli oldugu bilesikler
polifenoller ya da fenolik bilesikler olarak adlandirilir. Fenolik bilesikler, fenolik asitler
ve bitkisel fenoliklerin en 6nemli kismini olusturan flavonoidler olmak {izere ikiye

ayrilmaktadir.



Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin lezzetinin olugsmasinda ayni1 zamanda renklerinin
belirlenmesinde etkili olan dogal bilesenlerdir. Genellikle giiglii antioksidan
aktivitelerine atfedilen saghiga yararli etkileriyle bilinirler. Emilimden &nce
gastrointestinal sistemde goriiliirler. Flavonoidler elde edilen yiliksek konsantrasyonlari
sebebiyle gastrointestinal sistemde direk antioksidan etki gosterebilir veya toksin

metabolize edici enzimleri diizenleyebilirler (Sousa ve ark. 2015).

Antioksidan aktivite genellikle antioksidan enzimlerinin (peroksidaz, katalaz vb.)
aktivitesine bagli oldugu kadar karotenoid, askorbik asit, tokoferoller ve fenolik
maddeler gibi diisiik molekiillii bilesenlerin igerigine de baghdir (Leja ve ark. 2007).
Antioksidan bilesiklerin en 6nemli kaynaklari insan beslenmesi i¢in sagligi gelistiren
meyve ve sebzelerdir (Leja ve ark. 2007). Meyve ve sebzelerin sahip oldugu bu
antioksidan ozellikler biinyelerinde barindirdiklart C-E vitaminleri ve karotenoidlerden
cok flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Besin fitokimyasallarinin antioksidatif
aktivitesi, yliksek miktarda meyve ve sebze tiiketen popiilasyonlarda insan dejeneratif

hastaliklarinda azalma ile iliskilendirilmistir (Caldwell 2003).

Flavonoidler, insan viicudunda metabolizma sonrasi ortaya cikan serbest radikallerin
sebep oldugu oksidatif hasar1 etkisiz hale getirerek, doku fonksiyonlarinin bozulmasi
sonucu ortaya ¢itkan birgok hastalifa neden olabilecek zincir reaksiyonlar: onledigi
bilinmektedir (Leja ve ark. 2007, Kolag ve ark. 2017). Bu dogal antioksidanlarin
(flavonoidler) serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri ile reaktif oksijen tiirleri arasindaki
etkilesimi; iltithaplanmalarda, kalp hastaligi veya kanser gibi anjiogenez ile ilgili
hastaliklarda olumlu etkilere sebep olmaktadir (Saric ve ark. 2009). Flavonoidler farkl
yapisal 6zelliklere sahiptirler ve bu farkli yapilarindan dolay ¢esitli biyolojik aktiviteler
gosterirler. Epidemiyolojik c¢aligmalar, fenolik antioksidanlarin tiiketiminin artmasi ile
kardiyovaskiiler hastalik ve belirli kanser tiirlerine yakalanma riskinin azalmasi arasinda
bir iliski oldugunu gostermistir (Cook ve Samman 1996, Pinto ve ark. 2010). Ayrica
flavonoidlerin Ostrojenik ve anti-Ostrojenik etkileriyle menopozal semptomlar:1 ve
menopoz sonrasi osteoporozu Onleyebilecegi veya hafifletebilecegi, kadinlarda meme
kanserinin 6nlenmesinde kullanilabilecegi onerilmistir (Oh ve Chung 2006, Saric ve
ark. 2009).



Flavonoidlerin antioksidan ve radikal siipiiriicii 6zellikleriyle taninmalariin yani sira
anti-mikrobiyal, anti-fungal, anti-radyasyon, immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar
aktiviteleri ile de bilinir, proinflamatuar sitokin iiretimini ve reseptorleri inhibe ederler.
Ayrica alerjik ve inflamatuar tepkilerde yer alan bir¢ok enzim sistemini
etkilemektedirler (Medeiros ve ark. 2008, Pascoal ve ark. 2014). Flavonoidler
antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-kanser aktivitenin yani sira in-vitro hiicre
sistemlerinde mutajenik, pro-oksidan veya pro-apoptotik olduklari kanitlanmistir (Pinto
ve ark. 2010).

Gidalar, 6nemli biyolojik aktiviteleri olan ¢esitli saglik destekleyici maddelerin dogal
kaynagidir. Insan sagligim gelistirmek i¢in gida bilesenlerinin fonksiyonel ve besinsel
ozellikleri incelenmektedir. Meyve, sebze ve tibbi bitkilerin farkli fenolik igerikleri ile
antioksidan  Ozellikleri arasindaki karsilikli  bagimliik uzun yillardan beri
incelenmektedir (Leja ve ark. 2007). Ozellikle flavonoidler agisindan zengin olan bal
arist irilinlerinin arastirilmasi son yillarda 6nem ve hiz kazanmistir (Leja ve ark. 2007).
Fenolik bilesiklerin arastirilmasinda ve antioksidan kapasitenin belirlenmesinde g¢esitli
yontemler mevcuttur. Ancak bu yontemler deney prensipleri ve kosullari agisindan
farklilik gostermektedirler (Mohdaly ve ark. 2015). Bu nedenle saglam, hassas, segici ve
giivenilir analitik tekniklerin kullanilmasi son derece énemlidir (Fanali ve ark. 2013).
Flavonoid ve tiirevlerinin nitel ve nicel olarak incelenmesinde kullanilan en popiiler ve
en giivenilir kromatografik teknikler; HPLC-DAD (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi-Diot  Serili Dedektor), HPLC-MS (Yiiksek Performansli = Sivi
Kromatografisi-Kiitle Dedektorii), UHPLC (Ultra-Yiiksek Performansli = Sivi
Kromatografisi), LC-UV (S1vi Komatografisi-Ultraviyole Dedektor) ve LC-MS olarak
siralanabilir (S1vi Kromatografisi-Kiitle Dedektorii) (Fanali ve ark. 2013).

2.7. Polenin Antioksidan Ozelligi ve Fenolik Bilesiklerin Tayini

Islenmis gidalar yapay tatlar, renklendirici maddeler, emiilsiye edici bilesenler,
stabilizatorler ve sentetik antioksidanlar igermektedir. Biitil hidroksi anisol (BHA) ve
biitil hidroksi toliien (BHT) gibi sentetik fenolik bilesikler gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak son yillarda bu sentetik fenolik bilesiklerin diizenli

olarak kullaniminin sagliksiz ve kanserojen olabilecegi yoniinde endiseler ortaya
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cikmaya baglamistir. Bu nedenle sentetik bilesenlerin yerini dogal bilesenlerin almasina
yonelik gida bilimcileri tarafindan yapilan c¢alismalar hiz kazanmistir (Carpes ve ark.

2013, Mohdaly ve ark. 2015).

Ar poleni antioksidanlar olarak hareket edebilen vitaminler ve baslica flavonoidler
olmak tizere polifenolik bilesenlerce zengin olan dogal bir besin maddesidir (Ulusoy ve
Kolayli 2014). Cesitli ¢alismalar polifenollerin redoks ozellikleri olan, indirgeyici
ajanlar olarak hareket eden antioksidanlar oldugunu ortaya koymustur (Caldwell 2003).
Ormegin Cheng ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir calismada, fareler tarafindan alian
ar1 poleninin lipit oksidasyon iriinlerinin seviyesini diisiirdiigii ve antioksidan

enzimlerin aktivitesini arttirdig1 gézlemlenmistir.

Art poleni iizerine yapilan ¢alismalarda, farkli cografi veya bitkisel kokenli yetisen
bitkilerden toplanan polenlerin farkli fenolik bilesik igerigine sahip oldugu goériilmiistiir
(Saric ve ark. 2009). Cizelge 2.4’te farkli cografi bolgelerdeki farkl tiirde toplanan ari

poleni 6rneklerinin fenolik bilesik igerikleri verilmistir.
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Cizelge 2.4. Cesitli cografi bolgelerdeki farkl ar1 poleni 6rneklerinin fenolik bilesik igerikleri

Polen Tiiru

Ekstraksiyon Tiirii

Analiz
Yontemi

Fenolik Bilesik

Kaynak

Sigirkuyrugu

Coziicii (Metanol)
Ekstraksiyonu

LC-MS

Siyanidin-3-O-glikozit,
Siyanidin-3-O-rutinosid,
Siyanidin-3-(6”-malonyl-glikozit),
Peonidin-3-O-rutinosid,
Delfinidin-3-O-rutinosid,
Delfinidin-3-O-glikozit,
Petunidin-3-O-glikozit

Naranjo ve ark.
2004

Cicek poleni

Coziict (Etanol)
Ekstraksiyonu

0aTOF-MS

Asetin glikozit,
7-O-metilherbasetin-3-sophorosid,
Galloil-glikoz,
Kuersetin-3-sophorosid,
Apigenin-6,8-di-C-glikozit,
Kuersetin-3-rutinosid,
Genistein-7-0O-p-D-glikozit,
Luteolin-7-O-glikozit,
Apigenin-7-O-glikozit,

2'.4' 6'-trihidroksi-3'-formildihidrokalkon

Roman ve ark.
2007

Cigek poleni
(Mimoza,Okaliptiis,
Cecropia ve
Sugiiveyiotu)

Coziicii (Metanol)
Ekstraksiyonu

HPLC-DAD

Mirisetin, Tirisetin, Kamferol, Luteolin

Medeiros ve
ark. 2008
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Cizelge 2.4. (Devam) Cesitli cografi bolgelerdeki farkli ar1 poleni 6rneklerinin fenolik bilesik icerikleri

Laden Coziicli (Metanol) HPLC-UV/Vis | Kamferol, Kuersetin, Mirisetin, Isorhamnetin, | Saric ve ark.
Ekstraksiyonu Galangin, Taksifolin, Luteolin, Pinocembrin, 2009
Naringenin, Genistein, Daidzein, Krisin, Kafeik asit
Cistus sp. Coziicii (Etanol) HPLC-DAD Kuersetin-7-ramnosid, Kamferol-3-glikozit, | Maruyama ve
Brassica sp. Ekstraksiyonu Kuersetin, Kamferol, Isorhamnetin ark. 2010
C. incanus L. Coziicii (Etanol) HPLC-UV/Vis | Kafeik asit, Kumarik asit, Galangin, Isorhamnetin, | Pinto ve ark.
S. alba L. Ekstraksiyonu Kamferol, Mirisetin, Kuersetin, Luteolin, Krisin, 2010
Daidzein, Genistein, Naringenin, Pinocembrin,
Taksifolin
Cay Coziici (Etanol) RP-HPLC Gallik asit, Metil gallat, p-kumarik asit, Ferulik | Kao ve ark.
Ekstraksiyonu asit, Kafeik asit, Mirisetin, Rutin, Katesin, 2011
Klorojenik asit
Coziict (Su)
Ekstraksiyonu
S. chinensis Coziicii (Etanol) HPLC-DAD | Gallik asit, Protokatekuik asit, Vanilik asit, Cheng ve ark.
Ekstraksiyonu p-kumarik asit, Resveratrol, Kuersetin, Hesperetin, 2013
Kamferol, Galangin
Cigek poleni Coziicii (Metanol) Nano-LC Gallik asit, Protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik | Fanali ve ark.
Ekstraksiyonu asit, Gentisik asit, Vanilik asit, Kafeik asit, Siringik 2013
asit, p-kumarik asit, Ferulik asit, o-kumarik asit,
Mirisetin, Kuersetin, Sinamik asit, Naringenin,
Hesperetin, Kamferol
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Cizelge 2.4. (Devam) Cesitli cografi bolgelerdeki farkli ar1 poleni 6rneklerinin fenolik bilesik icerikleri

Ekstraksiyonu

Kamferol-3-O-sophorosid,
Kamferol-3-O-neohesperidosid,
Kamferol-3-O-neohesperidosid-7-O-rhamnosid,
Kamferol-3-O-glikozit,

Kamferol-3-O-rutinosid + Kamferol-3-O-(3"/4"-
asetil)-neohesperidosid,
Delfinidin-3-O-glikozit,
Delfinidin-3-O-rutinosid,
Petunidin-3-O-glikozit,
Petunidin-3-O-rutinosid,
Malvidin-3-O-rutinosid

Anzer Coziicii (Etanol) RP-HPLC Gallik asit, Kafeik asit, p-kumarik asit, Ulusoy ve
Ekstraksiyonu Protokatekuik asit, Ferulik asit, o-kumarik asit, | Kolayli 2013
Epikatesin, Benzoik asit, Vanilik asit,
p-hidroksibenzoik asit, Siringik asit, Klorojenik
asit, trans-sinamik asit, Katesin, Rutin,
2,4-cis,trans-absisik asit,
Ar1 poleni Coziicti (Metanol) HPLC Gallik asit, Vanilik asit, Siringik asit, p-kumarik | Mohdaly ve
Ekstraksiyonu asit, Ferulik asit, Kafeik asit, Kuersitrin, Katesin, ark. 2015
Epikatesin, a-katesin, Kamferol, Apigenin,
3,4-dimetoksisinamik asit, Naringenin, Luteolin
E. plantagineum | Coziicii (Metanol) HPLC-DAD Kamferol-3-O-(4"-rhamnosil)-neohesperidosid, Sousa ve ark.

2015




GT

Cizelge 2.4. (Devam) Cesitli cografi bolgelerdeki farkli ar1 poleni 6rneklerinin fenolik bilesik icerikleri

Karpuz tohumu, | Sivi-sivi Ekstraksiyon LC-MS/MS Kamferol-3-O-B-p-glukosil-(2—1)-B-o-glikozit, Zhou ve ark.
kolza, kamelya, Quercetin-3-0O-B-p-glukosil-(2—1)-B-glikozit, 2015
gelincik, misir, | Soxhlet Ekstraksiyonu Kamferol-3,4’di-O-B-o-glikozit

aslan kulag,

karabugday, Ultrasonik-destekli
susam, bakla, giil | Ekstraksiyon (Etanol)

Ar1 poleni Coziicti (Etanol) HPLC-PDA p-kumarik asit, Ferulik asit, Rutin, Mirisetin, Almeida ve
Ekstraksiyonu trans-sinamik asit, Kuersetin, Kamferol ark. 2017




2.8. Fenolik Bilesiklerin Spektroskopik Tayini

Fenolik bilesikler, kolayca okside olabilen bilesenlerin oksidasyonunu biiyiik olgiide
Onleyen bilesenler olarak bilinmektedirler. Bu nedenle dogal fenolik bilesiklerce zengin
olan gida firiinlerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi giiniimiizde ilgi odag1
olmustur. Antioksidan kapasiteyi belirlemek icin ¢ok fazla yontem gelistirilmistir.
Gelistirilen bu yontemler elektron ve hidrojen atomu transferi olmak tizere Sekil 2.1°de
belirtildigi gibi iki tiire ayrilmaktadir (Albayrak ve ark. 2010, Sahin ve Demir 2013).
Analizlerde gerceklesen renk degisimleri antioksidan maddenin miktarmma gore

degismektedir.

{ Antioksidan Kapasite J

Tayin Yontemleri

Dayal1 Yontemler Dayal1 Yontemler

[ Hidrojen Transferine ] [ Elektron Transferine ]

I
v v

[ ORAC ] [ TRAP ] —> FCR DPPH <

—> CUPRAC ABTS <

> | FRAP || CHROMAC | <

Sekil 2.1. Antioksidan kapasite tayin yontemleri

2.9. DNA ve Oksidasyonu

DNA, tiim organizmalarin hiicresel islevselligi i¢cin onemli olan ve genetik bilgileri
tastyan bir biyomakromolekiildiir. Piirin (adenin ve guanin) ve pirimidin (sitozin ve
timin) bazlar1 arasindaki hidrojen baglar ile ¢ift zincirli sarmal bir yapiya sahiptir (Hari

ve ark. 2012). DNA’nin yapisinin ¢esitli sebeplerle bozulmasi olayma denatiirasyon
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denir ve bu bozulma 260 nm dalga boyundaki absorbansin Olgiilmesiyle

belirlenmektedir (Ak¢ay 2006).

Serbest radikaller; viicudun kendi metabolizmasi esnasinda, UV 1sin1, sigara, stres,
karbon monoksit, ozon, hava kirliligi, ila¢ toksinleri gibi bir¢cok etken tarafindan olusan,
eslesmemis elektron iceren, kararsiz ve reaktif olan bilesenlerdir. Bu reaktif olma
Ozelliklerinden dolay1 hiicrelere, protein ve DNA’ya saldirarak hasar olustururlar.
DNA’nin yapisindaki piirin ve pirimidin bazlarma saldirmasi ile ¢esitli DNA baz hasar

tirtinleri olusur (Dizdaroglu 2012).

Serbest radikaller arasinda biyomolekiillerle daha giiglii reaksiyona girmelerinden
dolayi en toksik ve en reaktif 6zellige sahip olan hidroksil radikali (*OH) Haber-Weiss
ve Fenton reaksiyonu ile olusmaktadir (Cizelge 2.5) (Karabulut ve Giilay 2016).

Cizelge 2.5. Hidroksil radikalinin olusumu

Haber-Weiss reaksiyonu Oy +H,0, —> «OH+OH + 0,

Fenton reaksiyonu Fe?*+OH —> +OH+OH + Fe*

Biyolojik sistemlerde dnemli bir role sahip olan demir, canli hiicrelerde serbest formda
iken toksik etki gostermektedir. Bu toksik etki sonucu DNA, lipit, protein gibi yapilarda
meydana gelebilecek olan hasarlar, serbest demirin fazlasini demirin toksik olmayan
formlarina doniistiiren hiicre savunma mekanizmalart yardimiyla Onlenmektedir
(Albertsen 2006). Ancak dis etkenlerle serbest radikal miktarinin artmasiyla bu
savunma mekanizmalar1 yetersiz kalir ve oksidatif stres denilen durum olusur. Oksidatif
stres sonucu DNA’da meydana gelen hasar, yaslanma, kanser, mutasyon gibi durumlar

olusur (Sastre ve ark 2000).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tez kapsaminda ¢ahlisilan kestane ar1 polenleri

Tez kapsaminda 2016 yilinda Marmara bdlgesi Bursa/Uludag/Cumalikizik kdyiinden
toplanan kestane ar1 poleni 6rnegi ve 2017 yilinda Karadeniz ve Marmara bolgelerinin
farkli lokalitelerinden toplanan 17 kestane ar1 poleni 6rnegi olmak iizere toplam 18
farkli ornek ile galisilmistir. Kestane ar1 poleni ornekleri Bursa (7 adet), Balikesir (1
adet) ve Zonguldak (10 adet) illerinde yer alan kestane ormanlarinda faaliyetlerini
siirdiiren ariCilardan temin edilmistir. Aricilar tarafindan toplanan kestane poleni

orneklerinin lokaliteleri Sekil 3.1°de gosterilmektedir. Ornekler analiz siiresine kadar

-24°C’de saklanmistir.

