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BINGOL BOLGESINDE URETILEN ARI POLENLERININ
KOENZIM Q10 iICERIGININ YENI NESIL METAKRILAT BAZLI
MONOLITIK NANOKOLON KULLANILARAK NANO-LC
SISTEMINDE ANALIZi VE KAHVALTILIK GEVREK
URETIMINDE KULLANILMASI

OZET

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Bingdl ilinin on bes farkli bolgesinden temin edilen taze ari
polenlerinin koenzim Q10 igerikleri nano-LC cihazi kullanilarak belirlenmistir. Koenzim
Q10 miktarlarinin saptanmasi i¢in, yeni nesil metakrilat bazli monolitik nano kolon
gelistirilmistir. Nano kolon denemelerinde, monomer olarak lauril metakrilat, ¢apraz
baglayici olarak etilen dimetakrilat, termal baslatici olarak da 2,2'-Azobisizobutironitril
kullanilarak in-situ polimerizasyon yontemi ile monolitik nano kolon elde edilmistir.
Gergeklestirilen tekrarlanabilirlik denemeleri ve olumlu sonuglanan taramali elektron
mikroskobu goriintiileri neticesinde laboratuvar ortaminda lauril metakrilat bazli monolitik
nano kolon iiretilmistir. Bing61’iin on bes farkli bolgesinden toplanan taze ar1 polenlerinin
koenzim Q10 igerigi, optimize edilen lauril metakrilat bazli nano kolon kullanilarak
saptanmistir. Solhan Hazarsah Yaylasi’ndan toplanan taze ar1 polenleri en yiiksek koenzim
Q10 igerigine sahip iken (224,7+3,1 mg/kg), Adakli Karbasan bdlgesine ait taze ari
polenleri ikinci (201,5+4,4 mg/kg) ve Karliova Catak bolgesine ait taze ar1 polenleri
t¢iincti (194,7+2,8 mg/kg) en yiiksek koenzim Q10 igerigine sahiptir.

Palinolojik analizleri yapilan on bes farkli taze ar1 poleninde, yirmi iki bitki ailesinden elli
dort farkl taksona ait polen ¢esidi gozlemlenmistir. Alt1 bélgenin monofloral, alt1 bolgenin
bifloral ve ii¢ bolgenin ise multifloral bitki desenine sahip oldugu saptanmigtir. Hypericum,
Hedysarum, Astragalus, Verbascum, Trifolium ve Cirsium tiirlerinin baskin tiirler oldugu
goriilmiistiir. Renk analizinde ise Merkez Kuruca, Solhan Ovasi ve Yayladere Kirkdy ar
polenlerinde diisiik L* degeri dl¢iilmiistiir (sirasiyla 49,95+ 0,38; 48,01+0,24; 41,41+0,01).
Yayladere Kirkdy ar1 polenlerinde en yiliksek a* degeri, Yayladere Batiayaz ari
polenlerinde ise en yiiksek b" degeri 6lgiilmiistiir. Son olarak, en yiiksek koenzim Q10
icerigine sahip Solhan Hazarsah Yaylasi taze ar1 poleni kullanilarak ar1 polenli kahvaltilik
gevrek tretilmistir. Kahvaltilik gevreklerin duyusal analizleri sonucunda kontrol ve ar1
polenli gevreklerin genel begeni ve kabul edilebilirlik diizeyleri arasinda fark
gozlemlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Ar1 poleni, koenzim Q10, minyatiirize LC, nano-LC, metakrilat bazli
nano kolon, ar1 polenli kahvaltilik gevrek.
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ANALYSIS OF THE COENZYME Q10 CONTENT OF BEE POLLEN
PRODUCED IN BINGOL REGION USING NEW GENERATION
METHACRYLATE BASED MONOLITHIC NANOCOLUMN IN

NANO-LC SYSTEM AND USING IN BREAKFAST CEREALS
PRODUCTION

ABSTRACT

Within the scope of this thesis study, coenzyme Q10 contents of fresh bee pollen supplied
from fifteen different regions of Bingdl province were determined by using nano-LC
instrument. A new generation methacrylate-based monolithic nano column has been
developed for the determination of coenzyme Q10. In nano column trials, monolithic nano
columns were obtained by in-situ polymerization method using lauryl methacrylate as
monomer, ethylene dimethacrylate as cross-linker, and 2,2'-Azobisisobutyronitrile as
thermal initiator. As a result of the repeatability trials and scanning electron microscope
images, lauryl methacrylate-based monolithic nano column was produced in the laboratory
conditions. Coenzyme Q10 content of fresh bee pollen collected from fifteen different
regions of Bing6l was specified with an optimized lauryl methacrylate-based nano column.
While Solhan Hazarsah Plateau region has the highest coenzyme Q10 content (224.7+3.1
mg/kg), Adakli Karbasan region was found to be the second (201.5+4.4 mg/kg) and
Karliova Catak region was the third highest (194.7+2.8 mg/kg).

In the fifteen different fresh bee pollen analyzed palynological, pollen types belonging to
fifty-four different taxa from twenty-two plant families were observed. It was detected that
six regions had monofloral, six regions had bifloral and three regions had multifloral plant
patterns. Hypericum, Hedysarum, Astragalus, Verbascum, Trifolium and Cirsium species
were found to be the dominant species. In color analysis, low L* value was measured in
bee pollen from Merkez Kuruca, Solhan Plain and Yayladere Kirkdy (49.95+ 0.38;
48.01+0.24; 41.41+0.01, respectively). The highest a* value was measured in Yayladere
Kirkdy bee pollen, and the highest b* value in Yayladere Batiayaz bee pollen. Finally bee
pollen added breakfast cereal was produced using Solhan Hazarsah Plateau fresh bee
pollen, that has the highest coenzyme Q10 content. As a result of the sensory analysis of
breakfast cereals, no difference was observed between the general appreciation and
acceptability levels of control and bee pollen cereals.

Keywords: Bee pollen, coenzyme Q10, miniaturized LC, nano-LC, methacrylate- based
nano column, bee pollen added breakfast cereal.



1. GIRiS

Gida, biyolojik siireglerde aktif olan bilesenlerin teminini sagladigi i¢in insan sagligini ve
refahin1 korumada 6nemli bir konudur. Bu tanim dikkate alindiginda ileri gida analizleri,
gidalarin ~ bilinmeyen biyoaktif bilesenlerinin  belirlenmesinde, maruz kalinan
kontaminasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda ve simnirli bilesenlerin molekiiler diizeydeki
rollerinin belirlenmesinde 6nemlidir. Gida ve saglik arasindaki baglantilara yonelik artan
egilim, gida bilimindeki yeni gelismeleri ve farkli teknikleri kesfetme firsatlari sunmanin
yani sira bazi zorluklart da beraberinde getirmektedir. Son birka¢ on yilda, gelismis
analizler arasinda yeni bir trend olan minyatiirlestirilmis sivi kromatografi teknikleri,
Ozellikle hassas analiz gerektiren sinirli bilesenlerin tespitinde mevcut yontemlerin
iyilestirilmesi ve zorluklarin iistesinden gelinmesi i¢in kullanilan temel dayanak olmustur.
Kromatografi tekniginin kronolojik gelisimi 1848 yilina dayanmaktadir. 1848’de Wal ve
Thompson katilarda iyon degisiminin miimkiin oldugunu gosterdiler. Alman kimyager
Runge, 1850 ile 1900 yillar1 arasinda farkli renkli boyalar1 ayirmak i¢in filtre kagidi ve
solventten yararlandi. Bu teknik giiniimiizde hala gecerli olan kagit kromatografisidir. Ote
yandan ilk kez kolon destekli ayirmanin miimkiin oldugu fark edildi ve Reed, 1892’de
demir-(I11)-kloriiri  bakir siilfattan ayirmak igin kaloin igeren kolonlar kullandi.
Kromatografi ilk kez, 1906 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan bitki
pigmentlerinin (klorofil) ayrilmasi igin kullanildi. O zamandan giiniimiize kadar
biyokimyasal molekiillerin tanimlanmasi ve Olgiilmesi i¢in giliclii bir teknik olarak
kullanilmaktadir (Eser, 2018; Tswett, 1906). Daha sonra, 25 yillik bir durgunlugun
ardindan, organik kimyacilarin dogal iriinlerle daha fazla ilgilenmeye baglamasiyla
kromatografi yeniden kesfedildi. Holmes ve Adams organik iyon de§isim reginelerini
sentezlediler ve bunu, 1935 yilinda Reichstein’in eliisyon kromatografisi iizerine
aragtirmasi izledi (Fahey ve Terry, 1979). Huber ve Hulsman, 1967 yilinda kolon
teknolojisindeki ilerlemeler, yiiksek basin¢li pompa sistemleri ve hassas dedektorlerin

kullanimiyla yiiksek basingli sivi kromatografisinin temellerini att1 (Ettre, 1971).

Tiim diinyada tiiketimi hizla ivme kazanan mucizevi bir ar1 lirlinii olan ar1 polenti, icerdigi

zengin biyoaktif bilesenler sayesinde adindan siklikla s6z ettirmektedir. Ar1 poleni, igerdigi



temel biyoaktif bilesenlerden dolay1r birgok hastalifa karsi koruyucu etkisi nedeniyle
geleneksel tipta siklikla tercih edilmektedir (Bakkaloglu, 2021; Kocot vd., 2018; Onbash
vd., 2019). An poleni farkli organik asitleri, makro ve mikro elementleri, fenolik
bilesikleri, mineralleri, vitaminleri, enzimleri ve diger baz1 metalleri igermektedir (Kocot
vd., 2018). Art poleninin bilinen igerigi disinda yapisinda bulunan bazi hassas
biyokimyasal bilesenler nano-LC gibi minyatiirize cihazlarla tespit edilebilir. Bu
bilesenlerden biri koenzim Q10°dur. Koenzim Q10 biyolojik dokularda biyokimyasal
olarak kritik rol oynayan (hiicrede enerji liretimi sirasindaki enzimatik reaksiyonlarda ve
mitokondriyal elektron tagima zincirinde bir islev gérmesi vb) redoks aktif bir molekiildiir
(Kubo vd., 2008; Overvad vd., 1999; Turunen vd., 2004). Viicutta endojen olarak
sentezlenebildigi gibi, eksojen kaynakli olarak giinliik besinlerden de temin edilmektedir
(Kubo vd., 2008; Roman-Pizarro vd., 2017). Yas ilerledik¢e miktar1 azalan koenzim
Q10’un disaridan alimini kolaylastirmak igin her yastan insanin giinliik beslenmesinde

tercih ettigi kahvaltilik gevreklere ar1 poleni eklenebilir.

Daha o6nce yapilan bir ¢alismada ar1 polenindeki koenzim Q10 miktar1 belirlenmis ve
geleneksel yontem olan HPLC sistemi kullanilmistir (Xue vd., 2012). Bu tez ¢alismasinda,
Bingdl bolgesinden toplanan taze ar1 poleni 6rneklerinin koenzim Q10 igerigi, daha hassas
ve minyatiirlestirilmis bir teknoloji olarak kabul gdéren nano-LC cihazi ile yeni nesil
metakrilat bazli nano kolon kullamilarak belirlenmesi amaglanmistir. Ilgili literatiir
incelendiginde c¢aligmanin bu yoniiyle ilk oldugu goriilmektedir. Ayrica koenzim Q10
icerigi en yiiksek bolgeye ait taze ar1 poleni ilavesi ile kahvaltilik gevrek iiretilerek

yenilik¢i, fonksiyonel ve tiiketimi pratik bir iiriin elde edilmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Ar1 Poleni

Polen, c¢icekli bitkilerde, c¢igeklerin erkek iireme organlarinin (stamen) veya
gametofitlerinin tist kismindaki anterlerin i¢indeki keselerde bulunan burusuk, dikenli,
yaglt ve yapiskan bir yapidir (Krell, 1996; TSE, 2006). Aslinda polenin kendisi erkek
gameti degildir. Ancak her polen tanesinde bitkisel (iiremeyen) hiicreler (birgok ¢igekli
bitkide tek hiicre, diger tohumlu bitkilerde ise birka¢ hiicre) ve iki ¢ekirdek igeren bir
iiretken (iireme) hiicre bulunur: Bu hiicre grubu, seliiloz a¢isindan zengin bir hiicre duvari
olan intin ve biiylik ol¢lide sporopoleninden olusan direngli bir dig duvar olan ekzin ile

cevrilidir (Bogdanov, 2014). Sekil 2.1’de polen tanesinin yapist gosterilmektedir.

GRAIN OF POLLEN

pore

nucleoli thickening of

cellulose

intine
exine

Polen tanesi: Cigekli bitkilerde stamende yer alan anter tarafindan tiretilen mikroskobik birim; thickening of cellulose:
lifli kalinlagma; exine: ekzin; intine: intin; nucleoli: hiicre ¢ekirdegi; pore: por.

Sekil 2.1. Polen tanesinin yapisi (https://infovisual.info/en/biology-vegetal/pollen)

Ar1 poleni, isci bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan ¢igeklerin stamenlerinde iiretilen bitki
poleni tanelerinin (erkek tireme birimi) toplanmasiyla elde edilen dogal bir ar1 tiriiniidiir
(Krell, 1996). Temel olarak, polen toplamak i¢in farkli ¢igek tiirlerini ziyaretleri sirasinda,
pozitif yiiklii ar1 govdeleri ile negatif yiiklii ¢icekler arasinda olusan zayif elektrostatik alan
sayesinde ¢ok sayida polen tanesi bal arisinin viicuduna yapisir (Clarke vd., 2017). Bal
aris1, ¢igekteki ve viicudundaki polenleri toplayarak, nektar ve tiikiiriik bezlerinden

salgilanan enzimlerle (amilaz, katalaz gibi) zenginlestirilerek 1,4—4 mm boyutunda peletler



olusturur. Paketlenecek polen yiikiiniin %10’a kadar nektar igermesi gerekir (M. G. R.
Campos vd., 2008; Saavedra C vd., 2013). Bal aris1 daha sonra pelet haline getirdigi poleni
arka bacagindaki polen sepetinde (corbicula) depolar ve ar1 kovanina tasir (Di Pasquale
vd., 2013). Bir bal aris1 kolonisi giinde ortalama 200 farkli ¢igegi ziyaret eder ve giinde 50-
250 g veya yilda 15-40 kg polen toplayabilir (Komosinska-Vassev vd., 2015). Kovana
taginan polenler, kovan girisine yerlestirilen polen tuzaklar1 yardimiyla bal arisinin arka
bacagindan diiserek polen tepsisinde toplanir (Sekil 2.2). Bal arisinin beslenmesi i¢in
kovanda depolanan polenler, yerlestirildikleri petek gozlerinde bal eklenerek muhafaza

edilir (Bakkaloglu, 2021). Kolonilerin yillik polen iiretimi koloni biiyiikligiine ve gevre

kosullarina (iklim, bitki ortiisii vb.) gore farklilik gostermektedir (Dreller ve Tarpy, 2000;
Thakur ve Nanda, 2020).

Sekil 2.2. Ar poleninin toplanmasi (https://research.gatech.edu/mechanics-pellet-carrying-honey-bees;
https://www.sarasotahoney.com/single-post/january-newsletter-why-you-should-not-eat-local-raw-pollen-
honey-vegan-or-not-got-mask-rash;https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468584421000374)

Ar1 poleni, bal arilarinin larva donemi ve genglik doneminden sonra doku, kas, bez ve diger
organlarinin gelisimi i¢in gerekli olan protein, lipid, sterol, vitamin ve mineralleri saglayan
en 6nemli besin maddesidir (Calderone ve Johnson, 2002; Dobson ve Peng, 1997; Pernal

ve Currie, 2001). Polenin besin degeri ham protein i¢erigine gore degerlendirilir ve genel



olarak arilarin ve bdceklerin iiremesi, biiyiimesi, bagigiklik yetenegi ve uzun omiirliligii
icin protein diizeyinin ¢ok dnemli oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Vanderplanck
vd., 2014).

Arilarin tozlagma egilimlerini inceleyen temel calismalar 1980’lerde Isvigre Ar1 Arastirma
Merkezi’'nde Wille ve meslektaslari tarafindan yliriitiilmiis, farkli arastirmalar sonucunda
polen Orneklerinin her birinin genellikle birden fazla bitki tiirlinden olustugunu ortaya
koymustur (Bogdanov, 2014). Bu tiirlerden bazilar1 olan beyaz ve kirmizi yonca (Trifolium
repens ve pratense), kolza (Brassica napus), misir (Zea mays), karahindiba (Taraxacum
officinale), aygicegi (Helianthus sp.) ve hardal (Sinapis arvensis) Isvicre’nin farkli
yerlerinde tespit edilmistir. Cigdem (Crocus sp.), sazliklar (Carex sp.), Rhinanthus sp. ve
Euphrasia sp. tiirleri, Tiirkiye’deki lokasyonlardan sadece birinde goriilmiistiir. Ancak bazi
polen tiirlerinde, farkli agac tiirlerinin ¢ok net bir sekilde hakim oldugu tek tip bir desen
gozlemlenmistir (Bogdanov, 2014). Akgaagag (Acer sp.), mese (Quercus sp.), disbudak
(Fraxinus sp.), sogiit (Salix sp.), Prunus sp. ve Pyrus sp., kavak (Populus sp.) ve karaagag
(Ulmus sp.) bunlardan bazilaridir. Ayrica irlanda ve Ingiltere’deki ali¢ (Crataegus
monogyna) ve miirver (Sambucus sp.) gibi bazi ¢ali tiirlerinin 6nemli polen kaynaklari
oldugu rapor edilmistir (Keller vd., 2005a, 2005b). Sekil 2.3’de baz1 bitki polen tiirlerinin

SEM goriintiileri gosterilmektedir (Almeida vd., 2017).

Sekil 2.3. Bazi ar1 poleni tiirlerinin SEM goriintiileri (A) Arecaceae Tip I; (B) Asteraceae baccaris; C)
Asteraceae eupatorium; (D) Brassicaceae (Almeida vd., 2017)



Polenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik O6zelliklerinin ¢ogunlukla toplandigi bitkiye,
toplandig1 bolgenin cografi konumuna, iklim 6zelliklerine, toplanma ve paketleme sekline
gore degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Belirli bir botanik kokene sahip tek ¢igekli
polenlerin fiziko-kimyasal, fonksiyonel ve duyusal 6zellikleri genellikle sabitken, ¢ok
cigekli polen yiiklerinin 6zellikleri farklilik gosterir (Barth vd., 2010; Thakur ve Nanda,
2020). Bal arisinin gigekleri ziyareti sirasindaki polen mevcudiyetine gore degisiklik
gostermekle beraber, ar1 poleni topaklarinin ortalama agirligi yaklasik 7,5-8 mg’dir
(Komosinska-Vassev vd., 2015). Taze polenler silindirik, liggen, yuvarlak veya can
seklindeyken, ¢ap1 0,01-0,05 mm olan kurutulmus polen topaklar1 genellikle kiiresel veya
ig seklindedir. Polenlerin rengi, botanik koken farkliligindan dolayr farkh
konsantrasyonlardaki karotenoidler ve antosiyaninler gibi bitki pigmentlerine bagl olarak
degisiklik gosterebilmektedir (Percie Du Sert, 2009; Sattler vd., 2015). Polen kalitesi
kabaca rengine gore degerlendirilebilir. Renk degerleri ile Ca, Mg ve Fe igerikleri
arasindaki iliskiyi gosteren enstriimantal renk analizi sonuglari, rengin ar1 poleninin
kimyasal bilesiminden de etkilendigini ortaya ¢ikarmistir (Yang vd., 2013). Art poleni
beyaz, sari, Siyah, kirmizi, mor, yesil, turuncu, kahverengi, sarimsi-kahverengin tonlarini
icerir (Sekil 2.4). Ayrica isleme kosullart da basta L* ve b* olmak iizere renk degerlerini

etkiler.

Polen topaklarinin dehidrasyondan (kurutma) sonra &giitiilmesi, sar1 rengin baskin
olmasina ve daha yiiksek pozitif b* degerine neden olur. Bu sonucun kurutma sirasinda
polifenoller gibi baz1 bilesiklerin oksidasyon reaksiyonlarindan kaynaklandig:
belirtilmektedir (Barth vd., 2010; Da Silva vd., 2009).

Sekil 2.4. Bing6l Yayladere (Kirkdy) bolgesine ait ar1 poleni



2.1.1. An Poleninin Tarihsel Ge¢misi

Bal, ar1 poleni, propolis, ar1 siitii, ar1 zehiri ve perga gibi ar1 {iriinlerinin tedavi amaclh
kullanimina ‘apiterapi’ adi verilmektedir (Al Naggar vd., 2021). Geleneksel tipta, ar1
riinleri antik ¢aglardan beri kullanilmakla beraber bu konuda yapilan arastirmalar,
apiterapi merkezlerinin kurulmasi, apiterapotik yontemlerin kullanilmasi sonucunda tiim
diinyada hizli bir gelisme gostererek, giinlimiizde de 6nemini korumaktadir (Doko vd.,
2021; Weis vd., 2022).

Ar1 poleninin insanlar tarafindan kayitli kullanim1 uzun bir gegmise dayanmaktadir. Antik
toplumlarda (Yunanistan, Cin ve Misir vb) bal, polen, propolis ve ar1 siitii gibi ar1 tiriinleri,
sifali ve sagliga faydali 6zellikleri nedeniyle tipta yaygin olarak kullaniliyordu. Ari poleni,
eski ¢aglardan beri fonksiyonel bir gida olarak tiiketilmekte ve eski Misirlilar tarafindan
"hayat veren toz" olarak nitelendirilmektedir (Abdelnour vd., 2019). Kayitlara gére Cin ve
Misir’da ar1 polenine dayali bir beslenme diizeni kurulmustur. incil’de (Yaratilis 1:29) ise
besleyici ve tibbi degerlerinden dolay1 ar1 poleni Oviilmiistiir (Miinstedt ve Bogdanov,
2009). Yunanistan ve Roma’da bulunan eski tip metinlerinde, Bati Tibbi’nin 6nde
gelenlerinden Aristoteles, Hipokrat, Pisagor veya Yasli Pliny’nin saglikli bir beslenme i¢in
giinliik diyete ar1 polenini dahil etme fikrine sahip oldugundan bahsedilmektedir (M. G. R.
Campos vd., 2010). Ayrica ar1 poleni toplama mekanizmasi ile ilgili ilk ¢aligmalar 1873
yilinda Meehan tarafindan gergeklestirilmistir. Modern ¢agda ar1 poleninin elde edilmesi
Ikinci Diinya Savasi sonrasinda polen tuzaklarinin kullanilmaya baslanmasiyla

yayginlasmigtir (Bogdanov, 2014).

2.1.2. Ar1 Poleninin Kimyasal Bilesimi

Ar poleninin bitki kaynaklarinin besinsel parametreleri, kimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerini giiglii bir sekilde etkiledigi bilinmektedir (Thakur ve Nanda, 2018). Ar
poleninin kimyasal bilesenleri toplandigi bolgeye gore degistiginden, besin degerleri
konusunda kesin bir standart bulunmamakla birlikte ar1 poleni yaklasik olarak %4-15
oraninda su, %7,5-40 oraninda protein, %15-82 oraninda karbonhidrat, %1,3-7 oraninda
lipit, %1-3,5 oraninda vitamin ve mineraller, %2-6 kiil igerigine sahiptir (Almeida-
Muradian vd., 2005; M. G. R. Campos vd., 2008; Kosti¢ vd., 2015; Stanciu vd., 2011). An

poleninde bulunan ana sekerler fruktoz, glukoz ve sukrozdur. Ayrica seker igeriginin



yaklagik %1’ini arabinoz, izomaltoz, melibiyoz, hibridoz, riboz, trehaloz, turanoz ve erlos
olusturur (Liolios vd., 2018). Ar poleni farkli organik asitler (oksalik, malik, tartarik,
sitrik, asetik, stliksinik, laktik ve glukonik), makro elementler (sodyum, kalsiyum,
potasyum ve magnezyum), mikro elementler (demir, ¢inko, bakir, manganez ve
magnezyum), vitaminler (provitamin A (karetonoidler), E vitamini (tokoferol), niasin,
biyotin, tiamin, folik asit, enzimler ve ko-enzimler) ve bazi metalleri (krom, stronsiyum,
aliminyum, nikel, kalay ve vanadyum) igerir. Ar1 poleni ayrica naringenin, rhamnetin-3-
O-neohesperidoside,  isorhamnetin,  quercetin-3-O-neohesperidoside,  kaempferol,
quercetin-3-O-rutinoside, isorhamnetin-3-O-rutinoside, siringik asit, protokatekuik asit,
apigenin, vanilik asit, rutin, gallik asit, hesperidin, kersetin, p-kumarik asit ve luteolin gibi
fenolik bilesikler agisindan da zengindir (Almeida-Muradian vd., 2005; Kocot vd., 2018;
Roldan vd., 2011; Rzepecka-Stojko vd., 2015).

Icerigindeki yag asitleri de botanik kaynagina ve aricilik sezonundaki mevsimsel
degisikliklere gore farklilik gostermektedir. Lipit i¢eriginin yaklagik %3 iin{i serbest yag
asitleri olusturur. Bunlarin yaklasik yaris1 doymamus yag asitlerden olup, linoleik (omega-
6), linolenik (omega-3), palmitik, arkaik ve oleik asit oranlar1 daha yiiksektir. Ek olarak ar1
poleni, fosfolipidler ve fitosteroller (6zellikle B-sitosterol, P-sitosterol ve terpenler) gibi
esansiyel yag asitlerini de igerir (Denisow ve Denisow-Pietrzyk, 2016; Komosinska-
Vassev vd., 2015). Bing6l bolgesine ait 20 farkli ar1 poleni 6rnegi kullanilarak yapilan bir
calismada palmitik asit, stearik asit, oleik asit ve y — linolenik asit, palmitoleik asit, linoleik
asit, a — linolenik asit saptanmistir (Karagézoglu vd., 2012). Kurutulmus ar1 poleninin
genel bilesimi ve gerekli giinliik alim (RDI) degerleri Tablo 2.1°de gosterilmektedir (M.
G. R. Campos vd., 2008).



Tablo 2.1. Ar1 poleninin bilesimi (M. G. R. Campos et al., 2008; Bogdanov, 2014)

Ana Bilesenler 9/100 g 15 g Ar1 Poleni icin
% RDI

Karbonhidratlar

(fruktoz, siikroz, glikoz, lifler) 13-55 1-4,6
Ham Lifler 0,3-20 0,3-18
Protein 10-40 5,4-22
Lipit 1-13 0,1-4
Vitaminler mg/kg

Askorbik asit (vitamin C) 70-560 2-15
B-karoten (provitamin A) 10-200 30-600
Tokoferol (vitamin E) 40-320 8-66
Niasin (B3) 40-110 7-20
Piridoksin (B6) 2-7 4-13
Tiamin (B1) 6-13 15-32
Riboflavin (B2) 6-20 12-42
Pantotenik asit (B5) 5-20 2-9
Folik asit 3-10 20-67
Biotin (H) 0,5-0,7 30-42
Mineraller mg/kg

Potasyum (K) 4000-20000 5-27
Fosfor (P) 800-6000 2-16
Kalsiyum (Ca) 200-3000 0,5-7
Magnezyum (Mg) 200-3000 2-23
Cinko (Zn) 30-250 10-79
Manganes (Mn) 20-110 15-85
Demir (Fe) 11-170 2-37

Bakir (Cu) 2-16 4-36
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Esansiyel olmayan amino asit grubuna dahil olan prolin, bal arilari ig¢in ugus enerjisi
kaynagi oldugundan, diinyada toplanan tiim polen gesitlerinde ¢ogunlukla baskin amino
asittir. Turkiye’de deli bal elde edilen kovanlardan toplanan Rhododendron ponticum
polenlerinde oldugu gibi, prolinin agirlikli olarak goriilmedigi baz1 bolgelerin polenlerinde
botanik 6zelliklerden kaynakli baskin amino asit asparagin olarak bildirilmistir (Ecem
Bayram, 2021). Ana amino asit iceriginde prolin, aspartik asit, fenilalanin ve glutamik asit,
treonin, serin bulunan birgok polen tiiriiniin 20 g¢esit amino asidin tamamini igerdigi tespit
edilmistir. Ar1 polenindeki esansiyel amino asitler histidin, l6sin, izoldsin, lizin,
fenilalanin, metiyonin, valin, treonin, triptofandir. Ar1 polenindeki esansiyel olmayan
amino asitler alanin, arginin, gama-aminobiitirik asit, 3-Amino izobiitirik asit, aminoadipik
asit, aspartik asit, asparajin, sistein, etanolamin, glutamin, glisin, glutamik asit, sarkozin,
homositrulin, sitriilin, prolin, serin, norldsin, ornitin, taurin, homosering-Aminobiitirik asit,
tirozindir (Bayram vd., 2021; Ecem Bayram, 2021; Gardana vd., 2018; Negrao ve Orsi,
2018; Sommano vd., 2020; Taha vd., 2019; Thakur ve Nanda, 2018) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Ar1 poleninin amino asit bilesimi (Goniil, 2016)

Amino asitler mg/g DM
Prolin 11,39-32,27
Aspartik asit 12,52-28,30
Glutamik asit 12,87-29,25
Treonin 5,01-12,49
Serin 6,34-13,26
Glisin 5,87-12,76
Valin 5,74-11,93
Metiyonin 1,45-4,52
Losin 8,43-23,10
Fenilalanin 5,03-11,46
Alanin 6,80-12,94
Histidin 3,15-6,16
Tirozin 2,63-5,87
Lizin 9,53-21,14
Arginin 4,68-11,26