Sekil 3.1. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin lokaliteleri

3.1.2. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarda kullanilan cihazlarin 6zellikleri ve kullanim

amaglar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan cihazlarin 6zellikleri ve kullanim amaglari

Cihaz Ad1 Ozellikleri Kullanim Amaci

UV-VIS Cary 50 Conc, Kestane ar1 polenlerinin fenolik madde ve

Spektrofotometresi Varian antioksidan kapasitesinin  belirlenmesi  ve
DNA oksidasyonuna etkisinin incelenmesi
¢alismalarinda kullanilmustir.

Yiiksek  performansh 1200 Series, Kestane ar1 polenlerindeki fenolik madde ve

stvi kromatografisi-diod Agilent karotenoidlerin kantitatif tayininde

serili dedektér (HPLC-
DAD)

Technologies

kullanilmustr.

Gaz kromatografisi- Trace 1300, DNA oksidatif baz hasar iiriinlerinin tayininde
kiitle spektrometresi | Thermo Scientific | kullanilmustir.
/kiitle  spektrometresi
(GC-MS/MS)
Liyofilizator FreeZone 2,5 Plus, | Oksidatif baz hasar urtinlerinin
Labconco belirlenmesinde Ornek hazirlama asamasinda
kullanilmagtir.
Coklu manyetik MS-MP8, Analizlerde kullanilacak ¢ozeltilerin
karistirici Wisd hazirlanmasinda kullanilmustir.
Istticilt manyetik Are, Analizlerde kullanilacak cozeltilerin
karistirict Velp hazirlanmasinda kullanilmigtir.
Ultrasonik banyo 2,8 L, Kestane ar1 poleni orneklerinin
United hazirlanmasinda kullanilmigtir.
pH metre HI 221, Analizlerde kullanilacak tampon ¢dozeltilerin
Hanna hazirlanmasinda kullanilmuistir.
Santrifiyj Z 206 A, Kestane ar1 polenlerinin 6rnek hazirlama
Hermle agsamasinda kullanilmistir.
Peristaltik pompa Watson 323, Kestane ar1 polenlerinin kati faz ekstraksiyonu
Marlow agsamasinda kullanilmuistir.
Etiv DRY-Line, DNA oksidatif baz hasar {irlinlerinin tayininde
VWR tiirevlendirme amactyla kullanilmigtir.
Vorteks karistiric VM-10, Tiirevlendirme asamasinda 6rnek hazirlamada
Wisd kullanilmugtr.
Analitik terazi MS105DU, Kestane ar1 polenlerinin  ve analizlerde
METTLER kullanilacak kimyasallarin tartiminda
(£0,00001 g kullanilmugtr.

hassasiyet)

Saf su cthazi

Option Q DV25,
Elga Purelab

Analizlerde kullanilan saf suyun temininde
kullanilmagtir.
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3.1.3. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar

Analitik safliktaki kimyasallar

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Firma Katalog Numarasi
(-)-epigallokatesin Extrasynthese 0979 S
(-)-epigallokatesin gallat Extrasynthese 0981 S
(-)-epikatesin Extrasynthese 0977 S
(+)-katesin Extrasynthese 0976 S
a-karoten Sigma-Aldrich 40395
B-karoten Sigma-Aldrich C4582
B-kriptoksantin Extrasynthese 0317S
1,5-difenilkarbazit Sigma-Aldrich 259225
2-hidroksiadenin TRC 1819000
2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazin Sigma-Aldrich 93285
2,6-diamino-4-hidroksi-5- Pubchem 127546
formamidopirimidin

2,8-dihidroksiadenin TRC D45105
4,6-diamino-5-formamidopirimidin Santa Cruz 217034
4,6-diamino-5-nitropirimidin Sigma-Aldrich S454605
5-formil urasil IS Chemical Tech 1195080
5-hidroksi-5-metilhidantonin TRC H947500
5-hidroksihidantonin TRC H943000
5-hidroksimetil sitozin TRC H945870
5-hidroksimetil urasil Sigma-Aldrich 852589
5-hidroksiurasil Pubchem 73268
5-hidroksisitozin Pubchem 3014752
5,6-dihidroksi metilurasil Sigma-Aldrich D7628
5,6-dihidrotimin TRC D449440
8-hidroksi-2’-deoksiguanozin Sigma-Aldrich H5653
8-hidroksiadenin Pubchem 5355054
ABTS Sigma-Aldrich A1888
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Cizelge 3.2. (Devam) Calismalarda kullanilan analitik safliktaki kimyasallar

Kimyasal Ad1 Firma Katalog Numarasi
Alloksan Titan Biotech 2244113
Amentoflavon Hwi Analytik GmbH 1617-53-4
Amonyum heptamolibdat tetrahidrat Merck 101180
Asetik asit Merck 100063
Astaksantin Dr. Ehrenstorfer GmbH CA10307000
Apigenin Sigma-Aldrich 10798
Balkar (II) stilfat pentahidrat Sigma-Aldrich 209198
Buzagi timiis DNA’s1 Sigma-Aldrich D4522
D-(+) Glikoz Sigma-Aldrich 47829
Demir (111) klorid Merck 803945
Demir (II) siilfat heptahidrat Merck 103965
Ellagik asit Sigma-Aldrich E2250
Etanol Merck 100983
Folin-Ciocalteau reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Formik asit Merck 100264
Fosforik asit Merck 100563
Galangin Extrasynthese 1114
Gallik asit Sigma-Aldrich 27645
Genkvanin Extrasynthese 1147
Hidrojen peroksit Sigma-Aldrich 16911
Hidroklorik asit Merck 100314
Hiperozid HWI Analytik GMBH 482-36-0
Isorhamnetin Sigma-Aldrich 17794
Kamferol Sigma-Aldrich K0133
Kafeik asit-fenetil esteri Sigma-Aldrich C8221
Klorojenik asit Sigma-Aldrich C3878
Krisin Sigma-Aldrich 95082
Kuersetin-3-B-D-glikozit Sigma-Aldrich 17793
Kuersitrin Hwi Analytik GmbH 117-39-5
L-triptofan Sigma-Aldrich T0254
Lutein Extrasynthese 0306 S
Luteolin 491-70-3

Hwi Analytik GmbH
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Cizelge 3.2. (Devam) Calismalarda kullanilan analitik safliktaki kimyasallar

Kimyasal Ad1 Firma Katalog Numarasi
Metanol Merck 106007
Mirisetin Sigma-Aldrich 70050
N,O-Bis(trimetilsilil)trifloroasetamid Sigma-Aldrich 15222
Naringin Sigma-Aldrich 71162
p-hidroksibenzoik asit Sigma-Aldrich 240141
Pinocembrin Sigma-Aldrich P5239
Piridin Sigma-Aldrich 270970
Potasyum dikromat Sigma-Aldrich 207802
Potasyum kloriir Sigma-Aldrich 746436
Potasyum peroksidisiilfat Merck 105091
Protokatekuik asit Sigma-Aldrich 08992
Rosmarinik asit Sigma-Aldrich 536954
Salisilik asit Sigma-Aldrich 247588
Sodyum arsenat dibazik heptahidrat Sigma-Aldrich A6756
Sodyum asetat trihidrat Sigma-Aldrich S8625
Sodyum bikarbonat Merck 106329
Sodyum dihidrojen fosfat Merck 141677
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 795429
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich 791768
Sodyum potasyum tartarat tetrahidrat Sigma-Aldrich 217255
Sodyum siilfat Merck 106649
Siilfiirik asit Merck 100731
ter-biitil metil eter Merck 101845
trans-kalkon Sigma-Aldrich 136123
Trietilamin Merck 808352
Trimetilklorosilan Merck 102333
Troloks Sigma-Aldrich 238813
Vanilik asit Merck 841025
Viteksin Sigma-Aldrich 49513
Zeaksantin Dr. Ehrenstorfer GmbH CA17947500
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3.1.4. Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler
Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.3 ’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Adi Firma Katalog Ozellikleri

Numarasi

Bond Elut C18 kartus Agilent Technologies 14256023 5g/20mL /120 um

Mikropipet Eppendorf Research 2683809 10 - 100 pL
Mikropipet Eppendorf Research 7683825 100 — 1000 pL
Mikropipet Eppendorf Research 7683833 500 — 5000 pL

3.1.5. Tez kapsaminda kullanilan c¢ozeltiler
indirgenmis seker tayininde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

o A ¢ozeltisi: 2,5 g susuz Na,CO3, 2 g NaHCO;3, 2,5 g NaKC,4H4O6 ve 20 g susuz
Na SOy saf su ile ¢oziilerek toplam hacim 100 mL olacak sekilde hazirlanmistir.

. B ¢ozeltisi: 15 g CuSO, ve 1 damla derisik H,SO, (%85, 1,84 g/cm®) saf su ile
¢oziilerek toplam hacim 100 mL olacak sekilde hazirlanmustir.

. Alkali bakir tartarat c¢oOzeltisi: 96 mL A c¢ozeltisi ve 4 mL B ¢ozeltisi
karistirilarak hazirlanmistir.

. Arsenomolibdat reaktif ¢ozeltisi: 45 mL saf suda ¢6ziilmiis 2,5 g (HH4)sM0;05,
2,5 mL derisik H,SO, (1,84 glcm3) ve 25 mL saf suda ¢oziilmiis 0,3 g NayAsO,4.7H,0
karistirilip 37°C°de 48 saat boyunca inkiibe edilerek hazirlanmigtir.

o Glikoz ¢ozeltisi: 10 mg CgH1206 bir miktar saf su ile ¢oziiliip toplam hacim 100

mL’ye tamamlanarak 100 mg/L glikoz ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Toplam fenolik madde tayininde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

. Lowry A ¢ozeltisi: 0,1 M NaOH i¢inde %2’lik Na,COj3 ¢oziilerek hazirlanmustir.
. Lowry B ¢ozeltisi: %1°lik NaKC4H4Og i¢cinde %5°lik CuSO4 ‘in ¢dziinmesiyle

hazirlanmastir.
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. Lowry C ¢ozeltisi: Lowry A ve Lowry B ¢ozeltileri 50:1 oraninda karistirilarak
hazirlanmstir.

o Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi: Folin-Ciocalteu reaktifinin 1:3 oraninda saf su ile
seyreltilerek hazirlanmistir.

. Gallik asit ¢ozeltisi: 0,1 g gallik asit az miktarda metanol ile ¢6ziiliip toplam

hacim 100 mL’ye metanolle tamamlanarak hazirlanmistir.
Antioksidan kapasite tayininde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi
ABTS yontemi:

° ABTS radikal ¢ozeltisi: 7 mM ABTS c¢ozeltisi i¢inde 2,45 mM K,S,0g su ile
coziilerek 24 saat boyunca karanlik ortamda bekletilmistir. 24 saat sonra ABTS radikal
cozeltisi su ile 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlanmigtir.

o Troloks cozeltisi: 0,1 g troloks az miktarda metanol ile ¢6ziiliip toplam hacim

100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
FRAP yontemi:

o Sodyum asetat ¢ozeltisi (0,1 M): 1,36 g CH3COONa.3H,0 saf su ile ¢oziilerek
toplam hacim 100 mL olacak sekilde hazirlanmistir.

o Asetik asit ¢ozeltisi (0,1 M): 0,6 mL derisik CH;COOH (%99,5, 1,05 glcm®)
cozeltisinin saf su ile 100 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlanmigtir.

. pH 3,6 asetat tamponu: 925 mL 0,1 M CH3COOH ve 75 mL 0,1 M
CH3COONa ¢ozeltilerinin karistirilmasiyla hazirlanmistir.

. Hidroklorik asit ¢ozeltisi (40 mM): 332 pL derisik HCI (12,06 M)’in saf su ile
100 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

o TPTZ ¢ozeltisi (10 mM): 0,3 g 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ) 40 mM HCI
icinde ¢oziilerek toplam hacim 100 mL olacak sekilde hazirlanmustir.

. Demir (III) kloriir ¢ozeltisi (20 mM): 0,3 g FeCls saf su ile ¢oziilerek toplam
hacim 100 mL olacak sekilde hazirlanmistir.

o FRAP ¢ozeltisi: pH 3,6 tamponu, TPTZ ve FeCls kloriir ¢dzeltilerinin sirastyla

10:1:1 oranlarinda karistirilmasiyla hazirlanmastir.
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o Troloks ¢ozeltisi (1 mM): 25 mg troloks az miktarda metanol ile ¢6ziiliip 100

mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
CHROMAC yontemi:

o pH 2,8 fosfat tamponu: 6,24 g NaH,P0,4.2H,0 az miktarda su ile ¢oziilerek
%85°lik H3PO, (1,685 g/cm?) (0,68 mL) ile asitlendirilir ve toplam hacim su ile 1 L’ye
tamamlanir.

. Potasyum kloriir ¢ozeltisi (0,2 M): 0,3725 g KCI tartilarak saf su ile 25 mL’ye
tamamlanarak hazirlanmstir.

o Hidroklorik asit (0,2 M): 41,45 mL derisik HCI (12,06 M) saf su ile 50 mL’ye
tamamlanarak ara stok 10 M HCI hazirlanmistir. Hazirlanan ara stoktan 0,5 mL alinarak
saf su ile 25 mL’ye tamamlanarak 0,2 M HCI ¢6zeltisi hazirlanmistir.

. pH 1,2 tamponu: 25 mL 0,2 M KCl ve 42,5 mL 0,2 M HCI karistirilip saf su ile
100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

. Potasyum dikromat ¢6zeltisi: 5 mg K,Cr,0O7 toplam hacim100 mL olacak sekilde
pH 2,8 tamponu ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

o 1,5-difenilkarbazit ¢ozeltisi (3,4x10* M): 0,08 mg 1,5-difenilkarbazit toplam
hacim 100 mL olacak sekilde pH 2,8 tamponu ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

o Troloks ¢ozeltisi: 0,1 g troloks az miktarda metanol ile ¢o6ziiliip toplam hacim
100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

DNA oksidasyonu ¢alismalarinda kullanmilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi

o Buzagi timiis DNA ¢6zeltisi (0,5 mg/mL): 5 mg buzagi timiis DNA’s1 10 mL
ultra saf su ile ¢Oziilerek hazirlandi.

. H.0, ¢ozeltisi (10 mM): 9,79 M H,0; ¢ozeltisinden 205 pL alinip saf su ile 10
mL’ye tamamlanarak 200 mM ara stok hazirlanmisgtir. 10 mM H,0, ¢ozeltisi, 200 mM
H,0; ¢ozeltisinden 2,5 mL alinip saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlanmaistir.

. Fe?* ¢ozeltisi (10 mM): 0,278 g FeSO4.6H,0 tartilarak bir miktar saf suda

¢oziiliip toplam hacim 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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Kromatografik analizler i¢in kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

. Kestane ar1 poleni orneklerindeki fenolik bilesiklerin kantitatif tayini igin
standart fenolik bilesikler kullanilarak kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir

standart bilesik metanol ile ¢oziilerek 0,20-10 mg/L derisim araliginda hazirlanmistir.

. Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki karotenoidlerin kantitatif tayini i¢in standart
karotenoid bilesikler kullanilarak kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir standart
bilesik diklorometan ile ¢oziilerek 0,25-10 mg/L derisim araliginda hazirlanmistir

(Yiiksel 2018).

o Kestane ar1 poleni orneklerinin oksidatif stres sonucu olusan DNA oksidatif
hasar firiinleri iizerine etkisinin incelenmesi i¢cin DNA oksidatif baz hasar {iriinlerinin
kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Her bir DNA oksidatif baz hasar tiriiniinden
0,0050 g tartilarak piridin ile 25 mL’ye tamamlanmistir. 200 mg/L derisiminde
hazirlanan standartlar piridin ile seyreltilerek kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlanmistir

(Aybastier 2016).

3.2. Yontem

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar 4 ana baglik altinda toplanabilir. Bunlar;

o Orneklerin toplanmasi

. Ornek hazirlama islemleri
o Spektroskopik yontemler

o Kromatografik yontemler

3.2.1. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin toplanmasi

Ulkemizde dogal kestane ormanlar1 Giiney Marmara ve Bat1 Karadeniz bélgelerinde yer
almaktadir. Kestane ar1 poleni 6rnekleri Zonguldak, Bursa ve Balikesir illerinde yer alan
kestane ormanlarinda faaliyetlerini siirdiiren aricilar tarafindan temin edilmistir.
Orneklerin temini Uludag Universitesi, Siit ve Uriinleri Teknoloji Programi 6gretim

gorevlisi Dr. M. Ertan Giines tarafindan saglanmistir. Kestane ar1 poleni 6rnekleri analiz
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siiresi boyunca -24°C’de dondurucuda muhafaza edilmistir. Toplanan kestane ar1 poleni

orneklerinin lokaliteleri Cizelge 3.4’te verilmektedir.

Cizelge 3.4. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin lokaliteleri

Bolge Yil Il Lokalite Sembol
2016 Uludag / Cumalikizik koyii MO
Karacabey Bogazi M1
Orhangazi / Giirle koyii M2
Bursa Orhangazi M3
Marmara
2017 Uludag / Cumalikizik kdyii M4
Uludag / Cumalikizik koyii M5
Inegol M6
Balikesir | Erdek / Kapidag Yarimadasi M7
Kilimli / Muslu kdyii K1
Kilimli / Muslu k8yii K2
Kilimli / Gébii kdyii K3
Kilimli / Tiirkali koyii K4
Kilimli / Catalagz: kdyii K5
Karadeniz 2017 Zonguldak o o <6
Kilimli / Catalagz1 koyi
Kilimli / Catalagzi koyii K7
Kilimli / Merkez K8
Kilimli / Merkez K9
Kilimli / Merkez K10

3.2.2. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin palinolojik analizleri

Orneklerin melissopalinolojik analizleri igin 10 g ar1 poleni kullanildi. Louveaux ve ark.
(1978)’nin yontemine gore yapilan analizde polen oOrnekleri bazik fuksin ile

renklendirilmis gliserin-jelatin ile boyanmis ve 151k mikroskobunda analiz edilmistir.
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Polen tanelerinin sayisi, lamelin (22x22 mm) santimetre karesi basina tane olarak ifade
edilmistir. Farkli yazarlar tarafindan farkli yiizdelik degerler elde edilmesine ragmen,
bir polen 6rneginin tek-¢igekli olarak kabul edilebilmesi i¢in az %45 oraninda o ¢igek
tirtiniin icermesi gerekir (Louveaux ve ark. 1978, Persano Oddo ve Piro 2004). Tez
kapsaminda caligilan ar1 poleni Orneklerinin palinolojik analiz sonuglart %45’in

tizerinde bulunarak 6rneklerin kestane ar1 poleni olduklari tespit edilmistir.