[zol6sin 477-10,23
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Ar1 poleni igin bir diger 6nemli parametre ise su igerigidir. Taze ar1 poleni yaklasik 20-
30/100 g su igerir ve bu oran bakteri ve maya gibi bircok mikroorganizma i¢in ideal bir
kiiltiir ortami1 olusturmaktadir. Bozulmay1 onlemek ve maksimum kalitede ar1 poleni
saglamak i¢in giinliik olarak hasat edilmesi ve dondurucuda saklanmasi tavsiye edilir (M.
G. R. Campos vd., 2010). Bunun yani sira, ar1 poleni genel olarak kurutularak muhafaza
edilip tiiketilmektedir. Kurutulmus ar1 poleninin nem igerigi %6-8’dir ve bu oranin
degismesi durumunda ar1 poleninde bozulma ve besin degerinde kayiplar meydana
gelmektedir. Bu nedenle ar1 poleninin protein igerigine ve ugucu bilesenlerine zarar
vermemesi, enzimatik aktivitenin uygun diizeyde tutulmasi ve diger besin bilesenlerinin
muhafazasi i¢in uygun kurutma teknikleri tercih edilmelidir. Kurutulmus ve temizlenmis
art poleninin raf omrii, sicaklikla ters orantili olarak degismektedir. Ornegin oda
sicakliginda 1-2 ay, 5°C’de 1 yil, -15°C’de uzun siire besin degerinde 6nemli bir kayip
olmadan saklanabilir. Ancak bazi caligmalar normal kurutulmus ar1 poleninin oda
sicakliginda bir yil siireyle saklanmasinin ari poleninin serbest radikal yakalama
kapasitesini %50 oraninda azaltacagini bildirmistir (M. G. Campos vd., 2003). Ayrica
baska bir ¢alisma, ar1 poleninin hem 42°C’de hem de 32°C’de kurutulmasindan sonra
vitamin kaybimin meydana geldigini gostermektedir. Arastirmaya gore her iki kurutma
kosulunda da A, C ve E vitaminlerinin miktarlari ortalama %31 oraninda azaldi (M. G. R.
Campos vd., 2010; Oliveira, 2017). Ayrica raf omriinii uzatmak amaciyla ar1 poleninin
koyu renkli cam siselerde, karanlik ve serin yerlerde saklanmasi avantaj saglar. Gelisen
teknolojiler ve yeni yontemler, ar1 poleninin farkli yontemlerle muhafaza edilmesi igin
imkanlar sunar. Ar1 poleninin toz sekerle karistirilarak muhafaza edilmesi, dondurulmasi,
mikrodalgada kurutulmasi, vakum altinda dondurulmasi ve sicak hava ile kurutulmasi bu
yontemlerden bazilaridir (Aydin, 2016; Bakkaloglu, 2021; M. G. R. Campos vd., 2010;
Kanar, 2017.; Kutlu, 2015).

2.1.3. Ar1 Poleninin Tedavi Edici Ozellikleri

Fonksiyonel gida, mevcut bilesenlerden bir veya birkacini biinyesine katarak veya
iiretilebilecek benzer veya yeni biyomolekiiller arasinda sinerjistik aktivite gostererek
sagligin korunmasinda, gelistirilmesinde veya hastaliklarin 6nlenmesinde ek rol oynayan
gida olarak tamimlanabilir. Fonksiyonel gidalar, beslenme fonksiyonlarini ve

gereksinimlerini karsilamanin 6tesinde fizyolojik faydalara sahip oldugundan ve/veya
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kronik hastalik riskini en aza indirdiginden giinliik diyetin bir parcasi olarak

tilketilmektedir (Martirosyan ve Singh, 2015).

Ar1 poleni de besinsel ve biyomedikal 6zellikleri agisindan biiyiik potansiyele sahip
fonksiyonel bir gidadir. Ar1 polenine olan ilgi, amino asitler, ®-3 yag asitleri, B-kompleks
vitaminleri, polifenoller, fenolik asit tiirevleri, polifenolik bilesikler, cogunlukla flavonoid
glikozitlerin miikemmel kaynagi olmasi ve insan sagligi agisindan faydali ozellikleri
nedeniyle tiim diinyada hizla artmaktadir (Han vd., 2007; Khalifa vd., 2021; Thakur ve
Nanda, 2020).

Dogada biyoaktif 6zellige sahip bir¢ok bilesen bulunmaktadir. Bu bilesenlerin ¢ogu bitkiler
tarafindan ikincil metabolizma iiriinleri olarak sentezlenir. Bitkiler, farmakolojik etkileri
olan smirsiz aromatik ve alifatik maddeleri sentezleme yetenegine sahiptir ve bu
maddelerin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijenle ikame edilmis formlaridir.
Birgok durumda bu maddeler bitkilerin reaktif oksijen tiirlerine, molekiiler hasar
olusumuna karsi savunma mekanizmasindan sorumludur. Ayrica bu maddeler
mikroorganizmalarin, bdceklerin ve diger zararlilarin verecegi hasara karsi etkin rol

oynamaktadir (Vaya vd., 1997).

Bitkiler tarafindan sentezlenen diger biyoaktif maddelerden bazilar1 glikozitler, organik
asitler, tanenler, alkaloidler, ugucu yaglar, recineli bilesikler, vitaminler ve
antibiyotiklerdir (Ahiskalioglu,2007). Bitkilerde tedavi edici 6zellige sahip olan etken
maddeler bitkilerin ¢icek, yaprak, tohum, meyve, kok, govde ve kabuk gibi kisimlarinda
bulunmaktadir. Bitki tozlari olan polenler de, bu biyoaktif maddelerden 6nemli miktarda
icerir ve boylece bu maddelerin sagladig biyoaktif 6zellikler dikkate alinarak, ar1 poleni

degerli bir besin takviyesi olarak dnerilmektedir (Bogdanov, 2014).

Ar1 poleni, igeriginde bulunan ¢esitli birincil ve ikincil metabolitler sayesinde antioksidan
(Capparelli vd., 2023; Morais vd., 2011), antiinflamatuar (Maruyama vd., 2010; Zhang vd.,
2023), antikarsinojenik (Aylanc vd., 2023), antibakteriyel (Velasquez vd., 2017),
hepatoprotektif (Yildiz vd., 2013) ve anti-aterosklerotik gibi ¢esitli biyoaktivite 6zellikleri
sergilemektedir (Rzepecka-Stojko vd., 2017).
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Art poleninin antioksidatif etkileri antioksidan enzimlerin, karotenoidlerin, fenolik
maddelerin, E ve C vitamini ve glutatyon gibi ikincil bitki metabolitlerinin aktivitesi ile
iligkilidir (Carpes vd., 2007). Yapilan bir ¢calismada, taze ve kurutulmus ar1 polenlerinin
antioksidan vitamin (A, C, E) diizeylerini belirlemek amaciyla Bing6l’iin bes farkli
noktasma ait (Gokdere Koyii, Adakli Merkez, Adakli Sirnan Kd&yii, Karliova Merkez,
Karliova Kanires) ar1 polenleri kullanilmis, ar1 poleni Orneklerinin antioksidan
vitaminlerini ihtiva ettigi, kurutulan ar1 polenlerinde ise bu miktarin daha diisiik oldugu
bildirilmistir (Alayunt vd., 2012). Naringenin, rhamnetin-3-O neohesperidosid,
isorhamnetin-3-O-rutinosid,  isorhamnetin,  kaempferol,  quercetin-3-O-rutinoside,
quercetin, quercetin-3-O-neohesperidoside, vanilik asit, protokatejik asit, kumarinik asit,
gallik asit, apigenin, hesperidin, rutin ve luteolin ar1 polenine antioksidan aktivite
kazandiran kritik ana fenolik bilesiklerdir (Han vd., 2007; Serra Bonvehi vd., 2001).

Ar poleni ayrica kanser ve diger gesitli hastaliklarin olusumunda rol oynayan oksidan
yapilarina karsi etkilidir. Antioksidan enzimlerin aktivitelerini uyarip, hiicre i¢i oksidatif
stresi azaltarak, nitrik oksit ve peroksit radikallerini dogrudan temizler (Eraslan vd., 2009;
Nakajima vd., 2009; Wan Omar vd., 2016). Ar1 poleninin igerdigi fenolik asitler ve
flavonoidlerin kanser tedavisinin olumsuz etkilerini azaltmada rol oynadig: belirlenmistir.
Ar1 poleninin antikanser etkisi apoptozu uyarma, ¢oklu hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasini
engelleme ve timor biiylimesini azaltma mekanizmalarina dayanmaktadir (Al-Yousef vd.,

2020; Saisavoey vd., 2021; Wan Omar vd., 2016).

Cin tibbinda radyasyon kalkani, kan olusumu ve kanser inhibitorii olarak, seker ve alkol
istegini azaltmak i¢in kullanilmaktadir (M. G. Campos vd., 2003). Sisplatin ile
intraperitoneal tedavinin karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda biiyiik bozulmaya neden
oldugu bilinmektedir. Bu zararli etki, bir lipit peroksidasyon belirteci olan MDA
(Malondialdehit) ve INOS’un (Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz) konsantrasyonundaki
Oonemli bir artigin yani sira segilen antioksidan enzimlerin aktivitelerinin 6nemli Olcilide
tiikenmesi ile agiklanmistir. Uygun dozlarda alinan ar1 poleninin bu zarar1 6nemli 6l¢iide
azalttig1 rapor edilmistir (Huang vd., 2017). Baska bir ¢alisma ise, Lotus (Nelumbo
nucifera) ar1 poleninin apoptozu indiikleyebildigini ve insan prostat kanseri hiicreleri olan
PC-3’iin ¢ogalmasini engelleyebildigini bildirmistir (Tuoheti vd., 2020). Arn poleni

flavonoidler (pinokembrin, quercetin, apigenin, kaempferol vb) ve fenolik asitler (p-
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kumarik asit, ferulik asit vb) ve glukoz oksidaz gibi enzim varlig1 sayesinde antibakteriyel
ve antifungal etki gosterir (Kacaniova vd., 2012; Kacaniova vd., 2013; Pascoal vd., 2014).
Tiirkiye ar1 polenlerinin 13 farkli bakteri tiiriine (Agrobacterium tumefaciens, A. vitis,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, E. carotovora pv. carotovora, Erwinia
amylovora, Pseudomonas corrugata, P. syringae pv. Phaseolicola, P. savastanoi pv.
savastanoi, Ralstonia solanacearum, P. syringae pv. tomato, P. syringae pv. Syringae,
Xanthomonas campestris pv. campestris ve X. axonopodis pv. vesicatoria) kars: etkisinin
incelendigi calisma sonuglarina gore, Tiirk ar1 poleni ekstraktinin, tiim patojenlere karsi
inhibitor etkiye ve bazi bakteriyel patojenlerin tohumlar yoluyla bulagmasi nedeniyle
tohum koruyucu olma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Basim vd., 2006). Ar
poleni ayrica patojenik Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica ve Escherichia coli’ye kars1 antimikrobiyal

ozellikler sergilemektedir (Fatrcova-Sramkova vd., 2013).

Art poleninin antiinflamatuar aktivitesi, inflamasyonun gelisiminde rol oynayan
siklooksijenaz Il ve lipoksijenaz gibi enzimlerin aktivitesinin inhibe edilmesinin bir
sonucudur. Art poleninin antiinflamatuar 6zelliklerinden fenolik asitler, yag asitleri ve

fitosteroller sorumludur (Komosinska-Vassev vd., 2015).

Ar1 poleninin cilt hastaliklar1 tizerindeki faydali etkisi eski ¢aglardan beri bilinmektedir.
Ar1 poleni hasarli dokular1 yenileyebildiginden ve yanik iyilegsmesindeki graniilasyon
stirecini desteklediginden, yanik tedavisinde polen ekstraktli merhem topikal uygulamada
kullanilmaktadir. Art poleni kozmetikte %0,5-5 konsantrasyonunda kullanilan bir etken
maddedir (Basista ve Sodzawiczny, 2011). Yiiksek flavonoid i¢ermesinden dolay1 cilt
dokusu tizerinde belirgin etki saglar. Yiiksek C vitamini icerigi ile kilcal damarlari
giiclendirir ve bu nedenle krem igeriklerinde yer alir (Kroyer ve Hegedus, 2001). Ayrica
sampuan ve sa¢ kremi iiretiminde de kullanilmaktadir. Ar1 poleni, mantar olusumunu
siirlamak, sa¢ derisindeki kasintiyr durdurmak, sa¢1 nemlendirmek, yumusatmak ve saga
yenileyici etkiler saglamak gibi islevleri nedeniyle kepek Onleyici sampuanlarin
formiilasyonunda bulunmaktadir. Kiikiirt igceren amino asitler, 6zellikle sistein, sa¢ telini
giiclendirir. Ar1 poleni, ¢inko, metiyonin ve fosfolipidlerin varlig1 nedeniyle yag bezlerinin
aktivitesini normallestirir. Ar1 poleninin gesitli 6zellikleriyle zenginlestirilmis omega-3 ve

omega-6 asitleri igeren preparatlar, atopik ve hassas ciltlerin ve yara izlerinin kaliciligina
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kars1 daha hassas olan ciltlerin bakimina yardimci olabilmektedir. Yapilmis olan baska bir
caligsma incelendiginde, ar1 poleninin, malign melanomdan cillere kadar ¢ok sayida cilt
rahatsizlig1 olan anormal melanogeneze kars1 korumada faydali oldugu sonucuna varildigi

goriilmektedir (Kurek-Goérecka vd., 2020; Basista ve Sodzawiczny, 2011).

2.2. Koenzim Q10

Ubiquinone olarak da adlandirilan koenzim Q10 (2,3-dimetoksi, 5-metil, 6-dekaprenil
benzokinon), endojen olarak sentezlenebilen, yagda c¢Oziinen, vitamin benzeri bir
benzokinon bilesigidir (Kawamukai, 2002; Roman-Pizarro vd. 2017). Koenzim Q10
(KoQ10), biyolojik dokularda biyokimyasal olarak hem indirgenmis formda (ubikinol-10)
hem de oksitlenmis formda (ubikinon-10) bulunan redoks aktif bir molekiildiir (Kubo vd.,
2008).

Sekil 2.5°de gosterildigi gibi, ubikinonlar yan zincirlerindeki izoprenoid birimlerinin (n)
say1s1 bakimindan farklilik gosterir ve genellikle 6-10 izoprenoid birimi tasirlar (Banihani,
2018). Izopren yan zincirinin 6, 7, 8, 9 ve 10 tekrar1 sonucunda canli dokularda bes farkls
KoQ tipi olusabilmektedir. Ornegin insanlarda ubikinon, 1.4 benzokinona bagl 10
izoprene sahip olan ve yapisal olarak K vitaminine benzeyen KoQ10 formunda bulunur
(Crane, 2001; Greenberg ve Frishman, 1990; Lunetta vd., 2008). Saccharomyces
cerevisiae’deki izopren zinciri alt1 alt birim (KoQ6), Crucianella maritima’da yedi alt
birim (KoQ7), E. coli’de sekiz (KoQ8) ve farelerde dokuz ve on alt birim (KoQ9 ve
KoQ10) igerir (Hernandez-Camacho vd., 2018).

0 CH,
cHy”

CH
3\0 AN H

0 CH3 | 6-10

Sekil 2.5. Ubikinonun kimyasal yapis1 (Banihani, 2018)



16

2.2.1. Koenzim Q10’un Tarihgesi

Koenzim Q ilk olarak 1955’te Festenstein ve arkadaslari tarafindan izole edilmistir
(Overvad vd., 1999; Turunen vd., 2004). 1957 yilinda Winconsin Universitesi’nde
mitokondriyal elektron transferi/solunum zincirinin biyokimyasal c¢aligmasi sirasinda
Dr.Frederick Crane tarafindan sigir kalbinin mitokondrisinden izole edilmis ve dogrulugu
kanitlanmistir. Ayni yil Prof. Morton, KoQ10’un si¢an karacigerinde A vitamini ile ayni
yapida oldugunu bulmustur (Nohl vd., 2001). Buna her yerde bulunan kinonlar anlamina
gelen ‘Ubiquinone’ adin1 vermistir (Langsjoen, 1994; Bonakdar and Guarneri 2005). 1958
yilinda Prof. Karl Folkers ve arkadaslar1 Merck KoQ10’un kimyasal yapisin1 yani 2,3

dimetoksi-5-metil-6 dekaprenil benzokinonu bulmustur (Langsjoen, 1994).

1960’larin ortalarinda Prof. Yamamura, KoQ7’yi ilk kez bir insan hastalig1 olan konjestif
kalp yetmezliginde kullanmistir. 1966°da Mellors ve Tappel KoQ6’nin antioksidan etkisini
gostermistir. 1972°de Gian Paolo ve Prof. Karl Folkers, KoQ10’un insan kalp
hastaliklarindaki etkisini yayinlamistir. 1970’lerin ortalarinda Japon teknolojisi, klinik
deneylerde kullanilmak {izere saf KoQ10’u elde etmistir. 1978°de Peter Mitchell,
KoQ10’un biyolojik enerji transferindeki roliinii kanitladig1 i¢in Nobel Odiilii’ne layik
goriilmistiir (Nohl vd., 2001). 1980’lerde ise KoQ10 ile ilgili klinik ¢alismalarin sayisinda
ve kapsaminda biiylik bir artis olmustur. Bu artis biiyiikk ol¢iide Japonya’daki ilag
sirketlerinin biiyliik miktarlarda saf KoQ10 elde edebilmesi ve yiiksek basingli sivi
kromatografisi ile doku ve kanda KoQ10’u 6l¢ebilmesinden kaynaklanmistir (Nohl vd.,
2001; Langsjoen, 1994). 1990’11 yillardan bu yana KoQ10’un potansiyel saglik yararlart,
¢Oziiniirliigl ve biyoyararliligi tizerine ¢alismalar hizlanmistir (Greenlee vd., 2012; Q. Liu
vd., 2022; Mazandaran ve Khodarahmi, 2021; Nepal vd., 2010; Overvad vd., 1999;
Thanatuksorn vd., 2009; L. Yang vd., 2022; Yu vd., 2023).

2.2.2. Koenzim Q10’un Biyosentezi

Koenzim Q10 sentezi endoplazmik retikulumda baslar, golgide tamamlanir ve daha sonra
hiicredeki diger lokalizasyonlara dagilir. Koenzim Q10’un biyosentezi ii¢ ana adimdan
olusur: ilk olarak, halka seklindeki benzokinon, esansiyel amino asitler, tirozin veya
fenilalanin senteziyle olusturulur. Daha sonra mevanolat yolu ile Asetil CoA atiklarindan

izoprenoid yan zinciri olugturulur ve son olarak KoQ10, bu yapilarin golgideki poliprenil-
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transferaz enzimi ile birlestirilmesiyle olusturulur (Acosta vd., 2016; Diaz-Casado vd.,
2019; Hargreaves vd., 2020). KoQ10’un biyosentezi HMG-CoA rediiktaz, trans-prenil-
transferaz, farnesil-protein transferaz gibi enzimlerle dokuz adimda gergeklesir ve folik
asit, niasin, riboflavin ve piridoksin gibi bircok eser element ve vitamin gerektirir
(Kawamukai, 2002; Santos vd., 2009; Turunen vd., 2004).

KoQ10 en ¢ok i¢ mitokondri zarinda bulunur ve mitokondrinin ana yapi taslarindan biridir.
Smirli miktarda KoQ10 fazlas1 hiicre zarindan kana geger ve plazma lipoproteinlerine
baglanir (Alcazar-Fabra vd., 2016). KoQ’nun hiicre zarlarinda ve zarn hidrofobik
kisminda heterojen, stabil bir "havuzda" bulundugu diisiiniilmektedir (Kowaltowski ve
Vercesi, 1999). Sekil 2.6 insan hiicrelerinde KoQ10 biyosentezi gdstermektedir (Santos
vd., 2009).

Acetyl CoA
3 HMG-CoA
Tyrosine 1
Panthotenic acid,
B6, ascorbic acid Mevalonate
4-hydroxybenzoate l
lo— Polyprenyl diphosphate ¢ ========== Farnesyl diphosphate
|
4-hydroxy-5-polyprenylbenzoate {
|
S
: S-adenosylmethionine_ g 2* qulalene
|
Methionine ¢
: 7 B12, Folic Cholesterol
| S-adenosylhomocysteine ,iq or
v betaine
Ubiquinone
(C0oQ,,)

Sekil 2.6. KoQ10’un biyosentez yolu (Santos vd., 2009)

2.2.3. Koenzim Q10’un Islevleri

KoQ]10, hiicrede enerji iiretimi sirasindaki anahtar enzimatik reaksiyonlarda 6nemli bir
islev gorlir. Koenzim Q10’un bilinen ilk ve onemli rollerinden biri hiicrede enerji

tiretimidir. KoQ10’nun ilk olarak 1957°de mitokondriyal elektron tagima zincirinin énemli



18

bir bileseni oldugu gosterildi. KoQ10, elektron tasima zincirindeki oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarinda yer alan bazi enzimler i¢in bir koenzimdir. Koenzim gorevi goriirken
yapisindaki kinon halkasina elektron ve protonlar1 (2H++2¢-) ekleyerek hidroksikinona
doniisiir. Yapisindaki kinon grubu KoQ10’a elektron tasiyici 6zelligini kazandirir. KoQ10
ayrica bu doniisiimle elektron transferi/proton translokasyonu goérevini de yerine getirir

(Overvad vd., 1999; Turunen vd., 2004).

Cok kritik ve 6nemli bir biyolojik enerji olan adenozin trifosfatin (ATP) biiyiik bir kismu,
KoQ10’un bulundugu mitokondri i¢ zarinda iiretilir. Solunum zincirindeki elektronlarin
kompleks I (nikotinamid adenin diniikleotid dehidrojenaz) ve kompleks II’den (siiksinat
dehidrojenaz) kompleks Il1°e (ubikinon - sitokrom c rediiktaz) tasinmasini saglar (Acosta
vd., 2016; Lopez-Lluch vd., 2010; Varela-Lopez vd., 2016). Bu sirada ATP diretilir ve
dolayisiyla koenzim Q10 hiicresel enerji iiretiminde kofaktor gorevi goriir (Crane, 2001,

Overvad vd., 1999).

KoQ10’un diger temel islevlerinden biri de antioksidan 6zelligidir (Lopez-Lluch vd.,
2010). KoQI10 endojen olarak sentezlenen ve yagda ¢oziinen tek vitamin benzeri
antioksidandir. Ozellikle indirgenmis formunun yagda ¢dziinen dnemli bir antioksidan
oldugu gosterilmistir. KoQ10, membranlardaki doymamuis lipit zincirlerine yakin konumda
bulunur ve serbest radikallerin ana temizleyicisi olarak gorev yapar. Konumu nedeniyle
membranda iiretilen serbest radikallerin komsu lipid ve protein molekiilleri ile reaksiyona
girmesini engeller (Bentinger vd., 2010; Crane, 2001; Frei vd., 1990; Navarro vd., 1999;
Toprak ve Ayaz., 2019). Ayn1 zamanda DNA (deoksiriboniikleik asit) oksidasyonunu da
etkili bir sekilde dnler. Ote yandan koenzim Q10’un indirgenmis formu olan ubikinol,
oksijen tiirevi radikaller ve singlet oksijen ile etkilesime girerek lipid peroksidasyonunu ve
biyomolekiillerin zarar gérmesini onler. (Bentinger vd., 2010; Bonakdar ve Guarneri,
2005).

Ayrica KoQ10’nun antioksidan gorevi goren bazi vitaminlerle etkilesime girdigi de
bildirilmektedir (Lopez-Lluch vd., 2010). Rejenerasyonuna askorbik asit ve a-tokoferol
gibi diger antioksidanlarin da katildigi, KoQ10 yoklugunda a-tokoferol rejenerasyonunun
yavagladigi belirtilmektedir (Bello vd., 2003; Sohal ve Forster, 2007). Antioksidan

vitaminlerin yeterince alinamadigi veya beslenme yetersizligi gibi bazi fizyolojik
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durumlarda viicuttaki endojen sentezinin antioksidan savunma sistemi i¢in dnemli oldugu
ifade edilmistir. E vitamini ve selenyum gibi antioksidanlarin eksikliginin KoQ10 ile tedavi
edilebildigi bilinenler arasindadir (Alcazar-Fabra vd., 2016; Toprak ve Ayaz, 2019).

KoQ’nun diger énemli fonksiyonlari, mitokondriyal UCP (eslesme bozucu proteinler)
aktivasyonu, mitokondriyal PTP (gecirgenlik gecis gozenekleri) iizerindeki etkisi,
lenfositler ve monositler tizerindeki etkisi, endotel fonksiyonu, hiicre sinyali ve gen
ekspresyonu tizerindeki etkisidir (Echtay vd., 2000; Jaburek ve Garlid, 2003). Bunlarin
yani sira koenzim Q10, antioksidan (Colak ve Uysal, 2017), anti-kanser (Tafazoli, 2017),
antidiyabetik (Gholami vd., 2018), kalbi koruyucu (X. Zhang vd., 2018), noroprotektif
ozellikler (Attia ve Maklad, 2018), yaslanma karsit1 (Ayunin vd., 2022), retina hasarina
kars1 (Siddiqui ve digerleri, 2023), insanda kisirliga karst (Alahmar ve Naemi, 2022) ve
bobrek hastaliklarima (Rivara vd., 2017) karsi sagligi gelistirici 6zelliklere sahip bir

benzokinondur.

2.2.4. Gidalarda Koenzim Q10 ve Biyoyararhhk

KoQ10 gereksinimi endojen biyosentez ve ekzojen diyet alimi olmak iizere iki kaynaktan
saglanir (Pravst vd., 2010). KoQ10 tiim hayvansal ve bitkisel gidalarda farkli oranlarda
bulunmakta (Podar vd., 2023), ancak hayvansal iiriinlerde en yiiksek miktarlarda
bulunmaktadir (Podar vd., 2023). Kiimes hayvanlari, kirmiz1 et ve balik gibi et {iriinleri en
zengin kaynaklardir. Kalp, beyin, karaciger, dalak ve bobrek ise KoQ10 diizeyleri yiiksek
olan organlardir (Ercan ve El, 2011; Overvad vd., 1999; Tobin vd., 2014; Villanueva-
Bermejo ve Temelli, 2021). Ote yandan siit ve siit iiriinleri, hayvansal kokenli olmalarina
ragmen genellikle iyi bir KoQ10 kaynagi olarak dikkate alinmamaktadir (Manzi ve
Durazzo, 2015; Podar vd., 2023). Yumurtada, ar1 poleninde, bitkisel bazli iiriinlerde de
onemli miktarda KoQ10 bulunur (Pyo, 2010; Turkowicz ve Karpinska, 2013; Xue vd.,
2012).

Koenzim Q10 ig¢eren gidalar zengin (20 pg/g’dan fazla) ve daha az zengin (20 pg/g’dan
az) olmak iizere iki farkli kategoride degerlendirilebilmektedir (Kagan ve Quinn, 2001).
Tablo 2.3 baz1 gidalarin KoQ10 igerigini gostermektedir. Aragtirmalarda genellikle HPLC
(ylksek performansli sivi kromatografisi), HPLC/ESI-MS/MS (yiiksek performansli sivi
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kromatografisi-elektrosprey ~ iyonizasyon  kiitle  spektrometresi-tandem  kiitle
spektrometrisi), CEFS (cary eclipse floresans spektrometresi), HPLC/APCI-MS (yiiksek
performansli s1vi kromatografisi-atmosferik basing), DPV (diferansiyel darbe voltametrisi)
ve CV (dongiisel voltametri) gibi teknikler KoQI10 igerigini belirlemek i¢in
kullanilmaktadir (Podar vd., 2023).