3.2.3. Ornek hazirlama islemleri

Kestane ar1 poleni Orneklerinin hazirlanmasinda ultrasonik ekstraksiyon ve kati faz

ekstraksiyon teknikleri kullanilmistir.
Ultrasonik ekstraksiyon ile 6rnek hazirlama islemleri

Su ve etanol ¢oziciileri kullanilarak ultrasonik ekstraksiyon gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon balonlarina tartilan 3 g kestane ar1 poleni orneklerine ayr1 ayr1 30 mL
etanol ve 30 mL su eklenerek balonlar ultrasonik banyoya yerlestirilmis ve 65°C’de 30
dk boyunca ultrasonik ekstraksiyon yapilmistir. Orneklerin pH’lar1 10 M HCI
kullanilarak 2’ye ayarlanmistir. pH’1 ayarlanan &rnekler ultrasonik banyoya tekrar
yerlestirilerek ikinci kez 65°C’de 30 dk boyunca ultrasonik ekstraksiyon yapilmistir.
Ekstraksiyon sonrasinda érnekler siiziilerek -24°C’de muhafaza edilmistir. Kestane ar1
poleni 6rnekleri i¢in gergeklestirilen ultrasonik ekstraksiyon akim semast Sekil 3.2°de

gosterilmistir.
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3 g kestane ar1 poleni 6rnegine
30 mL ¢oziici eklenir.
(Coziicii olarak etanol ve su ayr1 ayri
ekstraksiyon icin kullanilir.)

v

[ 65°C’de 30 dk boyunca ultrasonik
[ 6

ekstraksiyon yapilir.

y

10 M HCl ile pH 2’ye ayarlanir.

v

5°C’de 30 dk boyunca ultrasonik
ekstraksiyon yapilir.

y

[ Etanol (E) ve su (S) ]

ekstraktlan stiziliir.

Sekil 3.2. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin ultrasonik ekstraksiyon akim semasi

Kati-faz ekstraksiyonu ile 6rnek hazirlama islemleri

Hazirlanan etanol ve su ekstraktlarinin metanol ve etanol ¢oziiciileri kullanilarak kati-
faz ekstraksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Kati-faz ekstraksiyonu i¢in CI18 kolonu
kullanilarak ti¢ farkli ekstrakt elde edilmistir. C18 kolonu 10 mL saf su ve 5 mL 10 M
HCI ile sartlandirilmigtir. Sartlandirilan kolondan 5 mL etanol ekstrakti gecirilerek
fenolik bilesikler kolonda tutturulmustur. Tutturulan fenolik bilesikler kolondan
gecirilen 3 mL metanol/etanol ile ayr1 ayr1 toplanarak metanol ve etanol ekstraktlar1 elde
edilmistir. Ayn1 sekilde sartlandirilan kolondan 5 mL su ekstrakti gegirilerek kolonda
tutturulan fenolik bilesikler 3 mL etanol ile toplanarak etanol ekstrakti elde edilmistir.
Kestane ar1 poleni ornekleri igin gergeklestirilen kati-faz ekstraksiyonu akim semasi

Sekil 3.3’te gosterilmistir.
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5 mL etanol ekstrakti sartlanan C18 5 mL su ekstrakti sartlanan

kolonunda tutturulur. C18 kolonunda tutturulur.
3 mL etanol 3 mL metanol 3 mL etanol kolondan
kolondan gegirilir. kolondan gegirilir gecirilir.
Etanol (EE) Metanol (EM) Etanol (SE)
ekstrakti toplanir. ekstrakti toplanir. ekstrakti toplanir.

Sekil 3.3. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin kati-faz ekstraksiyon akim semasi

3.2.4. Spektroskopik yontemler
Nelson-Somogyi yontemiyle indirgen seker tayini

Sekil 3.2.’de gosterildigi gibi elde edilen etanol ve su ekstraktlari kullanilmistir. Ancak
indirgen seker tayini i¢in her iki ekstrakt 6n igleme tabi tutulmustur.
e Etanol ekstrakti (E1): 2 mL etanol ekstrakti azot gazi ile ugurulduktan sonra
kalint1 3 mL suda ¢6ziilerek kullanilmistir.
e Su ekstrakti (E2): 0,1 mL su ekstrakti saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak 100 kat
seyreltilmis halde kullanilmistir.

Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki indirgen seker tayinleri Nelson-Somogyi yontemi ile
yapilmistir (Nelson 1944, Somogyi 1952). Deney tiiplerine alinan 100 pL kestane ar1
poleni ekstraktlar1 saf su ile 2 mL’ye tamamlanmistir. Her tiipe 1 mL alkali bakir
tartarat ¢ozeltisi eklenerek 10 dk kaynayan suda bekletilmistir. Ardindan tiim deney
tiipleri buzlu suda sogutularak 1 mL arsenomolibdat ¢ozeltisi ve 6 mL saf su
eklenmistir. 10 dk bekletilen orneklerin 620 nm’de UV-Vis Spektrofotometresinde

Olctimleri alinmistir.

Orneklerdeki indirgen seker miktarmi belirleyebilmek igin standart olarak glikoz

cozeltisi kullanilmustir. 1-2-3-4-5-7-10 mg/L glikoz icerecek sekilde hazirlanan
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orneklere Nelson-Somogyi yontemi uygulanmigtir. Standart ¢o6zeltinin her bir
derisimine karsilik absorbans degeri grafige gegirilerek kalibasyon denklemi
belirlenmistir (Cizelge 3.5). Elde edilen kalibrasyon denklemi kullanilarak kestane ar1
poleni orneklerindeki indirgen seker miktar1 mg/100 g kestane ar1 poleni olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Indirgen seker tayini kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahig: Dogru denklemi Regresyon
(mg/L) katsayis1 (R%)
Nelson-Somogyi 1-10 y =0,1039x + 0,0580 0,9997

Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenolik madde tayini

Kestane ar1 polenlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde tayini fenolik
bilesiklerden molibdenyuma elektron transferine dayanan Folin-Ciocalteu yontemi ile
yapilmistir (Singleton ve ark. 1999, Sahin ve ark. 2015). Analiz tiiplerine alinan 100 uL
kestane ar1 poleni ekstrakti iizerine 1,9 mL saf su ve 2,5 mL Lowry C c¢ozeltisi
eklendikten sonra 0,25 mL seyreltilmis Folin-Ciocalteu c¢ozeltisi eklenerek tiipler
karistirtlmistir. 30 dk boyunca karanlik ortamda bekletilen analiz tiiplerinin 750 nm’de
Olctimleri alimmustir. Kalibrasyon grafigi icin artan derisimlerde hazirlanan gallik asit
coOzeltisi standart madde olarak kullanilmistir. Gallik asit derigsimine karsi absorbans
degerleri grafige gecirilerek en kiiciik kareler yontemiyle dogru denklemi
hesaplanmistir (Cizelge 3.6). Elde edilen dogru denklemi kullanilarak kestane ar1 poleni

orneklerindeki toplam fenolik madde icerigi mg GAE/g 6rnek olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.6. Toplam fenol tayini kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahg: Dogru denklemi Regresyon
(mg/L) katsayisi (R%)
Folin-Ciocalteu 1-60 y =0,0266x - 0,0237 0,9990
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ABTS yontemiyle antioksidan kapasite tayini

Kestane ar1 polenlerinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasite tayini ABTS
radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan inhibisyonuna dayanan ABTS yontemi ile
yapilmistir (Sahin ve ark. 2012, Re ve ark. 1999). Kalibrasyon grafigi i¢in artan
derisimlerde hazirlanan troloks ¢oOzeltisi standart madde olarak kullanilmistir. Analiz
tiiplerine alinan x mL 6rnek/standart {izerine (4-x) mL etanol eklenerek karigtirilmustir.
Her bir analiz tlipine 1 mL ABTS radikal ¢ozeltisi eklendikten 6 dk sonra
ornek/standartlarin 734 nm’de absorbanslar1 ol¢tlmistiir (Agmek). (Axsr: ABTS radikal
katyonunun inhibisyona ugramadigi (6rnek/standart igermez) haldeki absorbans
degeridir.) Olgiimler sonucunda oOrnek ve standartlarin  %inhibisyon degerleri

belirlenmistir (Esitlik 3.1).

Yinhibisyon=-Yor —bmek , 10 (3.1)
A«‘jr

Troloks derisimine karsi %inhibisyon degerleri grafige gegirilerek en kiigiik kareler

yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir (Cizelge 3.7). Elde edilen dogru denklemi

kullanilarak kestane ar1 poleni 6rneklerinin antioksidan kapasite degeri mg TE/g 6rnek

olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.7. ABTS yontemi kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahg: Dogru denklemi Regresyon
(mg/L) katsayisi (R?)
ABTS 0,1-1,0 y =6,1325x + 1,3406 0,9990

FRAP yontemiyle antioksidan kapasite tayini

Kestane ar1 polenlerinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasite tayini Fe**-
TPTZ (ferrictripiridiltriazin) kompleksinin asidik ortamda antioksidanlarin varligiyla
Fe?"’ye indirgenmesine dayanan FRAP yontemiyle yapilmistir (Benzine ve Strain
1996). Orneklerdeki antioksidan kapasite degerinin belirlenebilmesi i¢in standart madde

olarak artan derisimlerde troloks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Analiz tliplerine X mL
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(<0,25 mL) ornek/standart ve (3-X) mL FRAP reaktifi eklenerek 30 dk boyunca karanlik
ortamda bekletildikten sonra 6rnek/standartlarin 593 nm’de absorbanslari okunmustur.
Absorbansa karsilik troloks derigimi grafige gecirilerek en kiiclik kareler yontemiyle
dogru denklemi belirenmistir (Cizelge 3.8). Elde edilen dogru denklemi kullanilarak
kestane ar1 poleni drneklerinin antioksidan kapasite degerleri mM TE/g 6rnek cinsinden

belirlenmistir.

Cizelge 3.8. FRAP yontemi kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahgi Dogru denklemi Regresyon
(mg/L) katsayisi (R%)
FRAP 1-20 y =0,1715x + 0,0957 0,9997

CHROMAC yontemiyle antioksidan kapasite tayini

Kestane ar1 poleni ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi ortama eklenen asir Cr*’nin
antioksidanlar tarafindan Cr**’e indirgenmesiyle arta kalan Cr®’nin 1,5-difenilkarbazit
ile kompleks olusturmasina dayanan CHROMAC yontemi ile yapilmistir (Sahin ve
Demir 2013, Karkar ve ark. 2017). Orneklerdeki antioksidan kapasite degerinin
belirlenebilmesi i¢in standart madde olarak artan derisimlerde troloks ¢o6zeltisi
hazirlanmistir. Analiz tiiplerine x mL (<0,5 mL) 6rnek/standart, (0,5-x) mL saf su, 3,5
mL pH 2,8 fosfat tamponu ve 0,5 mL potasyum dikromat c¢ozeltisi eklenerek
karistirilmistir. 1 dk sonra tiiplere 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit eklenerek 6rnekler 50 dk
karanlik ortamda bekletilir. Reaksiyon sonucunda olusan kompleksi belirleyebilmek

i¢in standart/6rneklerin 540 nm’de dlgiimleri alinmistir (Ageriye kalan)-

CHROMAC analizinde kor numunesini hazirlayabilmek i¢cin pH 1,2 tamponu
kullanilmistir. Analiz tiiptine 0,5 mL saf su, 3,5 mL pH 1,2 tamponu ve 0,5 mL
potasyum dikromat ¢ozeltisi eklendikten 1 dk sonra 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit
eklenerek 50 dk boyunca karanlik ortamda bekletilir. Olusan kompleksin 540 nm’de

Ol¢timleri alinmistir (Akgr).
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Buna gore oOrneklerdeki fenolik maddeler i¢in absorbans degeri Esitlik 3.2°de

gosterildigi gibi hesaplanir:
Admek = Axsr — AGeriye kalan (3.2)

A Antioksidan icermeyen ortamda bulunan asirt Cr®* ‘nin yiikseltgenme-indirgenme

tepkimesi sonucu 1,5-difenilkarbazit ile olusturdugu kompleksin absorbans degeri,

Aceriye kalan : ASITI Cr® ‘nin fenolik madde ile yiikseltgenme-indirgenme tepkimesi
sonucu geriye kalan Cr® ve 1 5-difenilkarbazitin olusturdugu kompleksin absorbans

degeridir.

Troloks derisimine karst Apmek degerleri grafige gecirilerek en kiigiik kareler
yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir (Cizelge 3.9). Elde edilen dogru denklemi
kullanilarak kestane ar1 poleni 6rneklerinin antioksidan kapasite degeri mg TE/g 6rnek

olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.9. CHROMAC yontemi kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahig: Dogru denklemi Regresyon
(mg/L) katsayisi (R?)
CHROMAC 10-60 y = 0,0045x + 0,0844 0,9997

Buza@ timiis DNA’sinin hazirlanmasi

Buzagi timiis DNA ¢ozeltisi 500 pg/mL olacak sekilde ultra saf su ile hazirlanmistir. 24
saat sonra saf su igerisinde tamamen ¢6ziinen DNA’nin 260 ve 280 nm’de absorbanslari
Olgtilmiistiir. DNA’nin saflik derecesini belirleyebilmek i¢in Ajgo/Azgp oranlanmustir.

DNA’nin miktar1 Esitlik 3.3 teki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

ug DNA = Aygg X 50 (33)
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Buza@) timiis DNA’s1 ile yapilan spektroskopik calismalar

Bu c¢alismada kullanilacak olan kestane ar1 poleni 6rnegi;
e Sekil 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan etanol ekstraktinin 3 mL’sinin azot
gazi ile ugurularak geriye kalan kalintinin 3 mL saf su ile ¢6ziilmesiyle

hazirlanmistir.

Kestane ar1 poleninin DNA oksidasyonuna etkisinin spektroskopik olarak
incelenebilmesi i¢in;
e Oncelikle DNA’nin Fenton (Fe*? ve H,0,) reaksiyonu ile oksidasyona
ugratildiktan sonraki durumu incelenmistir.
e Daha sonra ortamdaki kestane ari1 poleni ekstraktinin varliginda DNA’nin

oksidasyon sonrast durumu incelenmistir.

Sonug olarak Cizelge 3.10’da verilen, sadece DNA; sadece kestane ar1 poleni; DNA +
Fe?* + H,0,; kestane ar1 poleni + Fe?* + H,0,; DNA + kestane ar1 poleni + Fe?* + H,0,

iceren Ornek karisimlart hazirlanmustir.

Cizelge 3.10. Fenton reaksiyonu i¢in hazirlanan 6rnek karisimlari

Ornek DNA Kestane Ar1 Fe®* H,0, Ultra
Karisimi (uL) Poleni (uL) (uL) Saf Su

(uL) (uL)

1 200 - - - 4800

2 200 - 75 150 4575

3 - 3000 - - 2000

4 - 3000 75 150 1775

5 200 3000 75 150 1575

Cizelge 3.10’da verilen 6rnek karigimlariin 1 saat boyunca 10 dakikada bir 200-400
nm araliginda spektrum taramalar1 alinmistir. 1-numarali 6rnek karigiminin derisimi ve
260 nm’deki (DNA’nin maksimum absorbsiyon yaptig1 dalga boyu) absorbans degeri
Esitlik 3.4’te yerine koyularak DNA’nin molar soniim katsayist (¢) hesaplanmistir.
Belirlenen molar soniim katsayisi kullanilarak 2 ve 5 numarali 6rnek karigimlarinin 260

nm’deki derisimleri hesaplanmistir. Her iki durum i¢inde DNA’nin oksidatif hasara
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ugrama ylizdesi belirlenerek kestane ar1 polenindeki fenolik bilesiklerin DNA hasarini

onleme etkisi incelenmistir.