Tablo 2.3. Bazi gidalarin KoQ10 igerigi (Podar vd., 2023)

Gida Kaynaklari KoQ10 miktar: (ng/g) Referanslar

Hayvansal Kaynaklar

Ren geyigi eti 157,9 pglg (Mattila ve Kumpulainen, 2001)
Domuz kalbi 128,7 pg/g (Niklowitz vd., 2013)
Domuz cigeri 53,6 ng/g (Niklowitz vd., 2013)
S1g1r kalbi 110,0 pg/g (Ercan ve El, 2011)
Sigir karacigeri 50,5 ng/g (Kubo vd., 2008)
Tavuk eti 12,3 pg/g (Livd., 2016)
Tavuk kalbi 192,0 pg/g (Kubo vd., 2008)
Kuzu eti 14,7 ng/g (Purchas vd., 2004)
Ringa balig: kalbi 1342 pg/g (Souchet ve Laplante, 2007)
Somon eti 5,7 ug/g (Kubo vd., 2008)
Tavuk yumurtasi 1,2 ng/g (Mattila ve Kumpulainen, 2001)
Tam yagli siit 0,30 pg/g (Mandrioli vd., 2017)
Yogurt 2,4 ug/g (Mattila ve Kumpulainen, 2001)
Peynir 1,4 ng/g (Kubo vd., 2008)
A1 poleni 21,9 pg/g (Xue vd., 2012)
Kayist ar1 poleni 87,2 ng/g (Xue vd., 2012)
Cay ar1 poleni 3,7 uglg (Xue vd., 2012)
Karisik ar1 poleni 9,4 ng/g (Xue vd., 2012)

Bitkisel Kaynaklar

Ispanak 13,5 pg/g (Roman-Pizarro vd., 2017)
Brokoli 11,3 pg/g (Livd., 2016)
Avokado 24,3 pg/g (Roman-Pizarro vd., 2017)
Yer fistig1 25,5 pg/g (Roman-Pizarro vd., 2017)
Antep fist1g1 222 pg/g (Roman-Pizarro vd., 2017)
Antep fistig 42,16 ug/g (Aydogan vd., 2023)

Zeytin yagi 1,3 ug/g (Pyo, 2010)
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Tablo 2.3. (Devam) Bazi gidalarin KoQ10 igerigi (Podar vd., 2023)

Gida Kaynaklari KoQ10 miktar: (ng/g) Referanslar

Bitkisel Kaynaklar

Badem 5,0 ng/g (Mattila ve Kumpulainen, 2001)
Susam yag1 31,5 ng/g (Pyo, 2010)
Kiraz 14,5 pg/g (Livd., 2016)
Portakal 3.9 ng/g (Livd., 2016)

Biyoyararlilik, gida sindirimi yoluyla alinan bilesigin metabolik ve fizyolojik islevler i¢in
kullanilan veya depolanan kismi olarak tanimlanir. Kisaca ifade edilecek olursa
biyoyararlilik, gidadaki bilesigin sindirim kanalinda emilen miktaridir. Emilim, ince
bagirsagin villusunda gergeklesir. Villus tizerindeki epitel hiicreler, emilim hiicreleri olarak
gérev yapar. Biyoyararlannm hem beslenme diizeninden hem de bununla iligkili
faktorlerden etkilenir. Besinin fiziksel 6zelligi, kimyasal bilesimi ve bireysel sindirim
kapasitesi gibi bircok faktdre bagli olarak degismektedir (Sandstrom, 2001). insanlarda
fizyolojik etki gOsterebilmesi i¢in de besinlerle alinan KoQ10’un 6nemli bir kisminin
emilmesi gerekmektedir. KoQ10, izoprenoid yan zinciri nedeniyle oldukga lipofiliktir ve
biiyiik molekiil kiitlesine (836.36 Da) sahip bir madde oldugundan, zayif emilebilir bir
bilesiktir (Schulz vd., 2006; Xia vd., 2006). KoQ10 yagda ¢oziinen bir bilesen oldugundan
emilimi, giinliik diyette yag veya yag bakimindan zengin 6giinler tarafindan kolaylastirilir
(Saini, 2011; Zmitek vd., 2008). Genel olarak yararl bir etki elde etmek i¢in 100-200
mg/glin seviyelerinde KoQ10 alimi tavsiye edilir, ancak kronik hastaliklarin tedavisinde

1200 mg/giine kadar da kullanilabilir (Tobin vd., 2014).

Dogumdan itibaren 20-30 yasmna kadar kan ve dokudaki KoQ10 miktari en yiiksek
seviyelere ulasmaktadir (Sohal ve Forster, 2007). KoQ10’un doku eksiklikleri veya
normalin altindaki serum seviyeleri, birincil KoQ10 eksiklikleri ve mitokondriyal
hastaliklar gibi ikincil KoQ10 eksiklikleri dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli hastaliklara neden
oldugu rapor edilmistir (Emmanuele vd., 2012; Sacconi vd., 2010). Ayrica siddetli KoQ10
eksikliginde ensefalomiyopati, ciddi infantil multisistemik hastalik, serebellar ataksi,
biiytime geriligi olan Leigh sendromu ve izole miyopati goriilmiistiir (Quinzii vd. 2007).

KoQ10 eksikligi,
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Q) beslenme yetersizliklerine bagli olarak KoQ10 sentezinin bozulmas1 (6rnegin,
KoQ10 biyosentezi igin gerekli bir kofaktor olan B6 vitamini eksikligi),

(i) KoQ10’un sentezinde veya kullaniminda genetik veya edinilmis bir kusur veya

(iii)  belirli bir hastaliktan kaynaklanan artan doku ihtiyaglar1 gibi nedenlerden
kaynaklanabilmektedir (Garrido-Maraver vd., 2014).

2.3. Minyatiirlestirilmis Sivi Kromatografisi

Kromatografi, bir karisimdaki bilesiklerin karismayan iki faz arasindaki dagilimlarina gore
ayrilmasini saglayan fiziksel bir ayirma ve saflastirma teknigidir. Bu asamalardan biri
gozenekli bir yatak, tabaka veya film formundaki sabit fazdir; digeri ise sabit faz lizerinden
akan hareketli fazdir (Konak vd., 2014). Hareketli fazin sivi ve sabit fazin kat1 olmasi
durumunda sisteme s1vi kromatografisi (LC) ad1 verilir (Martin ve Synge, 1941). LC, ¢ok
sayida benzer analit igceren karigimlart ayrigtiran giiglii bir ayirma teknigidir. LC’de
numune, sabit fazi i¢eren bir kolona pompalanir ve secilen mobil faz ile sabit faz arasinda
ayrilir. Analitler, mobil fazdaki konsantrasyonlarinin Gauss dagilimina sahip pikler olarak

ortaya ¢ikar (Aydogan, 2020).

20. yiizyilin ilk yarisinda, sivi kromatografisinin gelistirilmesine yonelik cabalar sarf
edilmis ancak daha sonraki donemlerde analitik kolona yerlestirilen kiiclik kati
parcaciklarin olusturdugu yiiksek geri basing, teknolojik sinirlamalar nedeniyle ortadan
kaldirilamamistir. Sonug olarak gelisimde yavaslama meydana gelmistir (VVasconcelos
Soares Maciel vd., 2020). 21. yiizyilda analitik sistemlerle ilgili minyatiirlestirilmis sivi
kromatografide bir atilim yasanmis ve teorik, teknolojik ve metodolojik calismalarda
siklikla bahsedilen LC cihazinin minyatiirlestirilmesinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir
(Aydogan vd., 2020). Konvansiyonel kromatografide kullanilan sabit faz, hareketli faz ve
ayirma mekanizmalarinin (pompa, enjektor, kolonlar, detektdr) aynisi, konvansiyonel
kromatografiye benzer prensiplere sahip olan mikro akis kromatografi tekniklerinde de
gergeklestirilebilmektedir. Ancak yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi
konvansiyonel LC’den farkli olarak sistemde ¢ok ince i¢ c¢apli kolonlarin bulunmasi
nedeniyle 6zel bir kolon sistemi ve dolayisiyla pompa ve dedektdr sisteminin kullanilmasi
gerekmektedir (Fanali, 2017). Minyatiirlestirme teknigi ile ilgili olas1 tiim problemlerin

¢Oziimii ve pratik uygulamasina yonelik ¢alismalar devam etmis ve bugiinkii halini almistir
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(Vasconcelos Soares Maciel vd., 2020). Minyatiirlestirilmis LC teknikleri Kkapiler
elektroforez, kapiler LC, nano-LC, elektro kromatografi, mikro LC, ¢ip LC, agik tubular
LC, piko LC vb. seklinde siniflandirilabilir. Bu tekniklerin daha etkili ayirma verimliligi,
daha kisa analiz siiresi, daha az akis hiz1 ve solvent tiiketimi, kiitle spektrometrelerine
uygunlugu nedeniyle konvansiyonel LC’ye kiyasla 6nemli ayirt edici 6zellikleri mevcuttur
(Aydogan, 2019). Minyatiirlestirme teknigi 6zellikle analitik kimyada (Casado vd., 2020;
Echevarria vd., 2019), gidalarda (Chen vd., 2022; H.-Y. Liu vd., 2016), farmasétikler (Atia
vd., 2023; Kranendijk vd., 2005), adli tip alaninda (Jornet-Martinez vd., 2021), tarim (Aqai
vd., 2011; Guo vd., 2020) ve ¢evresel analizlerde (Magrini vd., 2016; Murray vd., 2018)

en popiiler uygulamalardan biri olmustur.

2.4. Nano-LC

Karlsson ve Novotny, ilk olarak 1988 yilinda HPLC’de baz1 degisiklikler yaptiktan sonra
nano sivi kromatografisini tanitmistir (Karlsson ve Novotny, 1988). Nano-LC peptitler
(Fukao vd., 2013), proteinler (Aydogan vd., 2023; Gao vd., 2022), enantiyomerler,
antibiyotikler (Demir ve Aydogan, 2022; Hsieh vd., 2009), nutrasétikler (Contreras vd.,
2015), ilaglar (Aydogan ve El Rassi, 2019), pestisitler (Moreno-Gonzalez vd., 2017) gibi
cok sayida bilesigin ayrigmasinda ve analizinde uygulanan minyatiirlestirilmis sivi

kromatografi teknikleri arasinda en popiiler trendlerden biri haline gelmistir.

HPLC sistemine benzer sekilde, nano-LC’de de mobil faz bir pompa ile iletilir ve
analitlerin ayrigtirilmasi, analitlerle uyumlu sabit faz igeren fused silika kapiler kolon
aracilifiyla gerceklestirilir. Burada genel olarak ayn1 mekanizmay1 gergeklestiriyor gibi
goriinse de nano-LC, HPLC’den ayrilan bazi kritik 6zelliklere de sahiptir (Fanali, 2017).
Nano-LC’nin baslica (i) dnemli 6lciide farkli numune hazirlama prosediirleri araligi, (ii)
kiiciik kolon kimligi, (iii) azaltilmis solvent tiiketimi ve minimum diizeyde iiretilen atik
miktari, (iv) yliksek ¢oziiniirliik ve ayirma verimliligi, (v) yesil kimya saglama, (vi) diisiik
isletme maliyeti ve ¢evre dostu teknik, (vii) hizli analiz, (viii) enerji tasarruflu ve (ix) MS,
NMR, floresans gibi dedektorlerle uyumlu olmasi gibi avantajlara sahiptir (Aydogan vd.,
2022). Baglantilarin, kolonlarin, pompalarin, enjeksiyon dongisiiniin ve algilama
arayliziiniin tiim geleneksel enstriimantasyonu, diisiik miktar ve karst basing igin

minyatiirlestirilmistir. Bu parametreler nano-LC’nin kromatografik verimliligini biiyiik
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oOlciide etkileyerek nano-LC’de basarili ayirma, etkili kolon segiciligi ve yiiksek ¢oziintirliik
piklerini saglar (Gama vd., 2013).

2.4.1.Pompa

Minyatiirlestirilmis LC sistemleri gibi yeni gelistirilen sistemleri tasarlarken, pompa
agirhigi, gii¢ tiikketimi, egim ve akis hizinin stabilitesi ve tekrarlanabilirligi, genis bir basing
ve akis hiz1 aralig1, diisiik basing ve akis hizi, karmasiklik ve minimum algilanabilir giiriilti
seviyesi gibi temel parametrelerin artilart ve eksileri dikkatli bir sekilde ele alinir.
(Takeuchi, Tatsumi vd., 2003). Genellikle LC sistemlerinin kalbi olarak kabul edilen
pompa, ayirma sirasinda tekrarlanabilir ve kararli nano akis hiz1 sunmasi, es zamanli olarak
numunenin kolon igerisinde hareket etmesini saglamast ve nano dlgekli seviyelerde
gradyan ellisyonuna izin vermesi nedeniyle nano-LC sisteminde olduk¢a dnemlidir (Lynch

vd., 2018; Yandamuri ve Dinakaran, 2015).

Nano-LC’de 500 nL/dk ve daha diisiik debileri saglamak i¢in split ve splitsiz pompa olarak
iki ana sistem bulunmaktadir. Pompa ile nano kolon arasinda bir akis sinirlayict olarak
uygulanan boliinmiis sistemler, geleneksel HPLC pompasindan yiiksek akislari (mL/dK)
bolerek, pompa ile nano kolon arasinda kolayca olusturulmus bir nano akis sinirlayiciyla
geleneksel HPLC pompalarinin kullanilmasina olanak tanir (Rieux, 2011). Bununla birlikte
boliinmiis sistemler, degisken boliinme oranlar yiiksek oldugunda veya gradyan solvent
karisimlarinin -~ degisen  viskozitesinden dolayr akis dalgalanmalar1 oldugunda
tekrarlanamayan sonuglar ortaya ¢ikmasina sebep olur (Takeuchi, Tatsumi vd., 2003).
Boliinmiis sistemlerden kaynaklanan bu problemler nedeniyle nano sivi kromatografi
sistemlerinde siringa veya elektroozmotik pompalar yardimiyla boliinmemis akis yollart
tercih edilmektedir. Su anda nano-LC’de boliinmez sistemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu sistemler solvent kayiplarini 6nleyerek daha tekrarlanabilir nano akis
hizlar saglar. Sistem biitiinliigii i¢inde akis1 zamaninda iten pompalar genellikle 50 ile 400
bar arasinda de§isen pompa basinglarina sahiptir. Kolonun neden oldugu sistem karsi
basinci, gerekli pompalama basincinmi belirler. Ayrica hem pargacik capt hem de kolon

yarigapi, geri basinca katkida bulunan ana faktorlerdir (Lynch vd., 2018).
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2.4.2. Kolon

Minyatiirlestirilmis LC sisteminde kullanilan kolonlar, iyi kromatografik ayirma sonuglari
elde etmek icin biiyiik firsatlar sunmaktadir. Tablo 2.4, kromatografik teknikte kullanilan
kolonlarin i¢ ¢aplar1 (i.d.) ve akis hizlar1 arasindaki farklari gostermektedir. 10-150 um
arasinda i¢ ¢apa sahip fused silika kapilerlerden hazirlanan bu kolonlara genel olarak nano
kolonlar ad1 verilmektedir (Vasconcelos Soares Maciel vd., 2020). Kiigiik i.d’ye sahip dar
nano kolonlarin performansi sayesinde nano-LC’de diisiik miktarda mobil faz tiiketilir ve
dolayisiyla minimum solvent atig1 iiretilir (Lynch vd., 2018). Ornegin, 1 mL/dk akis
hizinda, giinde 24 saat ve yilda 360 giin ¢alisan geleneksel bir LC sistemi 500 L solvent
tilkketirken, i¢ cap1 100 um’den kiicilik bir kolona sahip bir nano-LC sistemi, siirekli olarak
400 nL/dk akis hizinda galisirsa bir y1l boyunca 200 mL atik solvent iiretir (Asensio-Ramos
vd., 2017).

Tablo 2.4. Siv1 kromatografi sistemlerine gore kolon tipi ve akis hizlar1 (Vasconcelos Soares Maciel vd.,
2020)

Kolon i.d. (mm) Akis Hiz1 (mL min™) Sistem
4,6-3,2 2,0-0,5 HPLC
3,2-15 0,5-0,1 Mikrobor LC
1,5-0,5 0,1-0,01 Mikro LC
0,5-0,15 0,01-0,001 Kapiler LC

0,15-0,01 0,001-0,0001 Nano-LC
0,05-0,005 <0,0001 Acik Tubular LC

Sekil 2.7, baz1 minyatiirlestirilmis LC modlarinin ortak analitik kolonlarinin agiklayici bir
temsilini gostermektedir. Boylece, daha kiigiik kolon i¢ ¢ap1 ve akis hizi nedeniyle solvent
tilketiminde ve atik tiretiminde yaklagik bin kat azalma saglayan nano-LC, toksik ve zararli
kimyasallardan kaynaklanan ¢evre kirliligini dnler ve geleneksel LC’ye kiyasla daha ¢evre

dostu bir yaklagim gelistirir (Blue vd., 2017).
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LC tubing scale Types of LC column

Conventional HPLC
i Monolithic

Stainless steel tube
— Capillary LC H ‘
- Packed
Both tube materials available
— Nano LC a
PLOT
— Open Tubular LC
- Fused silica tube
wcoT

Sekil 2.7. Baz1 LC modlarinin analitik kolon tiirleri (Vasconcelos Soares Maciel vd., 2020)

Kolon i.d’yi disiirmenin bir diger temel avantaji, azaltilmis numune hacminin bile
enjeksiyon olasiligini kolaylastirmas:1 ve eliit edilecek bilesiklerin konsantrasyonunu
artttrmasidir (Sekil 2.8). Ayrica elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi (ESI-MS)
gibi konsantrasyona duyarli dedektorlerle birlestirilerek duyarliligin arttirilmasina da izin
verilebilir. Bu 6zelligi sayesinde nano-LC, omiks (proteomik, gidaomik, metabolomik,
genomik, lipidomik), point-of-care analiz (adli bilim, ulusal giivenlik, tip, biyotip vb.) ve
kiral ayirma gibi alanlarda sinirli hacimli analitlerin ayrilmasinda mitkemmel bir alternatif
ve yliksek hassasiyetli sonuglar saglar (Reberg-Larsen vd., 2021; Vasconcelos Soares
Maciel vd., 2020; Wilson vd., 2019). Ek olarak, i.d’si kiigiiltiilmiis kolonlarin bir baska
katkis1 da, analitik performansi artirmak icin sicaklik kontroliiniin kullanilmasina olanak

tantyan kii¢iik i.d. sayesinde iyilestirilmis 1s1 dagilimidir (de Toffoli vd., 2018).
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Peptide mixture

|
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Diluted band enters detector:
= weaker signal

Same axial dilution

I amm =

S More concentrated
Reduced radial dilution SRR

= stronger signal

Sekil 2.8. Geleneksel kolon ile minyatiir kolon arasindaki kromatografik seyreltme farkliliklarina 6rnek
(Wilson vd., 2015)

Kromatografik ayirma islemi sirasinda numune hem daha kiigiik i¢ ¢apli kolon hem de
diisiik mobil faz kullanim1 nedeniyle seyreltmeye tabi tutulur. Numune kolona enjekte
edildiginde kolonun sonundaki numunenin kromatografik seyreltmesi (D) asagidaki

denklemle hesaplanabilir (2.1).

D= enr?(1+k)V2nLH _ co
- vVinj _cmax

(2.1)
burada co bir numunedeki baslangi¢ bilesik konsantrasyonunu, Cmax maksimum zirvedeki
son bilesik konsantrasyonunu, & kolonun gézenekliligini, r kolonun yarigapini, L kolon
uzunlugunu, k tutma faktoriinii, H plaka yiiksekligini ve Vinj enjekte edilen numune
hacmini ifade eder (Saito vd., 2004; Vissers, 1999). Bu denklemden de goriilebilecegi gibi
tutarlt bir kromatografik seyreltme saglamak i¢in en 6nemli parametre kolon yaricapidir.
D, kolon yarigapinin karesi ile orantil olarak azalirken, sistemin kiigiiltiilmesi sirasinda
ayirma performansi korunur. Béylece kolonun i.d’sinin 6lgeginin 4,6 mm’den diisiik 6l¢ek
araligina g¢ekilmesi, hassasiyette neredeyse 8500 kat artisla sonuglanmaktadir (Asensio-
Ramos vd., 2017; Aydogan, 2019). Ayrica, bir kilcal kolonun verimliligi, teorik bir plakaya
esdeger yliksekligin veya plaka yiiksekliginin (H), asagidaki denklemle dogrusal hiza gore

¢izildigi van Deemter denklemi ile tanimlanir (2.2).
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H= A+ S +CH (2.2)

van Deemter denklemine gore A terimi, girdap difiizyonu; B terimi, uzunlamasina
difiizyon; ve C terimi, kiitle transferine karsi direng ifade eder (van Deemter vd., 1956).
van Deemter denklemi, kolon i.d’sinin veya sabit faz kalinliginin azaltilmasi ve bant
genisletme etkilerinin en aza indirilmesiyle kolon verimliliginin artirilabilecegini agiklar.
Ote yandan kolon veriminin azalmasi nedeniyle verim kayb1 yasanmamasi i¢in sistemin
dedektor ve dedektor hiicresi, valf enjeksiyonu ve kolon baglantilarinin dikkatli se¢ilmesi

gerekmektedir.

2.4.3. Dedektor

Dedektor sistemlerinin, kromatografik sistemlerde boyut kiiciildiikge ayrimlarin belirgin
bir sekilde tanimlanmasi i¢in kullanilan teknige uyarlanmasi gerekir. Tarihsel olarak, UV
ve diyot dizisi tespiti, elektrokimyasal, floresans, hatta baz1 gaz kromatografisi dedektorleri
(6rnegin alev fotometrik, termiyonik ve elektron yakalama) gibi birgok farkli dedektor
nano-LC sistemlerinde test edilmistir (Vissers, 1999; Vissers vd., 1997). Ancak bu
dedektorler hassas dedektorler olmadiklart igin  nano-LC’nin giiciine cevap
verememektedir. Minyatiirlestirilmis LC sistemlerine entegre edilecek en basit dedektor
absorbans dedektorleridir. Geleneksel HPLC’de oldugu gibi UV dedektorleri, nispeten
diisiik maliyetleri, basitlikleri ve genis uygulanabilirlik yelpazesi nedeniyle nano-LC’de en
yaygin olarak tercih edilenlerdir. Bu dedektorler dogru niteliksel ve niceliksel analiz i¢in
tespite olanak tanirlar (Hernandez-Borges vd., 2007). Absorbans ¢ok fazla bilgi detay1
saglayabilirken arastirmacilar, dalga boyunun segimine bagli olarak belirli bir madde alt
kiimesiyle sinirhidir (D. T. Snyder vd., 2016).

UV dedektoriin yani sira, nano-LC’de floresans tespiti yalnizca sinirlt sayida uygulamada
denenmistir (Holland ve Jorgenson, 1995; Takeuchi, Masuoka vd., 2003). Kapilerin optik
yol uzunluklarinin kisa olmasi nedeniyle ¢ok yiiksek olmasa da genel olarak UV-VIS
tespitinden daha yiiksek secicilik ve hassasiyet saglar. Floresansin en biiylik
dezavantajlarindan biri, floresans Ozelliklerine sahip molekiillerle veya uygun bir
reaksiyona giren probla basarili bir sekilde tiiretilebilen molekiillerle sinirli olmasidir.

Kiitle spektrometrisi (MS) ise arastirmaciya pompa tarafindan iletilen diistik akis hizlar
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(50-600 nL/dk) sayesinde nano-LC ile kolaylikla eslesebilmesi, duyarliligin iyilestirilmesi
ve analitlerin birlestirilmesi gibi hem niteliksel hem de niceliksel bir¢ok bilgi sunmasiyla

giderek daha fazla ilgi gérmektedir (Edwards ve Thomas-Oates, 2005; Tomer, 2001).

Genel olarak LC/MS ig¢in birka¢ farkli kiitle spektrometresi analizorii kullanilir.
Gilinlimiizde yaygin olarak uygulanan kiitle analizorleri arasinda dort kutuplu, 3D Paul trap,
TOF (6rnegin, Q-TOF veya timsTOF), 2D linear trap, FT-ICR ve Orbitrap bulunmaktadir.
Bunlardan dort kutuplu, 3D Paul trap, 2D linear trap diisiik ¢6ztiniirliikli analizorler iken;
TOF (6rnegin, Q-TOF veya timsTOF), FT-ICR ve Orbitrap yiiksek ¢oziinirliklii
analizorlerdir. Belirli bir uygulama i¢in en uygun kiitle analizorii, analizin amacina bagl
olarak secilir. Uclii dort kutuplu, Q-TOF, timsTOF ve dort kutuplu-Orbitrap gibi iki kiitle
analiz cihazini birlestiren hibrit araglar da siklikla kullanilir. (Boesl, 2017; Eliuk ve

Makarov, 2015; Han vd., 2008; Nolting vd., 2019).

2.5. Monolitik Nano Kolonlar

Daha 6nce de belirtildigi gibi, bir matrisin analitlerinin ayrilmasi, analitlere uygun sabit faz
iceren 10-100 pum silika kapiler nano kolonda gergeklesir. Minyatiirlestirilmis LC
teknigindeki farkli ilgi dallar1 nedeniyle kolon teknolojisinde artan bir gelisme soz
konusudur. Geleneksel kromatografide oldugu gibi kolonlarin ¢ogundaki fonksiyonel grup
C4, C8 ve C18 gibi ters fazdir. Amino ve amid gibi HILIC fonksiyonel gruplarina sahip
kolonlar da ticari olarak mevcuttur (Shan ve Jones, 2022).

Minyatiirlestirilmis LC’de, monolitik kolonlar (polimer monolit, silika monolit, hibrit
monolit), agik tubular (duvar kaplamali kolon, PLOT kolon) ve dolgulu kolonlar dahil
olmak iizere iiretim siirecine dayali {i¢ ana kapiler nano kolon tiirii mevcuttur (Aydogan,
2019). Bunlar arasinda monolitler, hazirlanma kolaylig1, ¢ok yonli ylizey modifikasyonu
ve iyi pik kapasitesi, yiiksek gecirgenlik, kiigiik boyut ve saglam yapi gibi 6nemli
avantajlariyla pargacik dolgulu kolonlara alternatif olarak son on yilda ilgi odagi olmaya
devam eden ve yaygin olarak kullanilan malzemelerdir. Monolitik kapiler nano kolonun
SEM goriintiileri Sekil 2.9° da gosterilmektedir (Aydogan vd., 2023).
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Sekil 2.9. Monolit kapiler nanokolonun a) 2000x ve b) 10000x SEM goriintiileri (Aydogan vd., 2023)

Monolit, in-situ seklinde yani yerinde hazirlanarak gézenekli polimerik ortam saglayan, bir
tiplin duvarina hermetik olarak kapatilmis gozenekli ve siirekli yatak yapisi olarak
tanimlanabilir (Aydogan, 2019; Svec ve Lv, 2015). Monolitik kolonlar ilk kez 1950’li
yillarda Robert Synge tarafindan kullanilmigtir (Mould ve Synge, 1954). Kubin vd.,
1967°de diisiik gecirgenlige sahip monolitik yapilar hazirlamiglardir (Kubin vd., 1967).
Daha sonra 1980’lerde Hjerten vd., jel yapida olusturduklari monolitlerle ¢alismiglardir
(Hjertén vd., 1989). 1992 ve 1996’da Svec ve Frechet ilk olarak monolitik yapilar1 ortaya
cikarmistir (Svec ve Fréchet, 1996; Svec ve Frechet, 1992). O zamandan bu yana monolitik
kolonlarin farkli versiyonlart hazirlanmis ve kiral ayirmalar, biyoanaliz igin afinite
kromatografisi ve biyomolekiiller gibi birgok disiplinin 6nemli analizlerinde kullanilmistir

(Gama vd., 2019; Maya ve Paull, 2019).

Monolitik kolonlar bir frit gerektirmediginden, 6zellikle nano kolonlar i¢in {iretim siireci
dolgulu pargacik kolonuna kiyasla daha basittir. Bu tip kolonlarin en biiyiik dezavantaji
organik solvent (hareketli faz) degisimi nedeniyle monolit biiziilmesine neden olarak sabit
fazin gézenek yapisini deforme etmesidir. Boylece monolit ile kolon duvari arasinda 6l

hacim olusarak kolon performansinmi etkilemektedir. Ayrica bu durum, kolondan kolona
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tekrarlanabilirligi zayiflatir ve dolgulu pargacik kolonlartyla karsilastirildiginda mekanik
kararsizliga neden olur (Shan ve Jones, 2022; Wu vd., 2008).

Monolitler tek bir yapr1 igerir. Bu nedenle 6zellikle nano-LC ve CEC gibi sistemler igin
hazirlanan mikro 6lgekli kapiler kolonlar etkin kromatografik ayirma saglamistir (Huck
vd., 2003). Pargacik dolgulu kolonlara gore biiyiik bir avantaja sahip olan monolitler,
gbzenek boyutlarina gore i) boyutlar1 2 nm’den kii¢iik olan mikro gézenekli yapilar, ii)
boyutlar1 50 nm’den biiyiik olan makro gézenekli yapilar, iii) boyutlar1 2-50 nm arasinda
olan mezo gozenekli yapilar olmak iizere {i¢ farkli sinifa ayrilmaktadir. En yaygin olarak
kullanilan mezo-gdzenekli monolitik yapilar, ortalama 130 boyutu ve yaklasik 300 m?/g
ylizey alaniyla yiiksek gecirgenlige sahiptir.