A =¢gbc (3.4)

3.2.5. Kromatografik yontemler

Kestane ar1 polenlerinde bulunan fenolik maddelerin tayini

Kestane ar1 poleni ekstraktlarindaki fenolik maddelerin analizi i¢in yiiksek performansl
sivi  kromatografisi-fotodiyot serili dedektér cihazi (HPLC-DAD) kullanilmistir.
Metanol ve %]1’lik sulu formik asitten olusan gradient programli hareketli faz sistemi
kullanilmistir. C18 (XBridge, 3,5 um, 4,6 x 250 mm) kolonu, 0,5 mL/dk akis hiz1 ve 10
pnL enjeksiyon hacmi ile analizler gergeklestirilmistir. Fenolik bilesiklerin HPLC
tayinlerinde, protokatekuik asit, (-)-epigallokatesin, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit
ve krisin i¢in 260 nm; (-)-epigallokatesin gallat, epikatesin, (+)-katesin, naringin, L-
triptofan ve pinocembrin i¢in 280 nm; rosmarinik asit, amentoflavon, klorojenik asit,
salisilik asit, kafeik asit fenetil esteri ve trans-kalkon i¢in 320 nm; hiperosid, kuersitrin,
luteolin, apigenin, galangin, viteksin, kuersetin-3-pB-D-glikozit, ellagik asit, mirisetin,
kamferol, isorhamnetin ve genkvanin i¢in 360 nm’de ¢alisilmistir. Fenolik bilesiklerin

tayini i¢in HPLC-DAD c¢alisma kosullar1 Cizelge 3.11°de verilmistir.
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Cizelge 3.11. Fenolik bilesiklerin tayini i¢in HPLC-DAD gradient hareketli faz
programi

Siire Hareketli faz bilesimi
(dK) %1°1lik Metanol
formik asit

0 %95 %5
10 %85 %15
15 %70 %30
20 %60 %40
30 %55 %45
50 %40 %60
52 %20 %80
60 %20 %80
70 %95 %5

Standart fenolik bilesiklerin farkli derisimlerdeki cozeltileri ve kestane ar1 poleni
ornekleri HPLC-DAD cihazi ile analiz edilmistir. Her bir standardin derisimine karsilik
pik alan1 grafikleri c¢izilerek, en kiiciik kareler yontemiyle dogru denklemleri
hesaplanmustir. Orneklerin pik alani degerleri dogru denklemlerinde yerine konularak

kestane ar1 poleninde bulunan fenolik maddeler mg/kg 6rnek cinsinden hesaplanmistir.
Kestane ar1 polenlerinde bulunan karotenoidlerin tayini

Kestane ar1 poleni ekstraktlarindaki karotenoidlerin analizi i¢in yiiksek performansli sivi
kromatografisi-fotodiyot serili dedektor cihazi (HPLC-DAD) kullanilmigtir. %95
metanol-%5 H,O (HO: %0,05 trimetilamin icermektedir) ve tert-biitil metil eter
¢oziiciileri ile gradient programli hareketli faz sistemi kullanilmistir. YMC Carotenoid
C30 (250x4.6 mm, Sum, YMC Co., Ltd) kolonu, 1,0 mL/dk akis hiz1t ve 20 pL
enjeksiyon hacmi ile analizler gerceklestirilmistir. Karotenoidlerin HPLC tayini i¢in
450 nm’de calisilmistir. Karotenoidlerin tayini i¢in HPLC-DAD c¢alisma kosullar
Cizelge 3.12°de verilmistir.
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Cizelge 3.12. Karotenoidlerin tayini i¢in HPLC-DAD gradient hareketli faz programi

Stire Hareketli faz bilesimi
(dk) %95 ter-biitil
metanol metil eter

0 95 5

15 80 20

20 70 30

30 60 40

40 25 75

45 95 5

Standart karotenoidlerin farkli derisimlerdeki ¢ozeltileri ve kestane ar1 poleni ornekleri
HPLC-DAD cihazi ile analiz edilmistir. Orneklerin pik alam degerleri Kalibrasyon
denklemlerinde yerine konularak kestane ari poleninde bulunan karotenoidler mg/kg

ornek cinsinden belirlenmistir.
Buza@) timiis DNA’s1 ile yapilan kromatografik calismalar

DNA oksidatif hasar {rlinlerinin analizi i¢cin gaz kromatografisi kiitle
spektrometresi/kiitle spektrometresi (GC-MS/MS) cihaz1 kullanilmigtir. GC-MS/MS ile
DNA oksidatif baz hasar tiriinlerinin ve orneklerin analizi i¢in DB-5MS (Agilent 128-
5512) kapiler kolonu (12 m, 0,20 mm, 0,33 um), secilmis reaksiyon goriintiileme
(selected reaction monitoring, SRM) teknigi kullanilmistir. Her bir madde i¢in alikonma
zamani, 70 eV ile yapilan 1. iyonlasma sonrasi taranacak kiitleler, 2. iyonlagsma i¢in
uygulanacak en uygun enerji ve 2. iyonlasma sonrasi taranacak kiitleler belirlenmistir.
GC-MS/MS cihazi i¢in ¢alisma kosullar1 ve sicaklik programi Cizelge 3.13 ve Cizelge

3.14’te verilmistir.
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Cizelge 3.13. GC-MS/MS cihazi ¢alisma kosullar

Enjeksiyon hacmi 2 uL

Enjeksiyon modu Split

Split orani 5

Enjeksiyon sicaklig 250°C

Ara yiizey sicaklig 280°C

Iyon kaynag: sicaklig 250°C

Hareketli faz akis hizi 1 mL/dk

Tarama modu SRM (SIM/SIM)
GC program siiresi 17 dk

Cizelge 3.14. GC-MS/MS cihazi i¢in sicaklik programi

Oran Sicakhik Bekleme siiresi
(°C/dk) (°C) (dk)
- 130 2
8 230 0
20 280 0

Kestane ar1 poleni 6rneklerinin, DNA’da oksidatif stres sonrasi olusan hasar tiriinlerine
olan etkisini incelemek igin “MO0” polen 6rnegi kullamlmigtir. Oncelikle polen 6rnegi,
Sekil 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan etanol ekstraktinin 3 mL’sinin azot gazi ile
ucurulup kalintinin 3 mL saf suda ¢oziilmesiyle analize uygun hale getirilmistir. Daha
sonra asagida belirtilen sekilde (ultra saf su kullanilarak) hazirlanan 6rnek karigimlari

Sekil 3.4’te belirtilen agsamalardan gegirilerek analiz edilmistir.

e DNA (20 pg/mL) 6rnegi

e Fenton (Fe?* + H,0,) uygulanmis DNA (20 pg/mL) 6rnegi

e 3000 pL ar1 poleni igerecek sekilde Fenton (Fe2+ + H,0,) uygulanmig DNA (20
ug/mL) ornegi
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Hazirlanan 6rnekler -24°C’de
dondurulmustur.

}

Dondurulan érnekler -86°C’de 100 mbar
basing altinda liyofilize edilmistir.

!

Liyofilize edilen 6rnekler 1 mL %60°1ik formik
asit ile 130 °C’de 30 dk bekletilerek asidik hidroliz
yapilmistir.

}

Hidroliz edilen 6rnekler
-24 °C’de dondurulmustur.

}

Dondurulan 6rnekler -86 °C’de 100 mbar
basing altinda liyofilize edilmistir.

!

Liyofilize edilen 6rnekler 41,6 pL piridin ve
58,4 uL %1 TMCS igeren BSTFA ile 120 °C’de 40 dk
bekletilip tiirevlendirilmistir.

!

Turevlendirilen 6rnekler direk olarak GC-
MS/MS ile analiz edilmistir.

Sekil 3.4. GC-MS/MS analizi i¢in 6rnek hazirlama agamalari
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4. BULGULAR

Bu caligmada elde edilen bulgular iki ana baslik altinda toplanabilir.

o Spektroskopik yontemler

o Kromatografik yontemler

4.1. Spektroskopik Yontemler

4.1.1. Indirgen seker tayini

2016 yilinda Marmara bolgesi Bursa/Uludag/Cumalikizik kdyiinden temin edilen
kestane ar1 poleni Ornegine (MO) indirgen seker analizi yapilmistir. Sekil 3.2°de
belirtildigi sekilde etanol ve su ¢dziiciileriyle hazirlanan ekstraktlardaki indirgen seker

miktart mg/100 g 6rnek olarak Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kestane ar1 poleni 6rneginin indirgen seker sonuglari

Ekstrakt tiiri Indirgen seker miktar:
(mg/100 g 6rnek)

2,66 +0,12
53,01 £ 0,05

Sekerin sudaki ¢oziiniirliigliniin fazla olmasindan dolayi, su ekstraktindaki indirgen

seker miktarinin etanol ekstraktina oranla daha fazla oldugu goriilmektedir.
4.1.2. Toplam fenolik madde tayini

Kestane ar1 poleni (MO) Orneginin Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te belirtildigi sekilde

hazirlanan ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktar1 Cizelge 4.2°de verilmektedir.
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Cizelge 4.2. MO kestane ar1 poleni ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari

Ekstrakt tiirii Toplam fenolik madde miktar:
(mg GAE/g ornek)
E 43,48 +0,77
EM 13,91 £ 0,54
EE 14,77 + 0,61
S 28,45+ 0,76
SE 4,12+ 0,09

Sekil 3.2°de belirtildigi sekilde ultrasonik destekli ekstraksiyon kullanilarak hazirlanan
etanol ekstraktinin (E) toplam fenolik madde igerigi diger ekstraktlara oranla daha fazla
bulunmustur (Karkar ve ark. 2018). Bu nedenle kestane ar1 polenlerinin toplam fenolik

madde miktarlar1 etanol ekstraktlar1 kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlari

Kestane poleni Toplam fenolik madde miktari
(mg GAE/g ornek)
M1 38,23 £ 0,69
M2 28,33 £0,68
M3 32,18 £0,25
M4 38,16 £ 0,98
M5 32,18 +£0,25
M6 27,82 £ 0,83
M7 39,50 £ 0,45
K1 37,03 £ 1,06
K2 38,82 £ 0,01
K3 35,02 + 0,00
K4 19,19 + 0,25
K5 16,19 £ 1,17
K6 21,85+ 1,73
K7 28,50 £ 0,42
K8 33,48 £ 0,34
K9 33,98 £ 0,88
K10 28,89 £ 0,49

4.1.3. Antioksidan kapasite tayini

Kestane ar1 poleni (MO) orneginin Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te belirtildigi sekilde

hazirlanan ekstraktlarinin antioksidan kapasite sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmektedir.
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Cizelge 4.4. MO kestane ar1 poleni ekstraktlarinin antioksidan kapasite sonuglari

Ekstrakt tiirii Antioksidan kapasite miktar:
FRAP CHROMAC
(mM TE/g ornek) (mg TE/g 6rnek)

E 20,24 + 1,15 34,33 + 0,02

EM 5,58+ 0,11 4,69 = 0,06

EE 5,82+0,10 5,22 +0,07

S 14,36 + 0,79 19,34 + 0,04

SE 3,15+ 0,04 3,70 + 0,05

Sekil 3.2°de belirtildigi sekilde ultrasonik destekli ekstraksiyon kullanilarak hazirlanan
etanol ekstraktinin (E) antioksidan kapasite miktarlar1 diger ekstraktlara oranla daha
fazla bulunmustur (Karkar ve ark. 2018). Bu nedenle kestane ar1 polenlerinin
antioksidan kapasite miktarlar1 etanol ekstraktlar1 kullanilarak belirlenmistir (Cizelge

4.5).
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Cizelge 4.5. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin antioksidan kapasite miktarlar

Ekstrakt tiirii Antioksidan kapasite miktar:
ABTS FRAP CHROMAC
(mg TE/g ornek) (mM TE/g ornek) (mg TE/g 6rnek)

M1 31,00 £ 0,82 4,32 +£0,02 47,34+ 1,74
M2 17,58 £0,14 2,80 + 0,07 67,85 +0,42
M3 22,65 £ 0,05 3,06 £0,11 73,09 £ 1,07
M4 38,56 £ 0,32 3,46 £ 0,01 65,50 £ 0,46
M5 38,47 £ 0,05 3,42 +0,02 67,95+ 3,92
M6 23,39 +£0,52 3,77 £ 0,05 60,83 + 0,62
M7 42,58 £0,28 3,44 £ 0,01 89,63 £ 0,59
K1 32,72 +£ 0,58 4,51 £0,02 88,33 £ 0,94
K2 31,89 £ 0,61 4,75+ 0,02 45,48 £0,27
K3 30,79 £ 0,99 4,29 + 0,03 78,39 £ 1,44
K4 13,85+ 0,03 1,78 £ 0,00 62,45+ 1,19
K5 17,08 £ 0,00 1,53 +0,06 60,51 + 0,48
K6 19,14 £ 0,02 2,53+0,14 54,62 + 0,23
K7 22,36 £ 0,62 3,45+ 0,01 63,85+ 0,03
K8 30,35+ 0,82 3,61 0,00 110,47 £ 2,41
K9 31,42 £ 0,30 3,51 +0,02 115,58 £ 0,96
K10 24,94 £0,92 4,02 £ 0,01 98,44 + 0,94
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4.1.4. Kestane ar1 polenlerinin DNA oksidasyonunu onleme etkisi

DNA, insan ve tiim organizmalarin hiicresel islevselligi icin 6énemli bir biyomolekiildiir.
DNA, UV ve iyonize radyasyonlar, kimyasallar ve reaktif oksijen tiirleri gibi eksojen ve
endojenik faktorlerin etkisiyle hasara ugramaktadir (Chen ve ark. 2012). DNA’nin
cesitli etkenlerle hasara ugramasinin noérodejeneratif, kardiyovaskiiler, kanser
hastaliklar1 ve yaslanma sorunlar1 gibi bir¢ok hastalifa sebep oldugu bilinmektedir
(Dawbaa ve ark. 2017). Bu nedenle DNA hasariin tespiti ve bunun dnlenmesi biyiik

Olclide onemlidir.

Bu amagcla yapilan calismada, Cizelge 3.10’da belirtildigi sekilde hazirlanan ¢ozelti
karisimlarinin 200-400 nm dalga boyu araliginda 1 saat boyunca 10 dk’da bir UV/Vis
spektrofotometresi ile spektrum taramalari almmustir. Oncelikle DNA’nin fenton
ortamindaki durumu incelenmistir. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi fenton reaksiyonu ile

oksidatif hasara ugrayan DNA’nin miktarinda azalma meydana gelmektedir.

0,9 -
08 - ——DNA
== DNA(Fenton)-0.dk

0.7 1 —— DNA(Fenton)-10.dk
© 0,6 ===DNA(Fenton)-20.dk
S 05 - — DNA(Fenton)-30.dk
2 === DNA(Fenton)-40.dk
Q 0,4 -
< DNA(Fenton)-50.dk

0,3 A DNA(Fenton)-60.dk

0,2

01 | \

0,0 . . : .

200 250 300 350 400
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1. DNA’nin oksidatif strese kars1 durumu

Antioksidan maddelerin DNA hasarin1 6nledigi bilinmektedir. Kestane ar1 poleninin
antioksidan madde igeriginin yiiksek oldugunun tespit edilmesi ile MO numaral1 6rnegin

DNA oksidasyonu iizerine etkisi incelenmistir.
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Sekil 4.2°de verilen grafikte kestane ar1 poleninin oksidasyona ugrayan DNA’da olusan
hasart Onledigi goriilmektedir. 20,0 pg/mL derisimindeki saf DNA miktar1 Fenton
reaksiyonu ile oksidatif hasara ugradiktan sonra 10,2 pug/mL’ye diismiistiir. Ancak
kestane ar1 poleni varliginda oksidatif hasara ugramasi sonucu DNA miktarinin 12.4
ug/mL’ye diistiigii tespit edilmistir. Normal sartlarda %49 oraninda oksidatif hasara
ugrayan DNA, kestane ar1 poleni varliginda %38 oraninda oksidatif hasara ugramistir.
Yani kestane ar1 poleni Ornegindeki fenolik bilesikler DNA’nin oksidatif hasara

ugramasini %11 oraninda onlemistir (Karkar ve ark. 2018).

0,9 -

0.8 1 DNA

0,7
DNA+FENTON

0,6 -
DNA+POLLEN+FENTON

0,5 -

Absorbans

0.4 -
0.3 -
0,2 -

0,1 -

0,0 T T T T
200 250 300 350 400

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.2. DNA’nin kestane ar1 poleni varliginda oksidatif strese karsi durumu

4.2. Kromatografik Yontemler

4.2.1. Fenolik bilesiklerin analizi icin validasyon parametrelerinin belirlenmesi

Kestane ar1 poleni orneklerinin fenolik madde igeriginin kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenebilmesi i¢in standart fenolik bilesiklerin HPLC-DAD cihazi ile Cizelge 3.11°de
belirtilen ¢oziicli programi kullanilarak analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan fenolik bilesiklerin UV spektrumlart ve alikonma zamanlari
belirlenmistir. Cizelge 4.6’da kullanilan standart fenolik maddelerin alikonma zamanlari

ve kromatogramlarda kullanilacak olan alfabetik siralamasi verilmistir. Standart fenolik
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bilesiklerin alikonma zamanlarinin g¢akismamasi igin iki farkli grup olusturularak
analizlenmis ve 4 mg/L derisimindeki kromatogramlar1 Sekil 4.3’te verilmistir. Daha
sonra fenolik bilesiklerin 0,2-10 mg/L derisim araliginda kromatografik analizleri
gerceklestirilip derisime karsilik kromatogramlardan elde edilen pik alanlar1 grafige
gecirilerek kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Her bir standart i¢in belirlenen dogru
denklemi ve regresyon katsayilari (R?) Cizelge 4.7’de verilmistir. Tiim standartlar i¢in
LOD (3s/m) ve LOQ (10s/m) degerleri hesaplanmistir. Ayrica fenolik bilesiklerin
kromatografik ayrilmasinin tamamen gerceklesip, saf piklerin elde edildigini belirlemek

amaciyla standartlarin peak purity degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Kestane ar1 poleni 6rneklerinin ekstraksiyon verimini hesaplayabilmek icin fenolik
bilesikler i¢in geri kazanim caligsmalar1 yapilmistir. Bunun i¢in; 1 mg/L derisiminde
hazirlanan standart fenolik bilesikler kromatografik olarak incelenerek pik alanlar
belirlenmigtir. Her bir standardin dogru denklemi kullanilarak belirlenen pik
alanlarindan asil derisimleri hesaplanmistir. Aynt zamanda her 1 mg/L derisiminde
hazirlanan standart fenolik bilesikler kestane ar1 poleni 6rnekleri ile ayni kosullarda
ekstrakte edilerek kromatografik olarak incelenmis ve pik alanlar1 belirlenmistir. Her bir
standardin dogru denklemi kullanilarak belirlenen pik alanlarindan ekstraksiyon sonrasi
derigimleri hesaplanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda her bir standart fenolik

bilesigin ekstraksiyon sonrasi % verim degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.6. Standart fenolik maddelerin alikonma zamanlar1 ve kodlamasi

Fenolik Bilesik Alikonma zamani Kodlama
(dKk)

protokatekuik asit 19.956 a
epigallokatesin 21.938 b
epigallokatesin gallat 24.265 c
p-hidroksibenzoik asit 24.993 v
epikatesin 25.883 d
vanilik asit 26.696 e
hiperosid 34.219 f
naringin 35.526 g
rosmarinik asit 39.308 g
kuersitrin 39.970 h
luteolin 51.251 1
apigenin 57.112 i
amentoflavon 59.944 J
Krisin 61.674 k
galangin 62.486 I
katesin 22.625 m
klorojenik asit 24.040 n
L-triptofan 24.555 0
viteksin 31.556 )
kuersetin-3-p-D-glikozit 35.142 p
ellagik asit 36.155 r
mirisetin 39.658 S
salisilik asit 44,687 S
kamferol 56.118 t
isorhamnetin 57.186 u
pinocembrin 60.597 i
kafeik asit fenetil esteri 61.319 %
genkvanin 62.853 y
trans-kalkon 63.918 z
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Sekil 4.3. Standart fenolik bilesiklerin 280 nm’deki kromatogramlar: (a:protokatekuik
asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-hidroksibenzoik asit, d:epikatesin,
e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, g:rosmarinik asit, h:kuersitrin, 1:luteolin,
i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, l:galangin, m:katesin, n:klorojenik asit,
o:L-triptofan, 6:viteksin, p:kuersetin-3-p-D-glikozit, r:ellagik asit, s:mirisetin, s:salisilik
asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, ii:pinocembrin, v:kafeik asit fenetil esteri, y:genkvanin,
z:trans-kalkon)
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Cizelge 4.7. Standart fenolik bilesiklerin validasyon parametreleri