2.5.1. Hibrid Monolit

Yapilarinda organik ve inorganik kisimlar bulunan hibrit monolitler, kolay
hazirlanabilmeleri, yliksek ylizey alani, yiiksek gegirgenlik, genis pH degisim araliginda
uygulama, iyi mekanik ve termal stabilite gibi Ozellikleri nedeniyle alternatif kolon
malzemeleri olarak gelistirilmistir (Ou ve vd., 2015; Zajickova, 2017). Sekil 2.10 hibrit
monolit kolonunun SEM goriintiilerini gostermektedir (Z. Zhang vd., 2011). Sol-jel islemi
ile organik parcalarin silika yapisina girisiyle ilk hibrit monolit elde edilmistir (Hayes ve
Malik, 2000). Sol-jel, klik kimyasi ve halka agma polimerizasyonunun ana sentez yollaridir
(Gama vd., 2019). Alternatif olarak, yogunlastirmada 3-aminotrimetoksi silan gibi ikinci
bir islevsellestirilebilir silika maddesi kullanilir. Hibrit monolitler, kiral ayirmada
kullanilan diger sabit fazlara kiyasla {istlin enantiyosecicilik ve genis ylizey alanlari

nedeniyle enantiyomer ciftlerinin ayrilmasinda daha fazla ilgi gérmistiir (Lima vd., 2023).
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Sekil 2.10. Perfenilkarbamoillenmis B-siklodekstrin-silika (Ph-B-CD) hibrit monolit kolonun SEM goriintiisi
(Z. Zhang vd., 2011)

2.5.2. Silika Monolit

Dikkate deger bir bagka monolit tiirii, farmasoétiklerin analizinde yaygin olarak kullanilan
silika veya inorganik polimer sabit fazdir ve amino asitler ve flavonlar gibi diisiik
molekiiler agirlikli rasemik karigimlarin saptanmasinda tercih edilmektedir (Si-Ahmed vd.,
2012; Silva vd., 2017). Nakanishi ve Soga ekibi ilk olarak 1990’larin basinda silika bazl
monolitik kolonlar1 gelistirmistir (Staniak vd., 2020). 1996 yilinda Tanaka vd. literatiirde
ilk kez silika bazli monolitik yapilart gostermistir (Kimata vd., 1993; Nakanishi vd., 1998).
Silika bazli monolitler sol jel yontemiyle hazirlanir. Sol jel yontemi 1) alkoksi silan
molekiiliiniin hidrolizi, yani silanol gruplarinin olusumu (Si-OH) ii) alkoksi silan ve silanol
gruplari arasindaki polikondensasyon, yani siloksan (Si-O-Si) olusumu iii) suyun silanol
gruplari ile yogunlagmasi olmak iizere {i¢ asamadan olusur. Sol jel yonteminde genel olarak
fonksiyonel monomer olarak tetraetoksisilan (TEOS), gézenek olusturucu olarak polietilen
glikol (PEG), baslatici olarak ise asetik asit kullanilmaktadir. Silika monolitinin morfolojik
yapist monomer karigim orani, gozenek olusturucular ve solvent gibi faktorlerden etkilenir.
Tiim monolitik kolonlarin ana avantaji olan yiiksek gecirgenlik ve kiitle transferine karsi
diisiik direng¢ saglamanin yani sira, silika bazli monolitik kolonun 6zel bir avantaji, makro
gozeneklerinin ve mezo gdzeneklerinin, verilen analitik amaglar i¢in en iyi performansi
elde etmek iizere ayri ayri uyarlanabilmesidir (Hefnawy vd., 2023). Sekil 2.11 silika
monolit kolonunun SEM goériintiilerini géstermektedir (G. Yang vd., 2008).
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Sekil 2.11. Kopolimer Pluronic F127 silika monolitik kolonunun FE-SEM gériintiileri (G. Yang ve digerleri,
2008)

2.5.3. Polimer Monolit

Diger ilgi ¢ekici alternatif monolit tiirii, gegmisi 1960°lara dayanan polimer monolit siirekli
kat1 fazdir, ancak ilk organik polimer monolitik siirekli yatagi 1989°da tiretilmistir (Bakry
vd., 2009; Hjertén vd., 1989). Polimer monolit nano kolonlar 6zellikle omiks uygulamalari,
cevresel matrisler, tip, gida gilivenligi ve kalitesi, biyoanalitik kimya vb. i¢in umut verici
malzemelerdir (Vasconcelos Soares Maciel vd., 2020). Hem umut verici yeniden
tiretilebilirlik hem de ¢esitli islevsellik ve uygulamalara sahip monolitik kolonlar tiretmek
icin farkl islemler, kimyasallar ve deneysel tasarimlar denenmistir. Bu kosullar, bir
baslatict reaktif ve bir capraz baglayicinin eklenmesiyle polimerik Onciinlin sivi bir
cozeltisinin hazirlanmasini, polimerik ¢6zeltinin kolona eklenmesini ve kolonun yerinde
polimerizasyon reaksiyonuyla islevsellestirilmesini igerir (Lima vd., 2023). Polimer bazli
monolitler termal polimerizasyon, radyasyon polimerizasyonu veya fotopolimerizasyon
yoluyla hazirlanabilir. Oysa polimer monolitik nano kolonun hazirlanmas: asamasinda
kolonda kanal olusumunu engellemek yani aradaki bosluktan akis yoniiniin degiserek
monolitin ayrilmasin1 6nlemek amaciyla kolonun i¢ yiizeyi kovalent bagl olmalidir. Bu
amacla, bir polimer monolit ile nano kolonun duvar1 arasinda kovalent bir baglant1 iceren
basarili  bir polimer monolitik kolon hazirlamak i¢in silanizasyon islemi

gerceklestirilmelidir (Eeltink vd., 2021). Organik polimer karigimi, silanizasyon 6n islemi



34

ile monolitik bir polimer kolon elde etmek i¢in hazirlanan kilcal nano kolona enjekte edilir.
Organik polimer karisimi monomerleri, goézenek olusturucu ¢oziiciileri ve bir termal
radikal baglaticiy1 igerir. Organik polimer monolitlerinin sentezi, karisimin kapali bir
kalipta yerinde foto veya termo-aktiflestirilmis serbest radikal polimerizasyonuyla
gerceklestirilir (Svec, 2010). Homojen polimer monolitlerin taramali elektron mikrografi
Sekil 2.12°de goriilmektedir (Ghanem vd., 2022). Polimer bazli monolitler metakrilat bazli,
stiren bazli ve akrilamid bazli monolit olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir ve en yaygin
kullanilan monolitler metakrilat bazli monolitlerdir. Polimerizasyon reaksiyonunun siiresi
ve sicaklig1, porojen solvent se¢imi ve karisimdaki monomer/porojen solvent orani yiliksek
performansl ve gegirgen gozenekli metakrilat bazli monolit yapinin elde edilmesinde

onemli faktorlerdir (Neequaye ve El Rassi, 2023; Vlakh ve Tennikova, 2009).

Sekil 2.12. 1300x (sol) ve 25.000x (sag) SEM goriintiileri homojen gozenekli polimer monoliti gdsterir
(Ghanem vd., 2022)

Genel polimerizasyon islemi agsagida verilmistir:

1) Baglaticinin yeterli sicaklikta bozunmasi ile polimerizasyon baglar ve polimer
zincirlerinin bliytimesi gerceklesir.

i1) Reaksiyon karisiminda olusan polimer zincirlerinin ¢oziiniirliigii azalir ve polimer
zincirleri ¢okerek c¢ekirdek olusturur.

iii) Olusan g¢ekirdekler ortamdaki monomerlerle birlikte hacim olarak biyiir ve

mikrokiiresel yapilar veya agregatlar olusur.
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Sonug olarak morfolojik yapinin olugmasiyla olusan reaksiyon sonrasinda ortamda daha
kat1 ve daha az sivi olmak lizere iki faz olusur. Sivi faz yani gozenek olusturucu sistem
yikama ile uzaklastirilir ve gézenekli monolitik bir yap1 elde edilir (Bakry vd., 2007).
Monolitik kolonlar kiral ayrimlarin, afinite kromatografisinin ve biyoanaliz icin
biyomolekiillerin, gida kalitesi ve giivenliginin, tarimda c¢evresel kirleticilerin,
minyatiirlestirilmis kromatografik teknikte biyolojik matrislerin belirlenmesinde daha
hassas ve dogru sonuglar elde etmek i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir (Vasconcelos

Soares Maciel vd., 2020).

2.6. Kahvaltihik Gevrek

Saglikli beslenmede diyetin Oncelikli gorevi, bireyin metabolik ihtiyacini karsilayarak
gerekli miktarda enerji ve besin dgelerini saglamaktir. Ayrica beslenme bilimindeki son
gelismeler, diyetin sadece optimum sagligin olusmasinda ve gelismesinde degil, ayni
zamanda bazi hastaliklarin riskinin azaltilmasinda da onemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir (Mantzoros, 2009; Roberfroid, 2000; Anonim, 1999).

Kahvalti, saglikli beslenmenin 6nemli bir baglangici olarak kabul edilir. Diizenli kahvalti
tilketiminin kilo kontrolii, daha iyi bilissel islevler ve kardiyometabolik saglikla iligkili
oldugu bilinmektedir (Currie, 2012; Dhurandhar vd., 2014; Purslow vd., 2007; van der
Heijden vd., 2007). Bu faydalarinin yan sira kahvalti ¢ocuklarda davranig, okula devam
ve performansla da iliskilidir (Tolfrey ve Zakrzewski, 2012). Saglik agisindan bakildiginda
kahvalti, obezitenin ve genclerde eslik eden insiilin direnci, dislipidemi ve hipertansiyon
gibi kardiyometabolik bozukluklarin 6nlenmesinde etkili bir role sahiptir (Burke, 2006;
Chiarelli ve Marcovecchio, 2008). Kahvaltiy1 atlamanin olumsuz saglik sorunlarma yol
actig1 ve Ozellikle ergenlik ¢agindaki c¢ocuklarda kahvaltinin atlandigi belirtilmektedir
(Tolfrey ve Zakrzewski, 2012). Kahvalti igerigi iilkeye, yasa, cinsiyete, fiziksel aktivite
diizeyine ve diger faktorlere bagh olarak biiyiik 6l¢iide degisiklik gosterebilir. Kahvaltinin
sagladigi enerji alimi1 gilinliik enerjinin %15-25’ini igermelidir. Kahvalt1 tiiketimine iliskin
yapilan bir aragtirmada 4-18 yas arasi ¢ocuklarin %25-50’sinin diizenli tahil i¢eren kahvalti

tilkettigi belirtilmektedir (Song vd., 2006).
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Dengeli beslenmedeki rolii uzun yillardir bilinen kahvaltilik gevrekler giiniimiizde 6nemli
ve popiiler bir besin kaynagi haline gelmistir (Rufian-Henares ve Delgado-Andrade, 2009;
Williams, 2014; Williamson, 2010). Kahvaltilik gevrekler, pisirildikten sonra paketlenen
ve paketinden ¢ikarildiginda siit ilavesiyle tliketilebilen, tiiketime hazir tahil iiriinleri olarak
tanimlanmaktadir (Caligkan, 2019). Bunlar 6nemli bir vitamin ve mineral kaynaginin yant
sira potansiyel olarak biiyiik antioksidan ve fitodstrojen kaynaklaridir (Baublis vd., 2000;
Miller vd., 2000; Ryan vd., 2011). Kahvaltilik gevrekler enerji (350-400 kcal/100g), besin
ogeleri (vitaminler ve mineraller), tahillar ve diyet lifi gibi saglik odakl1 bilesenlere sahip
saglikli kahvalti tirtinleridir (Guy, 2001). Kahvaltilik gevrekler granola ve tahillar, kuru
meyveler, kuruyemigler ve ¢ikolata parcalariyla zenginlestirilebilir. Pullu, sisirilmis, kiip

ve parcali formlarda iretilebilirler (Sekil 2.13). Kahvaltilik tahillar ekstriizyon teknigi ile

yiiksek sicaklik ve basing altinda pisirilip kaplanmaktadir (Wiemer, 2018).

Sekil 2.13. Kahvaltilik gevrek cesitleri (https://www.bbc.co.uk/food/articles/choosing_right_cereal;
https://www.petitegourmets.com/tr/yemek-bilgileri/en-iyi-10-kahvaltilik-gevrek)

Granola tipi kahvaltilik gevrekler genel olarak karbonhidrat orani yiiksek, yag orani diisiik
ve 1yi bir lif kaynagidir. Bu kahvaltilik gevrekler genellikle yulaf, arpa, ceviz, yer fistig1 ve
bugdaydan yapilarak, seker, bal, malt 6zii, vitaminler, minerallerle zenginlestirilir. Yiiksek
kalorili bu iiriinler sadece giinliik kahvaltida degil, yiiriiyiise veya kampa giden bireyler
tarafindan da tiiketilmektedir. Granolali bu iirlinler siklikla yogurt, bal, meyve ve siitle
tilketilir. Ayrica ¢esitli hamur isleri ve tatlilar siislemek i¢in de kullanilmaktadir (Joy,
2016). Bu nedenle tam tahillar kahvaltilik gevreklerin se¢iminde 6nemli bir faktordiir

(Thomas vd., 2013). Geleneksel yiyeceklerde ve kahvaltilik gevreklerde yaygin olarak


https://www.bbc.co.uk/food/articles/choosing_right_cereal
https://www.petitegourmets.com/tr/yemek-bilgileri/en-iyi-10-kahvaltilik-gevrek
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kullanilan musir, karbonhidrat, yag ve protein agisindan zengindir. Lif, vitamin ve
mineraller agisindan zengin olan musir, gluten igeriginin diisiik olmasi nedeniyle siklikla
tikketilmektedir (Joy, 2016). Kahvaltilik gevrek yapiminda kullanilan diger bir tahil olan
bugday da iyi bir makro (nisasta, protein) ve mikro (vitamin ve mineral) bilesen kaynagidir.
Bugday genellikle kalori kaynagi olarak goriilse de glutamin, prolin ve 18sin agisindan
diyete 6nemli amino asit igerigi saglar (Sargin, 2019). Kahvaltilik gevreklerin bir bagka
kaynagi yulaf ve yulafla hazirlanan gidalar olup, yiizyillardir Avrupa’da beslenmenin
onemli bir parcast olmustur (Arendt ve Zannini, 2013). Yulaf unu ve kepegi genel olarak
tahil, ekmek, biskiivi, bebek mamasi, miisli ve granola bar tliretiminde kullanilmaktadir.
Yulaf ve yulaf tiirevi iriinler dikkat ¢ekici fizyolojik etkilere ve besleyici ozelliklere
sahiptir. Yulaf ayn1 zamanda iyi bir ¢oziiniir diyet lifi olan B-glukan kaynagidir ve ayni
zamanda yiiksek tokoferol ve dogal antioksidan kaynagi olarak da bilinir. Yulafin protein
icerigi bugdayinkine benzerken, yulafin karbonhidrat igerigi piring, misir ve arpadan daha

zengindir (Arendt ve Zannini, 2013).

Aragtirmalar sonucunda kahvaltilik gevrek tiikketiminin saglikla yakindan iligkili oldugunu
tespit edilmistir. Kahvaltilik gevrekler kardiyovaskiiler risk faktorlerini %10-12 oraninda
azaltmakta ve glikoz ve insiilin metabolizmasini olumlu yonde etkileyen lif, yag, vitamin
ve mineraller gibi 6nemli besin 6gelerini igermektedir (Foster-Powell vd., 2002; Venn ve
Mann, 2004).