Fenolik Bilesik Dogru Denklemi R? LOD LOQ Peak purity  Geri Kazamim
(mg/L) (mg/L) (%) (%)
Protokatekuik asit y =52,5146x - 0,3731 0,9990 0,01 0,02 100 92,28 +2,63
Epigallokatesin y =2,7158x + 5,0915 0,9966 0,66 2,20 100 105,34 £2,52
p-hidroksibenzoik asit y = 212,1504x - 29,1589 0,9993 0,02 0,06 100 76,30 = 3,24
Vanilik asit y = 129,2840x - 33,8123 0,9973 0,02 0,06 100 81,13+ 1,62
Krisin y =236,7684x + 3,4142 0,9996 0,01 0,02 100 102,41 4,01
Katesin y =20,7172x - 0,3917 0,9998 0,04 0,13 100 81,84+ 0,77
Epigallokatesin gallat y = 33,8247x - 10,6869 0,9959 0,02 0,07 98 83,33 +0,40
L-triptofan y =29,6191x + 0,4569 0,9997 0,02 0,05 99 72,00 £ 1,12
Epikatesin y =18,1091x - 2,0975 0,9963 0,01 0,03 100 91,80+ 1,59
Naringin y = 69,6990x - 36,8440 0,9905 0,01 0,03 99 88,85+ 0,11
Pinocembrin y = 151,2686x - 3,8115 0,9999 0,02 0,06 100 80,10 £2,92
Klorojenik asit y =52,0073x - 7,9491 0,9993 0,01 0,04 99 75,24 +2,00
Rosmarinik asit y =51,2436x - 5,6164 0,9996 0,01 0,02 100 82,43 £1,52
Salisilik asit y = 28,6791x - 1,4160 0,9991 0,02 0,07 100 87,98 £ 0,24

Amentoflavon y = 144,6839x - 14,7692 0,9992 0,01 0,02 100 99,91 £ 2,43




¢S

Cizelge 4.7. (Devam) Standart fenolik bilesiklerin validasyon parametreleri

Fenolik Bilesik Dogru Denklemi R? LOD LOQ Peak purity  Geri Kazamim
(mg/L) (mg/L) (%) (%)
Kafeik asit-fenetil esteri y = 148,3947x - 5,8774 0,9985 0,01 0,04 99 70,76 + 3,63
trans-kalkon y =212,7187x - 6,1592 0,9998 0,01 0,02 100 78,63 £2,61
Viteksin y = 27,9491x - 1,1822 0,9976 0,01 0,03 98 88,62+ 0,11
Hiperosid y =77,8172x - 23,9091 0,9984 0,01 0,05 99 70,12 £ 2,24
Kuarsetin-3-B-D-glikozit y =51,9346x - 14,3341 0,9980 0,01 0,03 100 95,67 +0,82
Ellagik asit y = 51,4244x - 14,8506 0,9963 0,02 0,05 100 97,22 +3,73
Mirisetin y = 135,7644x - 47,5975 0,9985 0,01 0,02 100 99,32+ 0,17
Kuarsitrin y = 58,8957x - 14,2057 0,9973 0,01 0,02 100 85,73 +2,30
Luteolin y = 174,4071x - 29,2560 0,9991 0,07 0,24 99 89,43 + 1,11
Kamferol y = 135,3056x - 20,4210 0,9985 0,02 0,05 100 85,06 + 0,60
Apigenin y = 138,6645x - 14,2679 0,9999 0,05 0,18 99 73,01 +3,84
Isorhamnetin y = 159,3570x - 27,9280 0,9992 0,01 0,04 100 84,83 +£1,52
Galangin y =114,7031x - 4,0577 0,9991 0,01 0,03 99 88,04 £ 1,57
Genkvanin y = 158,5893x - 10,4198 0,9981 0,01 0,02 100 74,91 + 3,05




4.2.2. Kestane ar1 poleni dorneklerinde bulunan fenolik maddelerin tayini

Sekil 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan MO numarali Kestane ari poleni etanol
ekstrakti kromatografik olarak Cizelge 3.11°de belirtilen HPLC-DAD ¢6ziicti programi
kullanilarak analiz edilmistir. Kestane ar1 poleni 6rneginin HPLC-DAD kromatogrami
Sekil 4.4’te verilmistir. Elde edilen kromatogramdaki piklerin UV spektrumlari ve
alikonma zamanlar1 standartlarla karsilastirilarak ornekteki fenolik bilesik igerigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.6). Daha sonra tespit edilen bu fenolik bilesiklerin pik alanlar1 her
bir standart i¢in belirlenen kalibrasyon grafiginde yerine koyularak 6rnekteki miktarlar
ekstraksiyon verimleri dikkate alinarak mg/kg Ornek olarak hesaplanmistir (Cizelge

4.8).
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Sekil 4.4. MO numarali kestane ar1 poleni etanol ekstraktinin HPLC-DAD
kromatogram1 (a:protokatekuik asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-
hidroksibenzoik asit, d:epikatesin, e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, g:rosmarinik
asit, h:kuersitrin, 1:luteolin, i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, l:galangin, m:katesin,
n:klorojenik asit, o:L-triptofan, &:viteksin, p:kuersetin-3-B-D-glikozit, r:ellagik asit,
S:mirisetin, s:salisilik asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, ii:pinocembrin, v:kafeik asit
fenetil esteri, y:genkvanin, z: trans-kalkon.)

Cizelge 4.8. MO numarali kestane ar1 poleninindeki fenolik madde miktarlari (mg/kg)

Ornek HiP KAM KRS GAL iISOR PiN
MO 171,94+0,82 | 606,32+14,63 | 324,00+£2,94 | 139,08+2,63 | 73,15+0,97 | 1556,00+11,14

Ortalama + standart sapma, HIP: hiperosid, KAM: kamferol, KRS: krisin, GAL:
galangin, ISOR: issorhamnetin, PIN: pinocembrin.
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MO numarali kestane ar1 poleni 6rnegi ile yapilan 6n deneme caligmalar1 sonrasi tez
kapsaminda 2017 yilinda toplanan tiim kestane ar1 poleni ornekleri Sekil 3.2°de
belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlari kromatografik
olarak Cizelge 3.11°de belirtilen HPLC-DAD ¢oziicii programi kullanilarak analiz
edilmistir. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin HPLC-DAD kromatogramlar: Sekil 4.5°te
verilmistir. Elde edilen kromatogramlardaki piklerin UV spektrumlari ve alikonma
zamanlar1 standartlarla karsilagtirilarak orneklerdeki fenolik bilesik igerigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.6). Daha sonra tespit edilen bu fenolik bilesiklerin pik alanlar1 her
bir standart icin belirlenen kalibrasyon grafiginde yerine koyularak orneklerdeki
miktarlart tayin edilmistir. Kestane ar1 poleni Orneklerindeki fenolik bilesiklerin

miktarlan ekstraksiyon verimleri dikkate alinarak mg/kg 6rnek olarak hesaplanmistir

(Cizelge 4.9).
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Sekil 4.5. Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlarinin HPLC-DAD kromatogramlari
(a:protokatekuik asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-hidroksibenzoik
asit, d:epikatesin, e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, §:rosmarinik asit, h:kuersitrin,
t:luteolin, i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, 1:galangin, m:katesin, n:klorojenik asit,
o:L-triptofan, 6:viteksin, p:kuersetin-3-p-D-glikozit, r:ellagik asit, s:mirisetin, s:salisilik
asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, ii:pinocembrin, v:kafeik asit fenetil esteri, y:genkvanin,
z: trans-kalkon.)
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Sekil 4.5. (Devam) Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlarmin HPLC-DAD
kromatogramlar1 (a:protokatekuik asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-
hidroksibenzoik asit, d:epikatesin, e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, g:rosmarinik
asit, h:kuersitrin, 1:luteolin, i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, l:galangin, m:katesin,
n:klorojenik asit, o:L-triptofan, 6:viteksin, p:kuersetin-3-B-D-glikozit, r:ellagik asit,
s:mirisetin, s:salisilik asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, ii:pinocembrin, v:kafeik asit
fenetil esteri, y:genkvanin, z: trans-kalkon.)
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Sekil 4.5. (Devam) Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlarmin HPLC-DAD
kromatogramlar1 (a:protokatekuik asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-
hidroksibenzoik asit, d:epikatesin, e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, g:rosmarinik
asit, h:kuersitrin, 1:luteolin, i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, I:galangin, m:katesin,
n:klorojenik asit, o:L-triptofan, o6:viteksin, p:kuersetin-3-B-D-glikozit, r:ellagik asit,
s:mirisetin, s:salisilik asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, ii:pinocembrin, v:kafeik asit
fenetil esteri, y:genkvanin, z: trans-kalkon.)
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Sekil 4.5. (Devam) Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlarmin HPLC-DAD
kromatogramlar1 (a:protokatekuik asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-
hidroksibenzoik asit, d:epikatesin, e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, g:rosmarinik
asit, h:kuersitrin, 1:luteolin, i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, I:galangin, m:katesin,
n:klorojenik asit, o:L-triptofan, 6:viteksin, p:kuersetin-3-B-D-glikozit, r:ellagik asit,
s:mirisetin, s:salisilik asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, ii:pinocembrin, v:kafeik asit
fenetil esteri, y:genkvanin, z: trans-kalkon.)
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Sekil 4.5. (Devam) Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlarmin HPLC-DAD
kromatogramlar1 (a:protokatekuik asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-
hidroksibenzoik asit, d:epikatesin, e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, g:rosmarinik
asit, h:kuersitrin, 1:luteolin, i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, I:galangin, m:katesin,
n:klorojenik asit, o:L-triptofan, 6:viteksin, p:kuersetin-3-B-D-glikozit, r:ellagik asit,
s:mirisetin, s:salisilik asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, ii:pinocembrin, v:kafeik asit
fenetil esteri, y:genkvanin, z: trans-kalkon.)
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Sekil 4.5. (Devam) Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlarmin HPLC-DAD
kromatogramlar1 (a:protokatekuik asit, b:epigallokatesin, c:epigallokatesin gallat, ¢:p-
hidroksibenzoik asit, d:epikatesin, e:vanilik asit, f:hiperosid, g:naringin, g:rosmarinik
asit, h:kuersitrin, 1:luteolin, i:apigenin, j:amentoflavon, k:krisin, I:galangin, m:katesin,
n:klorojenik asit, o:L-triptofan, 6:viteksin, p:kuersetin-3-B-D-glikozit, r:ellagik asit,
s:mirisetin, s:salisilik asit, t:kamferol, u:isorhamnetin, t:pinocembrin, v:kafeik asit
fenetil esteri, y:genkvanin, z: trans-kalkon.)
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Cizelge 4.9. Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki fenolik madde miktarlar1 (mg/kg 6rnek)

Ornek ROS VIT LU HiP PIN SA AME

M1 7161,44 + 4543 662,85 + 14,96 872,52 + 6,70 370,22 + 4,41 60,01 + 1,42 X X

M2 | 2042,16+ 111,29 354,05+ 3,17 287,66 + 1,46 231,53 0,74 X X 301,44 + 14,69
M3 | 513524+ 18143 512,62 + 3,54 X 288,33 + 7,98 385,07 + 13,90 X X

M4 | 9328,10 + 396,82 705,53 + 8,34 780,91 + 20,22 583,81 + 18,69 232,11 + 6,02 X X

M5 | 13495,19+33527 | 148181 + 36,34 906,53 + 12,48 574,71 + 14,64 X X X

M6 | 452811+ 146,83 487,93 + 0,26 X 231,74+ 6,01 60,09 + 0,32 X X

M7 | 6844,70+£193,97 | 734,88 +45,62 837,63 + 13,19 456,55 + 10,60 X X X

K1 | 11581,52+173,65 | 824,57 +34,52 X 274,51 + 4,11 X X X

K2 | 11519,32+11835 | 691,76 29,18 806,47 + 25,38 353,93 + 9,89 X X X

K3 5991,37 +9,17 1218,60 + 4,68 742,31 21,81 280,12 + 4,69 87,41 +5,57 X X

K4 X 1719,96 + 34,83 576,03 + 9,87 1126,03 + 19,17 X X X

K5 X 1115,02 + 72,43 X 178,15 + 10,21 66,19 + 0,28 X X

K6 X 382,58 + 8,79 X X 71,67 + 1,46 X 166,88 + 1,12
K7 3400,32 + 179,40 577,16 + 1,80 X X 162,05 + 15,69 X 42,75 + 1,56
K8 7618,89 + 306,50 | 675,73 +£49,22 449,91 +9,75 330,61 + 8,01 X X X

K9 8048,24 + 14535 | 1364,63 51,44 412,25 + 14,22 275,35 + 8,95 138,22 + 4,07 X X

K10 | 4344,46+166,15 | 1332,05+11,13 291,94 + 4,88 283,02 + 14,49 118,90 + 6,65 2095,03 + 6,70 X

Ortalama + standart sapma, x: tespit edilemedi, ROS: rosmarinik asit, VIT: viteksin, LU: luteolin, HIP: hiperosid, PIN: pinocembrin,

SA: salisilik asit, AME: amentoflavon.
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Cizelge 4.9. (Devam) Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki fenolik madde miktarlar1 (mg/kg 6rnek)

Ornek EA PHBA KAM MIR KAFE VA GENK KRS
M1 X X X X X X X X
M2 X X X X X X X 26,17+0,79
M3 X X X X X X X X
M4 X X X X X X X X
M5 X X X X X X X X
M6 X X X X X X X X
M7 X X X X X X 47,72 £ 2,06 X
K1 X X X X X 50,12 + 3,31 X 18,47 £0,23
K2 X X X X X X X X
K3 X X X X 43,14+ 0,92 X 18,40 + 0,52 33,74 + 0,05
K4 35,83+ 0,62 X 23,77 + 0,58 X X 72,67+ 0,18 20,36 + 0,46 2421 +0,44
K5 X 4,82 +0,20 X 80,70 £ 5,66 X X X 34,17 £0,78
K6 X X X X X X 21,82+ 0,85 34,38 + 1,06
K7 X X X X X X 32,95 +2,15 44,88 + 2,35
K8 X X X X X X X 20,00 + 0,38
K9 X X X X 42,95+ 0,20 X X 37,45+0,22
K10 X X X X 24,11 £1,33 X X 33,84 +0,12

Ortalama + standart sapma, x: tespit edilemedi, EA: ellagik asit, PHBA: p-hidroksi benzoik asit, KAM: kamferol, MIR: mirisetin,

KAFE: kafeik asit-fenetil esteri, VA: vanilik asit, GENK: genkvanin, KRS: krisin.
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Cizelge 4.9. (Devam) Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki fenolik madde miktarlar1 (mg/kg 6rnek)

Ornek LTR TKAL KU API KUG ISOR GAL
M1 X X X X 540,86 + 52,67 X X
M2 X 49,36 +2,18 X 6239,95 +£ 9,59 X X X
M3 X 60,96 + 0,80 X 759,72 + 10,11 X X 69,42 £6,19
M4 X 29,42 +£0,52 X X X X X
M5 201,14 +0,21 7,51+027 X X X 235,44 + 17,64 X
M6 126,13 £2,49 X X X X X X
M7 X 27,51 +£0,29 X X X 45,96 + 1,65 X
K1 X 33,54 + 3,94 X X X X X
K2 X 28,70 £ 0,31 X X X X X
K3 X 38,28 +£0,27 X X X X X
K4 X 14,50 + 0,84 950,57 + 11,80 X X X 17,32 + 0,90
K5 X 36,25+ 0,31 199,36 + 3,86 X 44,42 +£2,02 X X
K6 X 15,13 £ 0,62 X X X X X
K7 X X X 322,77+ 6,52 X X X
K8 X 58,24+ 0,20 X 303,87 + 8,63 X X X
K9 X 52,53 +£0,28 X X X 163,42 £ 6,16 X
K10 X 35,12+ 0,59 X X X 117,30 + 7,39 X

Ortalama + standart sapma,

x: tespit edilemedi, LTR: L-triptofan, TKAL: trans-kalkon, KU: kuersitrin, API: apigenin,

KUG: kuersetin-3-p-D-glikozit, ISOR: isorhamnetin, GAL: galangin.
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Cizelge 4.9. (Devam) Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki fenolik madde miktarlart (mg/kg 6rnek)

Ornek KLO NA PKA KAT EKAT EGK EGKG
M1 171,22 £0,52 X 6,17 £ 0,04 X X 165,89 + 0,25 X
M2 X X X X X 49,84 £ 0,25 X
M3 X X 12,99 £ 0,18 X X X X
M4 X X X X X X X
M5 X X X X X X X
M6 X X X 19,37 £ 0,38 X X X
M7 X X X X X X X
K1 104,36 + 3,83 X X X X X X
K2 X X 6,51 +0,41 X X 155,40+ 1,23 X
K3 X X X X X X X
K4 X 181,47 + 8,41 X 145,26 + 8,59 260,04 + 16,67 300,64 + 1,98 X
K5 8,39+ 0,07 X X 145,53 £ 2,63 X 331,58 +£2,22 72,74+ 1,73
K6 X X X X X X X
K7 X X X 205,74 £2,04 X X X
K8 X X X X X X X
K9 X X X X X X X
K10 X X X X X X X

Ortalama =+ standart sapma, x: tespit edilemedi, KLO: klorojenik asit, NA: naringin, PKA: protokatekuik asit, KAT: katesin, EKAT:
epikatesin, EGK: epigallokatesin, EGKG: epigallokatesin gallat.




4.2.3. Kestane ar1 poleni orneklerinde bulunan karotenoidlerin tayini

Kestane ar1 poleni 6rneklerinin karotenoid igeriginin kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenebilmesi i¢in standart karotenoidlerin kromatografik analizleri Cizelge 3.12°de
belirtilen HPLC-DAD ¢oziicii programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan karotenoidlerin UV  spektrumlart ve alikonma zamanlar
belirlenmistir. Cizelge 4.10°da kullanilan standart karotenoid bilesiklerinin alikonma
zamanlar1 ve kromatogramlarda kullanilacak olan kodlamalari verilmistir. Standart
karotenoid bilesiklerinin 0,25-10 mg/L  derisim araliginda ¢izilen kalibrasyon

egrilerinin dogru denklemleri ve regresyon katsayilari (R?) Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.10. Standart karotenoid bilesiklerinin alikonma zamanlar1 ve kodlanmasi

Karotenoid Alikonma Zamani Kodlama
(dk)
Astaksantin 17.3 1
Lutein 19.7 2
Zeaksantin 21.8 3
B-kriptoksantin 28.5 4
B-karoten 33.4 5
a-karoten 35.9 6

Cizelge 4.11. Standart karotenoidlerin validasyon parametreleri

Karotenoid Dogru Denklemi R? Derisim arahg
(mg/L)
Astaksantin y=153,6x — 86,3 0,995 0,25-10
Lutein y=712x-1,9 0,998 0,25-10
Zeaksantin y=265,7x — 23,0 0,998 0,25-10
B-kriptoksantin y=57,7x — 22,3 0,997 0,25-10
B-karoten y=154,4x — 19,5 0,998 0,25-10
a-karoten y=118,0x — 17,2 0,999 0,25-10
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Sekil 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan kestane ar1 poleni etanol ekstraktlar
kromatografik olarak Cizelge 3.12°de belirtilen HPLC-DAD ¢dziicii programi
kullanilarak analiz edilmistir. Kestane ar1 poleni orneklerinin HPLC-DAD karotenoid
kromatogramlar1 Sekil 4.6’da verilmistir. Elde edilen kromatogramlardaki piklerin UV
spektrumlar1 alikonma zamanlarina gore standartlarla karsilastirilarak orneklerin
karotenoid igerikleri tespit edilmistir. Daha sonra tespit edilen bu karotenoidlerin pik
alanlar1 her bir standart icin belirlenen kalibrasyon grafiginde yerine koyularak
orneklerdeki miktarlar1 tayin edilmistir. Kestane ar1  poleni Orneklerindeki

karotenoidlerin miktarlari mg/kg 6rnek olarak Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.6. Kestane ar1 poleni etanol ekstraktlarimin HPLC-DAD karotenoid
kromatogramlari (1: astaksantin, 2: lutein, 3: zeaksantin, 4: B-kriptoksantin, 5: o-
karoten, 6: B-karoten.)
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Sekil 4.6. (Devam) Kestane ar1 poleni 0&rneklerinin  HPLC-DAD karotenoid
kromatogramlart (1: astaksantin, 2: lutein, 3: zeaksantin, 4: B-kriptoksantin, 5: a-
karoten, 6: B-karoten.)
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Sekil 4.6. (Devam) Kestane ar1 poleni Orneklerinin  HPLC-DAD karotenoid
kromatogramlart (1: astaksantin, 2: lutein, 3: zeaksantin, 4: B-kriptoksantin, 5: a-
karoten, 6: B-karoten.)
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Sekil 4.6. (Devam) Kestane ar1 poleni Orneklerinin HPLC-DAD karotenoid
kromatogramlart (1: astaksantin, 2: lutein, 3: zeaksantin, 4: B-kriptoksantin, 5: a-
karoten, 6: B-karoten.)
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Sekil 4.6. (Devam) Kestane ar1 poleni Orneklerinin HPLC-DAD karotenoid
kromatogramlar1 (1: astaksantin, 2: lutein, 3: zeaksantin, 4: B-kriptoksantin, 5: a-
karoten, 6: B-karoten.)
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Sekil 4.6. (Devam) Kestane ar1 poleni Orneklerinin HPLC-DAD karotenoid
kromatogramlar1 (1: astaksantin, 2: lutein, 3: zeaksantin, 4: B-kriptoksantin, 5: a-
karoten, 6: B-karoten.)
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Cizelge 4.12. Kestane ar1 poleni drneklerindeki karotenoid miktarlar1 (mg/kg 6rnek)

Ornek AST LU ZEA B-KRiP a-KAR B-KAR
M1 X 15,00+ 0,10 | 17,30 + 0,56 X X 4,45+ 0,01
M2 X 18,75+0,02 | 15,82+0,16 | 24,13 +0,29 X 21,01 £0,18
M3 X 5,91 +£0,09 6,97+0,14 9,41 + 0,06 X 8,39+0,17
M4 6,88 £0,05 | 20,20+0,03 | 36,38+0,21 | 21,51 +£0,05 6,63 +£0,02 40,81 £ 0,00
M5 X 7,30+ 0,15 | 32,44+0,28 X X 2,42 +£0,01
M6 X 33,42+0,35 | 20,73+£0,30 | 44,67 £0,61 X 294,42 + 8,43
M7 X 7,22+0,02 | 25,15+0,06 | 7,81 +£0,05 X 9,51+0,16
K1 X 4,40+ 0,07 8,03 +£0,05 7,55+0,10 6,84 +0,09 19,31 £0,12
K2 X 18,59 £0,18 | 27,20 +0,04 X 152,42 + 0,04 | 116,68 + 0,03
K3 X 13,19+ 0,38 | 16,32+ 0,00 X 9,80+ 0,10 | 179,68 + 1,60
K4 X 3,88+ 0,08 4,88 £ 0,05 X 6,20+ 0,01 31,42 +£0,33
K5 X X X X X 388,20+ 9,77
K6 X 8,77+ 0,03 8,72+ 0,10 | 30,49+0,16 | 25,99+0,36 | 296,12 +0,33
K7 X 12,58 £0,07 | 12,21+0,34 | 14,65+0,07 | 19,84 +0,12 | 289,38 +3,86
K8 X 8,12+0,04 | 13,14+0,03 | 32,47+0,10 X 271,25 +0,08
K9 X 9,50 + 0,03 11,84+0,12 | 18,68 0,18 7,95+0,05 | 289,52+1,47
K10 X 12,98 +0,15 | 15,57+0,22 | 34,21 +£0,20 | 31,06 +0,15 | 395,02 +£2,48

Ortalama + standart sapma, x: tespit edilemedi, AST: astaksantin, LU: lutein, ZEA:
zeaksantin, B-KRIP: B-kriptoksantin, a-KAR: a-karoten, f-KAR: B-karoten.

4.2.4. Kestane ar1 poleni orneklerinin DNA oksidatif baz hasar iiriinlerine etkisi

DNA ¢esitli mekanizmalarla siirekli olarak oksidatif hasara ugrar (Dizdaroglu 2012).
DNA’da olusan bu oksidatif hasarin dogal sebze ve meyvelerin igerdikleri
antioksidanlar tarafindan korundugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, yliksek antioksidan
Ozelliklere sahip bir iiriin olan kestane ari1 poleninin DNA oksidatif hasar tizerindeki

etkileri incelenmistir.
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Kestane ar1 poleni 6rneklerinin DNA oksidasyonunu 6nleme etkisinin incelenmesi i¢in
Sekil 3.4’te belirtilen sekilde hazirlanan DNA oksidatif baz hasar iirlinlerinin
kromatografik olarak Cizelge 3.13 ve Cizelge 3.14’te belirtilen GC-MS/MS calisma
kosullarinda analizleri gerceklestirilmistir. Her bir hasar {iriiniiniin belli derisim
araliklarinda belirlenen dogru denklemleri ve regresyon katsayilari Cizelge 4.13°te

verilmigtir.

Cizelge 4.13. DNA oksidatif baz hasar iiriinlerinin validasyon parametreleri

DNA Dogru denklemi R* Derisim arahgi
baz hasar iiriinii (ng/L)
56DHT y = 16646x + 18767 0,9999 0,25-200
56DHU y = 29866x + 26116 0,9999 0,25-200
5H5MH y = 139484x + 40828 0,9995 0,25-200
5HH y = 332926x + 456151 0,9999 0,10-200
5FU y = 37526x + 182000 0,9985 0,50-200
5HU y =180247x — 71952 0,9983 0,25-200
SHMU y = 35141x + 5368 0,9997 0,05-200
Alx y = 403716x — 448535 0,9985 0,10-200
5HC y = 234156x — 344006 0,9969 0,10-200
46D5NP y = 25379x — 19999 0,9978 0,50-200
TG y = 650289x + 807385 0,9966 0,10-200
SHMC y = 12495x — 2449 0,9991 0,10-200
FapyAde y = 123507x + 139198 0,9998 0,10-200
8HA y = 204511x + 825496 0,9918 0,10-200
2HA y =8172x + 55630 0,9104 0,25-200
FapyGua y = 99348x — 214935 0,9962 0,25-200
28DHA y = 63055x — 139448 0,9976 0,50-400
8HG y = 82775x + 2508 0,9874 0,10-25
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Fenton reaksiyonu ile oksidatif strese ugratilan DNA ve kestane ar1 poleni ilave edilerek
oksidatif strese ugratilan DNA oOrnekleri Sekil 3.4’te belirtildigi sekilde analize
hazirlanmistir. Hazirlanan oOrnekler Cizelge 3.13 ve Cizelge 3.14’te belirtilen GC-
MS/MS calisma kosullarinda analiz edilerek her bir standart baz hasar iirlintiniin olusum
miktarlar belirlenmistir. Cizelge 4.13°te verilen sonuglara gore MO numarali kestane ar1
poleni Orneginin oksidatif stres sonrasi DNA’da olusan baz hasar iirlinlerinin

olusumunu 6nleme etkisi hesaplanmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Kestane poleninin DNA hasarin1 6nleme etkisi (%)

DNA oksidatif DNA DNA+Polen  Kestane poleninin DNA
baz hasar (ng/g DNA) (ng/g DNA)  hasarm 6nleme etKisi
iiriinleri (%)

56DHU 5,52 3,11 43,64
SH5MH 22,18 591 73,36
SHH 29,42 8,94 69,61
SHU 5,23 0,38 92,81
SHMU 8,57 2,78 67,55
Alx 4,05 0,58 85,60
SHC 3,85 3,73 3,01
46D5NP 1,30 1,30 0,00
TG 0,93 0,68 26,85
SHMC 0,34 0,34 0,00
46D5FP 0,00 0,00 0,00
8HA 0,00 0,00 0,00
2HA 0,00 0,00 0,00
FapyGua 3,02 2,96 1,71
28DHA 0,73 0,42 42,54
8HG 7,74 1,26 83,78
TOPLAM 92,87 32,39 65,12
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5. TARTISMA ve SONUC

Yasamimiz boyunca hiicrelerde meydana gelen kimyasal reaksiyonlar veya UV-iginlari,
sigara dumani, g¢evre kirlilikleri gibi cesitli dis etkenlerle birlikte viicudumuzdaki
oksidan-antioksidan dengesi bozularak serbest radikal olusumu gerc¢eklesmektedir.
Olusan bu duruma karsi viicudun savunma mekanizmasi yetersiz kaldiginda serbest
radikaller DNA, yag, protein gibi yapilara saldirarak bu yapilarda oksidatif hasar
olustururlar. Askorbik asit, tokoferol, karotenoid ve fenolik bilesik gibi antioksidan
Ozellikli molekiiller serbest radikallere elektron vererek onlar1 etkisiz hale getirirler.
Boylece serbest radikal etkisini ortadan kaldirarak doku fonksiyonlarinin bozulmasi
sonucu ortaya c¢ikabilecek ve birgok hastaliga neden olabilecek zincir reaksiyonlari,

onlemis olurlar (Leja ve ark. 2007, Kolag ve ark. 2017).

Gilintimiizde fenolik bilesiklere olan ilgi antioksidan 6zelligi ve serbest radikal siipiiriicii
aktivitesine bagli olarak artmistir. Eski caglardan beri bal, polen, propolis gibi ari
iriinleri zengin igeriginden dolay1 geleneksel tibbin yani sira besin takviyesi olarak da
kullanilmaktadir (Isla ve ark. 2001). Ar1 poleni zengin fenolik madde icerigi sebebiyle
diger ar1 trlinlerine nazaran sahip oldugu anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-kanser, anti-
inflamatuar gibi terapotik ozellikleri agisindan son zamanlarin ilgi odagi olmustur
(Carpes ve ark. 2007). Bu dogrultuda farkli cografi ve bitki kokenli ar1 poleni
orneklerinin antioksidan Ozelliklerinin arastirilmasi1 6nem kazanmistir. Tiirkiye nin
kestane iiretimi agisindan Diinya siralamasinda Onemli bir yere sahip olmasi ve
literatiire bakildiginda kromatografik olarak (nicel analiz) kestane ar1 poleni ile yapilmis
cok fazla calisma olmamasi sebebiyle bu tez kapsaminda farkli cografi bolgelerden

toplanan kestane ar1 poleni drnekleriyle calisilmistir.

Kestane ar1 poleni orneklerindeki fenolik bilesiklerin tayininin dogru bir sekilde
yapilabilmesi i¢in Ornek hazirlama asamasi son derece onemlidir. Fenolik bilesikler
serbest formda bulunup bulunmadigina, yag asitleri (¢Oziinebilir esterler) veya
¢oziinmeyen makromolekiiller gibi diger molekiillere kovalent olarak bagli olup
olmadigina bagli olarak serbest, esterlenmis ve ¢oziinmeyen-bagl formlara ayrilabilir.
Coziinmeyen-bagl fenoliklerin ¢ogu, kimyasal olarak, pektin, selilloz ve yapisal

proteinler dahil olmak iizere hiicre duvar1 maddeleri ile kovalent baglar olustururlar.
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Gidalarin antioksidan o6zelliginden, ¢Oziiniir fenoliklere kiyasla ¢oziinmeyen bagl
fenolik bilesiklerin nispeten daha biiyiik bir miktarda sorumlu oldugu bilinmektedir
(Shahidi ve Yeo 2016). Bagl fenolik bilesikleri serbest birakmak i¢in alkali, asidik veya
enzimatik hidroliz yontemleri kullanilabilir (Sani ve ark. 2012, Su ve ark. 2014).
Calisma kapsaminda kestane ar1 poleni orneklerinin ekstraksiyonu, bagli fenolikleride
ekstrakte edebilmek ic¢in asidik hidroliz yontemi kullanilmistir (Sekil 3.2). Tez
kapsaminda ekstrakte edilen kestane ar1 poleni 6rneklerindeki fenolik bilesiklerin tayini

i¢in kullanilan yontemler iki ana baslikta toplanabilir. Bunlar;

e  Spektroskopik yontemler

o Kromatografik yontemler

5.1. Spektroskopik Yontemler

5.1.1. Kestane ar1 poleni 6rneklerinin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi

Literatiire  bakildiginda  spektroskopik olarak antioksidanlar  Folin-Ciocalteu,
CHROMAC, FRAP, CUPRAC, ABTS ve DPPH gibi yontemler kullanilarak tayin
edilmistir. Yapilan tez ¢aligmasinda toplam fenolik madde miktarinin tespiti i¢in Folin-
Ciocalteu yontemi, antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in ise CHROMAC, FRAP
ve ABTS yontemleri kullanilmistir.

Karadeniz ve Marmara Bolgeleri’nin farkli lokalitelerinden toplanan kestane ar1 poleni
orneklerinin toplam fenolik madde igerikleri 16,19 + 0,25 ile 39,50 + 0,45 mg GAE/g
ornek arasinda bulunmustur (Cizelge 4.3). Yildiz ve ark. (2013), 2008 yilinda
Zonguldak’tan toplanan kestane poleninin toplam fenolik madde miktarini 28,87 mg
GAE/g DW olarak tespit etmiglerdir. Sonug, tez kapsaminda 2017 yilinda Zonguldak
ilinin farkl bolgelerinden toplanan kestane poleni Orneklerinin toplam fenolik madde
icerikleri ile karsilastirldiginda ortalama degerin altinda oldugu gézlenmistir. Ayni
sekilde Karadeniz bolgesinden toplanan kestane poleni 6rnegi (Yildiz ve ark. 2014) ile
2013 yilinda Sinop’un farkli bolgelerinden toplanan kestane poleni 6rneklerinin (Avsar

ve ark. 2016) toplam fenolik madde miktarlari sirasiyla 52,12 mg GAE/g kestane poleni
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ve 64,02 - 103,8 mg GAE/g kestane poleni olarak bulunmustur. Sonuglar elde ettigimiz
verilerle karsilagtirildiginda tez sonuclarinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. G6zlenen
bu farkliliklar kestane poleni 6rneklerinin farkli cografi ve botanik 6zelliklere sahip

olmasi ile ekstraksiyon yontemlerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Kestane ar1 poleni 6rneklerinin antioksidan kapasite sonuglar1 FRAP yontemi ile 1,53 +
0,06 - 4,75 + 0,02 mM TE/g kestane ar1 poleni, ABTS ve CHROMAC yo6ntemi ile
sirastyla 13,85 + 0,03 - 42,58 + 0,28 mg TE/g kestane ar1 poleni ve 45,48 + 0,27 -
115,58 + 0,96 mg TE/g kestane ar1 poleni olarak bulunmustur (Cizelge 4.5).

Zonguldak’tan alinan kestane bali 6rnegi (Sarikaya ve ark 2009) ile 2014 yilinda
Karadeniz’in farkli cografi bolgelerindeki aricilardan temin edilen kestane bali
orneklerinin (Kolayli ve ark. 2016) FRAP yontemi ile antioksidan kapasite sonuclar
strastyla, 94,27 £ 0,91 — 104,42 + 1,01 uM TE/g kestane bali1 ve 355 + 23,08 — 462 +
18,48 umol FeSO4/100 g kestane bali olarak bulunmustur. Almeida ve ark. (2017) ‘nin
liyofilize ar1 poleni ile yaptiklar1 ¢aligmada antioksidan kapasite degeri FRAP yontemi
ile 60,64 £ 0,63 mmol Fe/g ar1 poleni olarak bulunmustur. Ulusoy ve Kolayli (2014)
‘nin 2007-2008 yillarinda toplanan anzer polenleri ile yaptiklart diger bir calismada ise
antioksidan kapasite sonuglar1 11,77 £ 0,63 ile 105,06 = 0,59 umol TE/g anzer poleni
araliginda bulunmustur. Yildiz ve ark. (2013) ‘nin kestane poleni ile yaptiklar
calismada ise antioksidan kapasite sonucu (FRAP) 82,31 + 2,41 mM TE/g DW olarak
tespit edilmistir. Ayrica Karadeniz Bolgesi’nden toplanan kestane bali, kestane poleni
ve kestane propolisinin antioksidan kapasite degerleri sirasiyla, 24,11 + 1,10, 124,62 +
4,88 ve 509,86 = 12,11 mM TE/g 6rnek olarak kaydedilmistir (Yildiz ve ark. 2014).
Genel olarak bakildiginda tez kapsaminda FRAP yontemi ile elde edilen antioksidan

kapasite degerleri literatiirden daha yiiksek bulunmustur.

Almeida ve ark. (2017) liyofilize ar1 poleninin antioksidan kapasitesini ABTS yontemi
ile belirlemis ve 120,10 + 0,21 pmol TEAC/g ar1 poleni olarak bulmuslardir. Yapilan
diger bir caligmada ise Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki aricilardan temin edilen
kestane ballarinin antioksidan kapasite degerleri 1,06 + 0,06 ve 6,22 + 0,23 mg TE/g
kestane bali araliginda bulunmustur (Glines ve ark. 2016). Buna gore tez kapsaminda

caligilan kestane ar1 poleni drneklerinin antioksidan 6zelligi daha ytiksektir.
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CHROMAC yontemi yeni gelisen bir yontem oldugundan literatiirde ¢ok calisma
bulunmamaktadir. Bildigimiz kadariyla Giines ve ark. (2016) ‘nin kestane ve ¢igcek
ballartyla yaptiklar1 arastirma disinda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Elde
ettikleri verilere gore kestane ballarinin antioksidan kapasite degerleri 10,80 + 0,01 ve
22,00 = 1,00 mg TE/kg arasinda degismektedir. Bu veriler dogrultusunda tez
kapsaminda analiz edilen kestane ar1 polenlerindeki antioksidan kapasite degerleri

kestane ballarina oranla daha yiiksek bulunmustur.

Genel olarak kestane ar1 poleni orneklerinin antioksidan kapasite dlgiimlerinde 3 fakl
yontem kullanilmistir. Ciinkii antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan
yontemlerin her biri farkli ¢alisma mekanizmasina sahiptir. Etki ettikleri fenolik
bilesikler farkli oldugu i¢in Orneklerdeki antioksidan kapasite degerleride farkl
olacaktir. Bu nedenle sonuglar literatiirdeki 6rneklerle karsilastirilirken ayn1 yontemler
birbiri ile karsilastirilarak yorumlanirsa daha saglikli sonuglara ulasilacaktir. Yapilan tez
calismasinda spektroskopik yontemler birbirleriyle karsilastirildiginda, yontemler
arasinda yiiksek korelasyonlarin oldugu gozlenmistir. Folin-Ciocalteu yontemi ile
ABTS ve FRAP yontemleri arasindaki korelasyon katsayilari (R%) sirastyla, 0,8991 ve
0,8114, ABTS ile FRAP yontemleri arasindaki korelasyon katsayisi (R?) ise 0,6294
olarak belirlenmistir. Yontemler arasindaki yiiksek korelasyon, toplam fenolik madde

ve antioksidan kapasite sonuglarinin birbiriyle uyumlu oldugunu géstermektedir.

Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan kapasite
miktarlar literatiirdeki calismalarla karsilastirildiginda farkli sonuglarin elde edildigi
gbzlemlenmistir. Flavonoid ve fenolik asit gibi fenolik bilesikler, her bir bitki i¢in
benzersiz bir profile sahiptir. Kestane agaglarinin cografi bolgelerinin farkli olmasindan
dolay1 toprak tipi ve iklim kosullarindaki farkliliklar kestane ar1 poleni orneklerindeki
fenolik bilesik icerigini belirlemektedir. Ayrica aricilik faaliyetleri, saklama kosullari,
ornek hazirlama teknikleri ve ekstraksiyon kosullar: gibi faktorlerde orneklerin fenolik

madde icerigini etkilemektedir.
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5.1.2. Kestane ar1 poleninin DNA oksidasyonuna etkisinin incelenmesi

DNA hasari, canli hiicrelerde ¢esitli mekanizmalarla oksidatif olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Dizdaroglu 2012). Insan viicudunda dogal olarak var olan savunma Mmekanizmasi
yetersiz kaldiginda DNA hasar1 tamir edilemez ve ¢esitli mutasyonlar, kanser gibi
bircok hastalik olusmaya baglar. Sebze ve meyvelerin biinyelerinde dogal olarak
icerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif etki gostererek DNA hasarim1 korudugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada yiiksek antioksidan 6zelliklere sahip, dogal bir {iriin olan
kestane ar1 poleninin DNA hasar1 {izerindeki etkisi incelenmistir. 20,0 pg/mL
derisimindeki saf DNA’nin Fenton reaksiyonu ile oksidatif hasara ugradiktan sonra
miktarmin 10,2 pg/mL ’ye diistiigi goriilmiistiir. Ancak kestane ar1 poleni varliginda
oksidatif hasara ugratilan DNA’nin miktarmin 12,4 pg/mL’ye diistiigi tespit edilmistir.
Normal sartlarda %49 oraninda oksidatif hasara ugrayan DNA, kestane ar1 poleninin
varliginda %38 oraninda oksidatif hasara ugramistir. Kestane ar1 poleni 6rnegindeki
fenolik bilesiklerin DNA’nin oksidatif hasara ugramasini %11 oraninda Onledigi
belirlenmistir (Sekil 4.2) (Karkar ve ark. 2018).

5.2. Kromatografik Yontemler

5.2.1. Kestane ar1 poleninde bulunan fenolik bilesiklerin tayini

Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki fenolik bilesikleri kromatografik olarak HPLC-DAD
ile analiz edebilmek i¢in oOncelikle uygun kolon, ¢oziicii ve ¢oziicii programi
belirlenmigtir. Bunun igin literatiirdeki benzer calismalar incelenmis ve XBridge C18
(3,5 um, 4,6 x 250 mm) kolonu ile calisilmistir. Ters faz kromatografisi kullanilarak
metanol ve %!1°lik sulu formik asit gibi polar ¢oziiciilerden olusan gradient programli
(Cizelge 3.11) hareketli faz sistemi kullanilmistir. 0,5 mL/dk akis hizi ve 10 pL
enjeksiyon hacmi ile standart fenolik bilesiklerin ve kestane poleni etanol

ekstraktlarinin analizleri gerceklestirilmistir.
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0,2-10,0 mg/L derisim araliginda Cizelge 3.11°de belirtilen ¢oziicii programi
kullanilarak tiim standartlar analiz edilmistir. Elde edilen kromatogramlardan fenolik
bilesiklerin pik alanlari belirlenerek kalibrasyon egrileri olusturulmustur (Cizelge 4.7).
Ayni kosullarda analiz edilen kestane ar1 poleni Orneklerinin kromatogramlari
incelenerek fenolik bilesik profilleri belirlenmistir. Daha sonra belirlenen kalibrasyon
grafikleri yardimiyla fenolik bilesiklerin miktarlart mg/kg drnek olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.8). Farkli lokaliteleden toplanan kestane ari poleni 6rneklerinin oldukca
farkli fenolik bilesik icerigine sahip oldugu gozlemlenmistir. Sekil 5.1°de kestane ari

poleni 6rneklerindeki fenolik bilesiklerin bar grafikleri verilmistir.
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Karadeniz ve Marmara bolgelerinden toplanan orneklerde bulunan en 6nemli fenolik
bilesigin rosmarinik asit oldugu tespit edilmistir. K4, K5 ve K6 numarali 6rnekler
disinda tiim 6rneklerde bulunan rosmarinik asidin en yiiksek miktar1 13495,19 + 335,27
mg/kg ornek olarak M5 numarali 6rnekte, en diisiik miktar1 ise 5991,37 + 9,17 mg/kg
ornek olan K3 numarali drnekte bulunmustur. Ikinci 6nemli fenolik bilesik olarak ise
viteksin tespit edilmistir. Tim 6rneklerde tespit edilen viteksin 354,05 + 3,17 (M2) ile
1719,96 + 34,83 (K4) mg/kg ornek araliginda bulunmustur. Kestane ar1 poleni
orneklerinde {g¢ilincli ve dordiincii olarak luteolin ve hiperosid fenolikleri tespit
edilmistir. Hemen hemen tiim 6rneklerde bulunan lutein ve hiperosid sirastyla 287,66 —

906,53 mg/kg ile 178,15 — 1115,02 mg/kg araliginda bulunmustur.

Kamferol, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, kafeik asit- fenetil esteri, ellagik asit ve
mirisetin yalnizca Karadeniz Bolgesi’ndeki Orneklerde ve diigiik miktarlarda
bulunmustur. Protokatekuik asit ise Karadeniz Bolgesi’ndeki K2 numarali 6rnekte 6,51
mg/kg ornek olarak bulunurken, Marmara Bolgesi’'ndeki M1 numarali 6rnekte 6,17
mg/kg Ornek iken M3 numarali Ornekte yaklasik olarak iki kati miktarda
(12,99 mg/kg ornek) bulunmustur. Galangin Marmara Bolgesi’ndeki M3 numarali
ornekte (69,42 mg/kg ornek), Karadeniz Bolgesi’ndeki K4 numarali Ornege
(17,32 mg/kg 6rnek) gore daha yliksek bulunmustur. Genkvanin K3, K4, K6 ve K7
numarali 6rneklerde M7 numarali 6rnege (47,72 mg/kg oOrnek) gore daha diisiik
bulunmustur. Kuersetin-3-B-D-glikozit K5 numarali 6rnekte diisitk miktarda (44,42
+2,02 mg/kg 6rnek) bulunurken M1 numarali 6rnekte yiiksek miktarda (540,86 + 52,67
mg/kg ornek) tespit edilmistir.

Kestane ar1 poleni Orneklerinde bulunan krisin ve trans-kalkon miktarlar1 sirasiyla
18,47- 44,88 mg/kg ornek ile 7,51 — 60,96 mg/kg ornek araliginda tespit edilmistir.
katesin (K4, K5, K7 ve M6), epigallokatesin (K2, K4, K5, M1 ve M2), epikatesin (K4)
ve epigallokatesin gallat (K5) gibi flavonoller ¢ogunlukla Karadeniz Bolgesi’nde
bulunmasinin yaninda Marmara Bolgesi’'ndeki Orneklerde de diisiik miktarlarda
gozlenmistir. Salisilik asit sadece K10 numarali 6érnekte bulunmasina ragmen oldukca

yiiksek miktarda (2095,03 mg/kg 6rnek) tespit edilmistir.
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Birgok bitki flavonoid ve fenolik asitler gibi ¢ok miktarda fenolik bilesik igerdiginden
ve her bitki kendine 6zgii bir profile sahip oldugundan, polenlerdeki fenolik bilesikler
ve miktarlar bitkilerin botanik kokenine baglhidir. Bitkinin yetistigi yer, iklim kosullari,
bliyiime veya olgunlasma asamasindaki farkliliklar fenolik bilesik igeriginde
degisikliklere neden olur. Giines ve ark. (2017)’nin kestane ballar ile yaptigi ¢alisma ile
kestane polenlerindeki fenolik bilesikler karsilagtirildiginda rosmarinik asit, luteolin,
amentoflavon, katesin ve tiirevleri gibi bircok farkli fenolik bilesik tespit edilmistir.
Ayrica kestane ar1 polenlerinde, kestane ballar1 ile ortak olarak bulunan fenolik
bilesikler ballara oranla ¢ok daha yiiksek miktarda bulunmustur. Sonug olarak, yiiksek
fenolik bilesik icerigi nedeniyle kestane ar1 poleninin kestane ballarindan daha degerli

dogal bir kaynak oldugu belirlenmistir.

5.2.2. Kestane ar1 poleninde bulunan karotenoidlerin tayini

Kestane ar1 poleni Orneklerinin fenolik bilesik igerikleri belirlendikten sonra fenolik
bilesiklerin  haricinde  antioksidan  ozellik  gdsteren  karotenoidlerin  tayini
gergeklestirilmistir. Karotenoidlerin analizinde C18 kolonu ile iyi bir ayrim
yapilamamasindan dolayt YMC Carotenoid C30 (250x4.6 mm, Sum, YMC Co., Ltd)
kolonu ile calisilmistir. Ters faz kromatografisi kullanilarak %95 metanol-%5 H20
(H20: %0,05 trimetilamin icermektedir) ve tert-biitil metil eter gibi polar ¢oziiciilerden
olusan gradient programli (Cizelge 3.12) hareketli faz sistemi kullanilmistir. 1,0 mL/dk
akis hiz1 ve 20 uL enjeksiyon hacmi ile kestane ar1 poleni 6rneklerinin kromatografik
analizleri gergeklestirilmistir. Kestane ar1 poleni Orneklerinin kromatogramlari
incelenerek kalibrasyon grafikleri yardimiyla karotenoidlerin miktarlart mg/kg 6rnek

olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

Karadeniz ve Marmara Bolgeleri’'nden toplanan kestane ar1 poleni Orneklerinde
astaksantin, lutein, zeaksantin, B-kriptoksantin, a-karoten ve P-karoten karotenoidleri
tespit edilmistir. Sekil 5.2°de kestane ar1 poleni orneklerindeki karotenoidlerin bar

grafikleri verilmistir.
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B-kriptoksantin
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Sadece M4 numarali Ornekte tespit edilen astaksantin 6,88 mg/kg Ornek olarak
bulunmustur. Lutein ve zeaksantin K5 numarali 6rnek disinda tiim orneklerde tespit
edilmis ve miktarlari sirastyla 5,91 — 20,20 mg/kg 6rnek ile 4,88 — 36,38 mg/kg 6rnek
araliginda bulunmustur. B-Kriptoksantin en diisiik miktarda (K1: 7,75 mg/kg Ornek)
Karadeniz Bolgesi’ndeki ornekte gozlenirken, en yiiksek miktarda (M6: 44,67 mg/kg
ornek) Marmara Bolgesi’ndeki ornekte tespit edilmistir. K2 numarali 6rnekte 152,42
mg/kg olarak en yiiksek miktarda bulunan ve ¢ogunlukla Karadeniz Bolgesi’ndeki
orneklerde goézlenen a-karoten, Marmara Bolgesi’ndeki M4 numarali 6rnekte 6,63
mg/kg olarak tespit edilmistir. B-kaoten ise tiim orneklerde gozlenmesine ragmen

Karadeniz Bolgesi’ndeki orneklerde oldukga yiiksek miktarlarda tespit edilmistir.

Conte ve ark. (2017) italya’dan toplanan kestane ar1 poleninin karotenoid igerigini
neoksantin, anteraksantin, lutein, zeaksantin, o-karoten ve pB-karoten olarak tespit
etmislerdir. Sonuglar karsilastirildiginda, Tirkiye’deki kestane ar1 poleni 6rneklerinin
Italya’daki kestane ar1 poleni drneklerine oranla daha yiiksek karotenoid icerigine sahip

oldugu gozlemlenmistir.

Karotenoidlerin sahip oldugu antioksidan 6zellikleri sayesinde, DNA’ya zarar veren ve
kanser gibi tehlikeli hastaliklarin olusumunda etkili olan serbest radikallerin etkisini yok
ettigi ve boylelikle kanser hiicreleri olusumuna neden olan zincir reaksiyonlar: dnledigi
bilinmektedir. Dembinska-Kiec (2005)’in yaptig1 in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda [-
karotenin serbest radikallerin DNA {izerinde olusturdugu hasara karsi koruyucu etkisi
oldugu belirlenmistir. Yapilan birgok ¢aligmada, B-karoten gibi provitamin A aktivitesi
gosteren karotenoidlerin yaninda lutein, astaksantin gibi provitamin A aktivitesi
gostermeyen karotenoidlerin de antioksidatif 6zellikleri nedeniyle kanser olusumunu
onledigi tespit edilmistir (Seppanen ve Csallany 2002, Baker ve Giinther 2004,
Dembinska-Kiec 2005).

5.2.3. Ekstraksiyonda Kullanilan Céziiciilerin ve Ekstraksiyon Yonteminin Etkisi

Bitkilerde bulunan ve antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
icin kullanilan yontemlerden en uygun olan1 ¢oziicii ekstraksiyonudur. Fenolik

bilesiklerin polar 6zellik gdstermelerinden dolayr ekstraksiyon ydntemlerinde yaygin
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olarak kullanilan ¢oziiciiler su, etanol, metanol, aseton, etil asetat ve bu ¢oziiciilerin
farkl1 oranlardaki asitli ve asitsiz karigimlaridir. Asidik hidroliz yontemi ile glikozit
baglarin pargalanmasi sonucu bagli olan fenolik bilesiklerde serbest hale gececeginden
daha fazla fenolik madde ekstrakte edilmis olur. Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin
ekstraksiyon verimi kullanilan ¢oziiciilerin ¢oziiniirliigiine bagli oldugu kadar tercih
edilen ekstraksiyon yontemlerine de baglidir. Kestane ar1 poleni 6rneklerindeki fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in ultrasonik ekstraksiyon (Sekil 3.2) ile kati faz
ekstraksiyonu (Sekil 3.3) yontemleri su, etanol ve metanol c¢oziiciileri kullanilarak
karsilastirilmistir. Cizelge 4.2 ve 4.4’de verilen toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasite sonuglarina bakildiginda, kat1 faz ekstraksiyonuna gore ultrasonik ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen sonuclarin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica sonuglar
karsilastirildiginda kestane ar1 poleni drnekleri i¢in en uygun etanol ¢oziiciisii ile daha

fazla fenolik maddenin ekstrakte edildigi belirlenmistir.

5.2.4. Kestane ar1 poleninin DNA hasarini 6nleme kabiliyetinin incelenmesi

MO numarali kestane ar1 poleninin DNA’da meydana gelen oksidatif hasar1 %11
oraninda onledigini spektroskopik olarak tespit edilmisti. Bu calismada ise kestane ar1
poleninin (MO numarali 6rnek) DNA’nin oksidatif hasara ugramasi ile olusan baz hasar
tirtinlerine etkisi incelenmistir. Fenton reaksiyonu ile oksidatif strese ugratilan DNA ve
kestane ar1 poleni ilave edilerek oksidatif strese ugratilan DNA Ornekleri Sekil 3.4’te
belirtildigi sekilde analize hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler DB-5MS (Agilent 128-
5512) kapiler kolonu (12 m, 0,20 mm, 0,33 um) ve se¢ilmis reaksiyon goriintiileme
(selected reaction monitoring, SRM) teknigi kullanilarak GC-MS/MS ile Cizelge 3.13
ve Cizelge 3.14’te belirtilen ¢alisma kosullarinda analiz edilmistir. Ayni sartlarda analiz
edilerek belirlenen DNA oksidatif baz hasar triinlerinin kalibrasyon egrileri (Cizelge
4.12) kullanilarak oksidatif stres sonrasi olusan miktarlar belirlenmistir (Cizelge 4.13).
Sekil 5.3 teki grafikte goriildiigii gibi oksidatif stres sonrasi olusan baz hasar iiriinlerinin
miktarlar1 kestane ar1 poleni varliginda azalmaktadir. Kestane ar1 poleni 6rneginin baz
hasar iriinlerinin olugsmasim1 en fazla 5-hidroksi urasil (SHU) basta olmak {izere

Allakson (Alx) ve 8-hidroksiguaninde (8HG) onledigi goriilmektedir.
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Sayisal veriler dikkate alindiginda kestane ar1 poleni 6rneginin DNA oksidatif baz hasar
riinlerinin  olusumunu toplamda miktarsal olarak %68,12 oraninda Onledigi

belirlenmistir.
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Sekil 5.3. Kestane poleninin DNA baz hasar {iriinlerinin olusumunu 6nleme etkisi

96



KAYNAKLAR

Akcay, T. 2006. Niikleik asitler: Insan Biyokimyasi, Editérler: Onat, R., Emerk, K.,
S6zmen, E.Y., Palme, Ankara, s. 395-488.

Albayrak, S., Sagdig, O., Aksoy, A. 2010. Bitkisel iiriinlerin ve gidalarin antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan yéntemler. Erciyes Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Dergisi, 26(4): 401-409.

Albertsen, J. 2006. The toxicity of iron, an essential element. Veterinary Medicine, 82-
90.

Almeida-Muradian, |.L.P.M.L.M. 2010. Stability of Antioxidants Vitamins in Bee
Pollen Samples. Quimica Nova, 33 (3): 514-518.

Amany, A.T., Ehab, M.A., Rasha, R.A., Yara, K.A. 2014. Assessment of anti-
mutagenic, anti-histopathologic and antioxidant capacities of Egyptian bee pollen and
propolis extracts. Cytotechnology, 66: 283-297.

Atasoy, E., Altingoz, Y. 2011. Diinya ve Tiirkiye’de Kestanenin Onemi ve Uretimi.
Cografya Dergisi, 22: 1-13.

Avsar, C., Ozler, H., Berber, I., Civek, S. 2016. Phenolic composition, antimicrobial
and antioxidant activity of Castanea sativa Mill. pollen grains from Black Sea region of
Turkey. International Food Research Journal, 23 (4): 1711-1716.

Aybastier, O. 2016. DNA’nin oksidatif hasari iizerine fenolik maddelerin etkisi.
Doktora Tezi, UU Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali, Bursa.

Baker, R., Giinther, C. 2004. The role of carotenoids in consumer choice and the
likely benefits from their inclusion into products for human consumption. Trends in
Food Science&Technology, 15: 484-488.

Basim, E., Basim, H., Ozcan, M. 2006. Antibacterial activities of Turkish pollen and
propolis extracts against plant bacterial pathogens. Journal of Food Engineering, 77:
992-996.

Benzine, I.F.F., Strain, J.J. 1996. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a
measure of antioxidant power: The FRAP assay. Anal Biochem, 239: 70-76.

Bevzo, V., Grygor’eva, N.P. 1997. Effect of bee pollen extract on glutathione system
activity in mice liver under X-ray irradiation. Ukr. Biokhim. Zh., 69: 115-117.
Bogdanov, S. 2004. Quality and Standards of Pollen and Beeswax. Apiacta, 38: 334—
341.

Carpes, S.T., Begnini, R., Alencar, S.M., Masson, M.L. 2007. Study of preparations
of bee pollen extracts, antioxidantand antibacterialactivity. Ciénc. agrotec, 31 (6): 1818-
1825.

Carpes, S.T., Alencar, S.M., Cabral, L.S.R., Oldoni, T.L.C., Mourao, G.B.,
Haminiuk, C.W.I., Luz, C.F.P., Masson, M.L. 2013. Polyphenols and palynological
origin of bee pollen of Apis mellifera L. from Brazil. Characterization of polyphenols of
bee pollen. CyTA - Journal of Food, 11 (2): 150-161.

Chen, Y., Xiong, H., Zhang, X., Wang, S. 2012. Electrochemical detection of in situ
DNA damage induced by enzyme-catalyzed Fenton reaction. Part I: in phosphate buffer
solution. Microchimica Acta, 178: 37—43.

Cheng, N., Ren, N., Gao, H., Lei, X., Zheng, J., Cao, W. 2013. Antioxidant and
hepatoprotective effects of Schisandra chinensis pollen extract on CCl4-induced acute
liver damage in mice. Food and Chemical Toxicology, 55: 234-240.

97



Cook, N.C., Samman, S. 1996. Flavonoids-Chemistry, metabolism, cardioprotective
effects, and dietary sources. Nutritional Biochemistry, 7: 66-76.

Dawbaa, S., Aybastier, O., Demir, C. 2017. Ultrasensitive determination of DNA
oxidation products by gas chromatography—tandem mass spectrometry and the role of
antioxidants in the prevention of oxidative damage. Journal of Chromatography B,
1051: 84-91.

Dembinska-Kiec, A. 2005. Carotenoids: risk or benefit for health. Biochimica et
Biophysica Acta, 1740: 93-94.

Dizdaroglu, M. 2012. Oxidatively induced DNA damage: Mechanisms, repair and
disease. Cancer Letters, 327: 26-47.

Eraslan, G., Kanbur, M., Silici, S. 2009. Effect of carbaryl on some biochemical
changes in rats: The ameliorative effect of bee pollen. Food and Chemical Toxicology,
47: 86-91.

Eraslan, G., Kanbur, M., Silici, S., Karabacak, M. 2010. Beneficial Effect of Pine
Honey on Trichlorfon Induced Some Biochemical Alterations in Mice. Ecotoxicology
and Environmental Safety, 73(5): 1084-1091.

Erdogan, Y., Dodologlu, A. 2005. Bal aris1 (Apis mellifera L.) kolonilerinin yasaminda
polenin énemi. Uludag Aricilik Dergisi, 5: 79-84.

Fanali, C., Dugo, L., Rocco, A. 2013. Nano-Liquid Chromatography in Nutraceutical
Analysis: Determination of Polyphenols in Bee Pollen. Journal of Chromatography A,
1313: 270-274.

Feas, X., Vazquez-Tato, M.P., Estevinho, L., Seijas, J.A., Iglesias, A. 2012. Organic
Bee Pollen: Botanical Origin, Nutritional Value, Bioactive Compounds, Antioxidant
Activity and Microbiological Quality. Molecules, 17: 8359-8377.

Furusawa, E., Chou, S.C., Hirazumi, A., Melera, A. 1995. Antitumour potential of
pollen extract on lewis lung carcinoma implaned intraperitoneally in syngeneic mice.
Phytother. Res., 9: 255-2509.

Gunes, ML.E., Saliha Sahin, S., Demir, S., Borum, E., Tosunoglu, A. 2017.
Determination of Phenolic Compounds Profile in Chestnut and Floral Honeys and Their
Antioxidant and Antimicrobial Activities. Journal of Food Biochemistry, 41:e12345.
Hari, Y., Obika, S., imanishi, T. 2012. Towards the sequence-selective ecognition of
double-stranded DNA containing pyrimidine-purine interruptions by triplex-forming
oligonucleotides. Eur. J. Org. Chem., 2875-2887.

Hegazi, A.G. 2012. Medical Importance of Bee Products. Uludag Bee Journal, 12:
136-146

Isla, M.l., Moreno, M.I.N., Sampietro, A.R., Vattuone, M.A. 2001. Antioxidant
activity of Argentine propolis extracts. Journal of Ethnopharmacology, 76: 165-170.
Kao, Y., Lu, M., Chen, C. 2011. Preliminary Analyses of Phenolic Compounds and
Antioxidant Activities in Tea Pollen Extracts. Journal of Food and Drug Analysis,
19(4): 470-477.

Karabulut, H., Giilay, M.S. 2016. Serbest Radikaller. Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Saghik Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 4(1): 50-59.

Karadeniz, V. 2013. Tiirkiye’de kestane tarimi ve baslica sorunlari. The Journal of
International Social Research, 6 (27): 289-291.

Karahocagil, P., Tosun, I. 2004. Kestane. Tarimsal Ekonomi Arastirma Enstitiisii, T
1-4.

98



Karkar, B., Sahin, S., Giines, MLE. 2018. Antioxidative Effect of Turkish Chestnut
Bee Pollen on Dna Oxidation System and Its Phenolic Compounds. The Journal of
Food, 43 (1): 34-42.

Kolag, T., Giirbiiz, P., Yetis, G. 2017. Dogal iiriinlerin fenolik igerigi ve antioksidan
ozellikleri. 7.U. Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Dergisi, 5 (1): 1-17.

Kolayli, S., Can, Z., Yildiz, O., Sahin H., Alpay Karaoglu, S. 2016. A Comparative
Study of the Antihyaluronidase, Antiurease, Antioxidant, Antimicrobial and
Physicochemical Properties of Different Unifloral Degrees of Chestnut (Castanea sativa
Mill.) Honeys. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 31 (3): 96-104.
Louveaux, J., Maurizio, A., Vorwohl, G. 1978. Methods of melissopalynology. Bee
World, 59: 139-157.

Leja, M., Mareczek, A., Wyzgolik, G., Klepacz-Baniak, J., Czekonska, K. 2007.
Antioxidative properties of bee pollen in selected plant species. Food Chemistry, 100:
237-240.

Maruyama, H., Sakamoto, T., Araki, Y., Hara, H. 2010. RAesneatrcih-
ianrticflleammatory effect of bee pollen ethanol extract from Cistus sp. of Spanish on
carrageenan-induced rat hind paw edema. Complementary and Alternative Medicine,10
(30): 1-11.

Medeirosa, K.C.P., Figueiredo, C.A.V., Figueredo T.B., Freirea, K.R.L., Santosd,
F.A.R., Alcantara-Neves, N.M., Silvaa, T.M.S., Piuvezama, M.R. 2008. Anti-
allergic effect of bee pollen phenolic extract and myricetin in ovalbumin-sensitized
mice. Journal of Ethnopharmacology, 119: 41-46.

Mohdaly, A.A.A., Mahmoud, A.A., Roby, M.H.H., Smetanska, ., Ramadan, M.F.
2015. Phenolic Extract from Propolis and Bee Pollen: Composition, Antioxidant and
Antibacterial Activities. Journal of Food Biochemistry, 39: 538-547.

Morais, M., Moreira, L., Feas, X., Estevinho, L.M. 2011. Honeybee-collected pollen
from five Portuguese Natural Parks: Palynological origin, phenolic content, antioxidant
properties and antimicrobial activity. Food and Chemical Toxicology, 49: 1096-1101.
Naranjo, R., Sanchez, J., Paramas, A., Gonzalo, J. 2004. Liquid Chromatographic—
Mass Spectrometric Analysis of Anthocyanin Composition of Dark Blue Bee Pollen
from Echium Plantagineum. Journal of Chromatography, 1054: 205-210.

Nelson, N. 1944, A photometric adaptation of the Somogyi method for the
determination of glucose. J. Biol. Chem, 153: 375-380.

Oh, S.M., Chung, K.H. 2016. Antiestrogenic activities of Ginkgo biloba extracts.
Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 100: 167-176.

Ozcan, M. 2004. Inhibition of Aspergillus parasiticus NRRL 2999 by pollen and
propolis extracts. J. Med. Food, 7: 114-116.

Persano Oddo, L., Piro, R. 2004. Main European unifloral honeys: Descriptive sheets.
Apidologie, 35: 38-81.

Pinto, B., Caciagli, F., Riccio, E., Reali, D., Saric, A., Balog, T., Likic, S., Scarpato,
R. 2010. Antiestrogenic and antigenotoxic activity of bee pollen from Cystus incanus
and Salix alba as evaluated by the yeast estrogen screen and the micronucleus assay in
human lymphocytes. European Journal of Medicinal Chemistry, 45: 4122-4128

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C. 1999.
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay.
Free Radical Biology and Medicine, 26: 1231-1237.

99



Pascoal, A., Rodrigues, S., Teixeira, A., Feas, X., Estevinho, L.M. 2014. Biological
Activities of Commercial Bee Pollens: Antimicrobial, Antimutagenic, Antioxidant and
Anti-inflammatory”. Food and Chemical Toxicology, 63: 233-239.

Roman, D.A., Zurek, G., BiBmann, C., Almaraz-Abarca, N., Quirantes, R.,
Segura-Carretero, A., Fernandez-Gutiérrez, A. 2007. Identification of phenolic
compounds from pollen extracts using capillary electrophoresis—electrospray time-of-
flight mass spectrometry. Anal Bioanal Chem, 389: 1909-1917.

Sani, I.M., Igbal, S., Chan, K.W., Ismail, M. 2012. Effect of Acid and Base Catalyzed
Hydrolysis on the Yield of Phen/olics and Antioxidant Activity of Extracts from
Germinated Brown Rice (GBR). Molecules,17: 7584-7594.

Sarikaya, A.O., Ulusoy, E., Oztiirk, N., Tuncel, M., Kolayh, S. 2009. Antioxidant
Activity and Phenolic Acid Constituents of Chestnut (Castania sativa Mill.) Honey and
Propolis. Journal of Food Biochemistry, 33: 470-481.

Sastre, J., Pallardo, F.V., Vina, J. 2000. Mitochondrial Oxidative Stress Plays a Key
Role in Aging and Apoptosis. IUBMB Life, 49: 427-435.

Seppanen, C.M., Csallany, A.S. 2002. The effect of paprika carotenoids on in vivo
lipid peroksidation measured by urinary excretion of secondary oxidation products.
Nutrition Research, 22: 1055-1065.

Shahidi, F., Yeo, J. 2016. Insoluble-Bound Phenolics in Food. Molecules, 21: 1216-
1238.

Singleton, V.L., Orthofer, R., Lamuela-Raventos, R.M. 1999. Analysis of Total
Phenols and Other Oxidation Substrates and Antioxidants by Means of Folin-Ciocalteu
Reagent. Methods in Enzymology, 299: 152-178.

Somogyi, M. 1952. Notes on sugar determination. J. Biol. Chem, 195: 19-23.

Sousa, C., Moita, E., Valentio, P., Fernandes, F., Monteiro, P., Andrade, P. 2015.
Effects of Colored and Noncolored Phenolics of Echium Plantagineum L. Bee Pollen in
Caco-2 Cells under Oxidative Stress Induced by tert-butyl Hydroperoxide. Journal of
Agricultural and Food Chemisrty, 63: 2083—2091.

Su, D., Zhang, R., Hou, F., Zhang, M., Guo, J., Huang, F., Deng, Y., Wei, Z. 2014.
Comparison of the free and bound phenolic profiles and cellular antioxidant activities of
litchi pulp extracts from different solvents. Complementary and Alternative Medicine,
14 (9): 6282-6292.

Sahin, S., Isik, E., Aybastier, O., Demir, C. 2012. Orthogonal signal correction-based
prediction of total antioxidant activity using partial least squares regression from
chromatograms. Journal of Chemometrics, 26: 390-399.

Sahin, S., Demir, C. 2013. Antioksidan kapasite tayin yontemi. Tirkiye, Retrieved
from http://online.turkpatent.gov.tr/EPATENT/servlet/PreSearchRequestManager-
(Erisim tarihi: 20.05.2018).

Sahin, S., Oran, S., Sahintiirk, P., Demir, C., Oztiirk, S. 2015. Ramalina Lichens and
Their Major Metabolites As Possible Natural Antioxidant And Antimicrobial Agents.
Journal of Food Biochemistry, 39: 471-477.

Ulusoy, E., Kolayh, S. 2014. Phenolic Composition and Antioxidant Properties of
Anzer Bee pollen. Journal of Food Biochemistry, 38: 73-82.

Yildiz, O., Can, Z., Saral, O., Yulug, E., Oztiirk F., Aliyazicioglu, R., Canpolat, S.,
Kolayh, S. 2013. Hepatoprotective Potential of Chestnut Bee Pollen on Carbon
Tetrachloride-Induced Hepatic Damages in Rats. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, Article ID 461478, 9 sayfa.

100


http://online.turkpatent.gov.tr/EPATENT/servlet/PreSearchRequestManager-(Erişim
http://online.turkpatent.gov.tr/EPATENT/servlet/PreSearchRequestManager-(Erişim

Yildiz, O., Karahalil, F., Can, Z., Sahin, H., Kolayli, S. 2014. Total Monoamine
Oxidase (MAO) Inhibition by Chestnut Honey, Pollen and Propolis. Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry, 29(5): 690-694.

Yiiksel, C. 2018. Farkli oksidatif stres ortamlarinda mikroalglerde bulunan
karotenoidlerin analizi. Yiiksek Lisans Tezi, UU Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Anabilim Dali, Bursa.

Zhou, J., Qi, Y., Ritho, J., Zhang, Y., Zheng, X., Wu, L., Li, Y., Sun, L. 2015.
Flavonoid Glycosides as Floral Origin Markers to Discriminate of Unifloral Bee Pollen
by LC-MS/MS. Food Control, 57: 54-61.

101



OZGECMIS

Adi1 Soyadi
Dogum Yeri ve Tarihi

Yabanci Dili

Egitim Durumu (Kurum ve Y1l)
Lise

Lisans

Calistign Kurum/Kurumlar ve Yil
Tletisim (e-posta)

Yayinlari

:Biisra KARKAR
:OSMANGAZI — 27/09/1992

:Ingilizce

:Hasan Coskun Lisesi, 2010

:Uludag Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
:Kimya Boliimii, 2015

:busraakarkar@gmail.com

Karkar, B., Sahin, S., Giines, M.E. 2018.
Antioxidative Effect of Turkish Chestnut Bee
Pollen on Dna Oxidation System and Its Phenolic
Compounds. The Journal of Food, 43 (1): 34-42.

102


mailto:busraakarkar@gmail.com