Ayrica kahvaltilik tahillarda 6nemli biyoaktif 6zellikler olan fitodstrojenler ve fenolik
asitler de mevcuttur (Djoussé¢ ve Gaziano, 2007). Kahvalt1 6giinlinde tahil tiiketmenin
onemli besinsel faydalar1 oldugu ve Kahvalti Kalite indeksini arttirdig1 bildirilmektedir
(Monteagudo vd., 2013). Yapilan bir aragtirmaya gore siitle tiiketilen besleyici kahvaltilik
gevreklerin ¢cocugun ihtiyag duydugu vitamin ve minerallerin ¢ogunu sagladigi rapor
edilmistir (Abrams ve ark. 2001). Bir aragtirmada, diizenli olarak tahil tiiketenlerin, daha
az tahil tiikketen ve tiiketmeyenlere kiyasla daha yiiksek karbonhidrat, daha yiiksek toplam
seker, daha diisiik yag, daha diisiik kolesterol, gelismis mikro bilesenler, daha yiiksek siit
alimi ve daha diisiik serum kolesterol konsantrasyonuna sahip oldugu ortaya ¢ikmistir
(Mullan ve Singh, 2010). Kahvaltilik tahil tiikketimi yillara gore degisiklik gosterse de son
yillarda tahillara olan talepte artis gozlenmektedir (Guy, 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller
3.1.1. Kimyasallar ve Taze Ar1Poleni Ornekleri

Tez galigsmas1 kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler analitik reaktif safliginda olup

asagida listelenmistir:

Asetonitril (ACN) (%99 LC-MS Grade) : Merck A.G (Darmstadt, Almanya)
Metanol (MeOH) (%99 LC-MS Grade) : Merck A.G (Darmstadt, Almanya)
Etanol (EtOH) (LC Grade) : Isolab

2- Propanol (HPLC igin, izokratik Grade) : Carlo Erba

Alkilbenzenler : Merck (Darmstadt, Almanya)
2,2'-Azobisizobiitironitril (AIBN) : Merck A.G (Darmstadt, Almanya)
Etilen dimetakrilat (EDMA, %99) : Sigma-Aldrich

Lauril metakrilat (LMA, Lot: MKCL9070) : Sigma-Aldrich

Koenzim Q10 (%98, HPLC, Lot: SLCF9505) : Sigma-Aldrich

Poli (etilenglikol) (PEG, Lot: BCCD8009) : Sigma-Aldrich

Aseton (Lot: 17F154029) : VWR Chemicals

Sodyum hidroksit (NaOH) : Biontech Co. Ltd.
3-trimetoksisilil propil metakrilat (TMSPM, %98) : Sigma-Aldrich

Poli (etilenglikol) (PEG, Lot: BCCD8009) : Sigma-Aldrich

Aseton (Lot: 17F154029) : VWR Chemicals

Sodyum hidroksit (NaOH) : Biontech Co. Ltd.

3-trimetoksisilil propil metakrilat (TMSPM, %98) : Sigma-Aldrich

Bingol’iin Merkez, Karliova, Solhan, Kig1 ve Yayladere olmak iizere 5 farkli ilgesinden
taze ar1 poleni temin edildi. May1s 2022 tarihinde her ilgeden tiger adet olmak iizere toplam
on bes farkli taze ar1 poleni topland: (Sekil 3.1). Taze ar1 polenleri Merkez Kartal Koyt
(M1), Merkez Saban Koyl (M2), Merkez Kuruca (M3); Adakli Merkez (A1), Adaklh
Karbasan (A2), Adakli Arica Kdyii (A3); Yayladere Kirkdy (Y1), Yayladere Merkez (Y2),
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Yayladere Batiayaz (Y3), Solhan Hazarsah Yaylasi (S1), Solhan Yaylasi (S2), Solhan
Ovasi (S3), Karliova Merkez (K1), Karliova Kiragtepe (K2) ve Karliova Catak (K3)

bolgelerine aittir.
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Sekil 3.1. Bingdl bolgesinden toplanan taze ar1 polenleri

3.1.2. Alet ve EKipmanlar

Kromatografi analizi i¢gin Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 serisi- NCS, 3500 RS,
ProFlow nano-LC cihazi kullanildi (Sekil 3.2). Bu tez ¢alismasinda kullanilan tiim alet ve

ekipmanlar asagidaki gibidir:
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Sekil 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan nano-LC

ProFlow-Nano-LC (Ultimate 3000 series)
Detektor (Ultimate 3000 series)
Otosampler (Ultimate 3000 series)
Pompa (Ultimate 3000 series)

Santrifiij

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
Vorteks

TSP050375 50 um i.d. ve 363 pm o.d
Ultra Saf Su Cihaz1

Ultrasonik Su Banyosu

Hassas Terazi

Su banyosu

15 ml Falkon Santrifuj Tiip (Lot: 18229)
Siringa Filtre (0,20 um) (Lot:02821008)
Otomatik Pipet

Reducing Union (1/160' to 360 pm) SS
FS Tubing (S/N: L-P112240)

Filtre Kagidi (640 m; Lot: CC115049)

40

Rt !
-

: NCS-3500 RS Thermo Scientific Dionex
: VWD-3400RS Thermo Scientific Dionex
: WPS-3000TPL Thermo Scientific Dionex
: NCP-3200RS Thermo Scientific Dionex

: Hermle 2327 K

: Zeiss, Evo-50

: WN-2800

: BGB Analytic

: Direct-QR-3 Millipore Corporation (USA)
: WUC-DO6H

: HR250AZ (252 g/0,1 mg)

: WF-SB11

: Bioedical (China)

: Corning NY 14831

: Eppendorf

: VICI Valco

: VICI Valco

: Macherey- Nagel (Germany)
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Isitmal1 Karistirict : MS300HS

Chroma Meter CR-5 : Konica Minolta, INC (Japan)

LED Mikroskop : Leica DM 2500, Leica Microsystems
(Germany)

Ultrasonik Banyo : Wisd, Daihan Scientific (Korea)

Santrifiij : Eppendorf SE (Hamburg, Germany)

Cam Tiip (14 ml), Cutter, GC Septa, Mikroskop camlar1 (Cat. No: 7102)

3.2. Yontem
3.2.1. Monolitik Nano Kolonun Silanlanmasi

Silanizasyon, monolitik kolonun polimerizasyon asamasindan once gerceklestirilen 6n
hazirlik islemi olup, fused silika kapiler kolonlarin i¢ duvarinda hidrolize silanol
gruplarinin yogunlagmasii saglar. Fused silika kapiler kolonlarinin i¢ yiizeyindeki
siloksan gruplari, sonraki polimerizasyon i¢in baglayict gorevi goren silanol gruplarinin
yogunlugunu arttirmak amaciyla vinilizasyon igin 6n isleme tabi tutulur. Kapiler i¢ yiizeyin
silanizasyonu, yliksek basinca dayanikli ve mekanik olarak stabil kolonlar hazirlamak,
kanallagsmay1 onlemek, yani monolitin akisla ayrilmasini 6nlemek i¢in polimerin kolon
duvarimnin i¢ yiizeyine kovalent baglanmasini saglar (Aydogan vd., 2013; Eeltink vd., 2021,
Gusev vd., 1999). Silanizasyon islemi literatiirdeki ¢alisma modifiye edilerek uygulandi
(Aydogan, 2016). Silanizasyon isleminde oncelikle 50 pm i.d’lik fiizyonlu kapiler
kolondan cutter ile 50 cm kesildi. Daha sonra bu bos kapiler kolon, 15 dk boyunca 0,5 M
NaOH ile islendi ve ardindan 15 dk boyunca saf su kullanilarak yikandi. Silanizasyon
isleminin her asamasinda 1 ml’lik farkli siringalar kullanildi. Daha sonra sirasiyla 15 dk
MeOH ve 15 dk boyunca %50-50 oraninda hazirlanan TMSPM/MeOH karigimi kolondan
gecirildi. Son olarak kolonun her iki ucu da GC septa ile kapatildi ve 6nceden ayarlanmis
35°C’lik su banyosunda 18-20 saat bekletildi. 18 saat sonra kolon su banyosundan ¢ikarildi
ve silanize edilmis kapiler kolon, 15 dk boyunca MeOH ile yikandi. Daha sonra kolonun
kurumasi i¢in 5 dk boyunca aseton ile muamele edildi. Son olarak kolonun tamamen

kurumasi i¢in 24 saat 50°C sicakliktaki etiivde bekletildi.
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3.2.2. Monolitik Nano Kolonun Hazirlanmasi

Monolitik kolon elde etmek i¢in, ana monomer olarak LMA (%23,62 w/w) ve capraz
baglayict olarak EDMA (%11,65, w/w), termal baslatict olarak AIBN (%0,03 w/w) i¢eren
polimerik ¢6zelti ve porojenik ¢oziicii olarak PEG-metanol (64.7 w/w) ¢ozeltisi 2 ml’lik
eppendorf tiipli igerisinde hazirlandi. Homojen bir karisim elde etmek igin ¢ozelti
ultrasonik su banyosunda (WUC-DO06H) yaklasik 1 dk bekletildikten sonra vorteks ile
karigtirildi. Nihai polimerizasyon ¢ozeltisi daha sonra 1 ml’lik bir siringa kullanilarak
silanize edilip, silika kapiler kolona enjekte edildi. Kolonun her iki ucu GC septa ile hizli
bir sekilde kapatilip, polimerizasyon isleminin baglamasi i¢in 65°C’deki su banyosunda 20
saat bekletildi. Polimerizasyondan sonra kolon, reaksiyona girmemis polimerleri kolondan

uzaklastirmak i¢in 500 nL/dk akis hizinda 1 saat boyunca ACN:H20 (%80:20, v/v) ile

yikand1. Sekil 3.3 monolitik kolon basamaklarinin hazirlanmasini géstermektedir.

am
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Sekil 3.3. Monolitik nano kolonun hazirlanma agamalari
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3.2.3. Kromatografik Sartlar

Toluen, etilbenzen, propilbenzen, biitilbenzen, pentilbenzen, igeren alkilbenzen ¢ozeltisi
ACN ve H20 icerisinde ¢ozdiiriildii. Taze olarak hazirlanip +4°C’de saklandi. Alkilbenzen
¢ozeltisi icin UV-VIS dedektor dalga boyu 200 nm’ye ayarlandi. Arit polenindeki
KoQ10’un kromatografik kosullar su sekilde ayarlandi:

Akis Hizi : Tul/dk

Basing : 310 bar

Sicaklik :23,9°C

Analiz Siiresi : 20 dk

Enjeksiyon Hacmi  : 0,010 uL

Mobil Faz : MeOH: EtOH: 2-Propanol (2:1:1)
Dalga boyu : 200-275 nm

3.2.4. Taze Ar1 Poleninden Koenzim Q10 Ekstraksiyonu

Koenzim Q10, daha once bildirilen bir solvent ekstraksiyon yontemi modifiye edilip
kullanilarak, Bing6l ilinin 15 farkli bolgesinden temin edilen taze ari1 polenlerinden
ekstrakte edildi (Roman-Pizarro vd., 2017). Ozetle, 0,5 g taze ar1 poleni 10 mL
MeOH:EtOH:2-PrOH (2:1:1) igerisinde karistirilarak homojenlestirildi. Homojenize
edilen 6rnekler Hermle Z327 K santrifiij kullanilarak 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatan sivi dikkatlice 15 ml’lik bir santrifiij tiipline aktarildi. Daha
sonra bu tiip hizli bir sekilde 5000 rpm’de 5 dk siireyle tekrar santrifiij edildi. Stipernatan
kisim filtre kagidindan ve daha sonra siringa filtresinden hizli bir sekilde stiziildii. Son
olarak ar1 poleni ekstraktlari cam tiiplere aktarilarak aliiminyum folyoya sarilip, +4°C’de

sakland1. Sekil 3.4’te taze ar1 poleni ekstraksiyonunun agamalari sirastyla verilmistir.



44

Sekil 3.4. Taze ar1 poleninin ekstraksiyon islemi: A: Tartilan 6rnekler, B: Homojenize edilen 6rnekler, C:
ik santrifiijiinden sonra drnekler, D: ikinci santrifiijiinden sonra drnekler; E: Ekstraktlar1 edilen drnekler
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3.2.5. Taze An Polenlerinin Palinolojik Analizi

Bing6l bolgesinden temin edilen taze ar1 polenlerinin bitkisel kaynagini belirlemek
amaciyla palinolojik analizi literatiirde uygulanan yontemle yapilmistir (Barth vd., 2010).
2 g ar1 poleni tartilip, 13 ml %70 EtOH igerisinde ¢oziildii. Karisim oda sicakliginda 30 dk
bekletildikten sonra ar1 poleninin homojenize olmasi igin 40°C’deki ultrasonik su
banyosunda (Wisd, Daihan Scientific, Kore) 5 dk bekletildi. Bu tiipler Eppendorf SE
santrifiij (Hamburg, Almanya) kullanilarak 3500 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Yiiksek yag
icerigine sahip ar1 poleni Ornekleri, santrifiijden hemen sonra iki kez %70 EtOH’a tabi
tutulup tekrar santrifiij edildi. Daha sonra dipte kalan ¢okelti 1:1 gliserin-su karistminda
eritilerek, homojenize edilen karisimdan 20 pL lam {izerine yerlestirildi ve 1sitmali
karistiricida bazik fuksinli gliserin jelatin ilave edilerek ar1 poleni preparatlari hazirlandi
(Sekil 3.5) (Cobanoglu vd., 2023). Daha sonra ar1 poleni 6rneklerinden olusturulan
preparatlar Leica DM 2500 optik mikroskop altinda 600X ve 1000X objektifler
kullanilarak incelendi. Incelenen polen preparatindaki polen taneleri familya, cins ve tiir
bazinda teshis edildi. Takson ayrimi yapilmadan hazirlanan her preparatta 500°den fazla
polen tanesi sayildi (Barth vd., 2010). Incelenen 6rneklerin polen bilesimi su sekilde
siiflandirildi: %15-45 oraninda polen yoksa %80 veya %46-80 oraninda tek bir polen
tiirtinden olusuyorsa monofloral; biri %46-80, digeri %15-45 veya iki tiir %46-80 olmak
tizere iki gesit polen tiirii igeriyorsa bifloral; ve ikiden fazla polen tiirii igeren multifloral
olarak adlandirildi (Barth vd., 2010; Nandi ve Karmakar, 2018).
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Bingol Merkez, Bingol | 202:

Sekil 3.5. Taze ar1 poleni rneklerinin palinolojik analizi: A: 1k santrifiijlenmeden sonra ar1 poleni, B: ikinci
santrifiijlenmeden sonra ar1 poleni, C: Bazik fuksinli gliserin jelatinli ar1 poleni preparatlari

3.2.6. Taze Ari Poleni ve Kahvaltiik Tahil Orneklerinin Renk Analizi

Bingol’tin 15 farkli bolgesinden toplanan taze ar1 poleni 6rnekleri, kontrol ve taze ar1 poleni
katkili kahvaltilik gevrek oOrneklerinin renk analizinde Chroma Meter CR-5 (Konica
Minolta) renk 6l¢iim cihazi kullanildi. Toz haline getirilen numuneler kuvars kiivete
konuldu (Sekil 3.6). Her bir 6rnek i¢in analiz {i¢ kez tekrarlandi ve sonuglarin ortalamasi
alindi. Renk analizinde L, a ve b degerleri 6lgiildii. L, koyuluk/agiklik (0: siyah; 100:
beyaz); a (-a, yesillik; +a, kirmizilik); ve b (-b, mavilik; +b, sarilik) degerlerini
tanimlamaktadir (Adaskeviciaté vd., 2019).
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Sekil 3.6. Taze ar1 polenlerinin renk 6l¢timii

3.2.7. Kahvaltiik Gevrek Uretimi ve Duyusal Analizi

Tam tahilli kahvaltilik gevrek lretiminde en yiiksek koenzim Q10 igerigi tespit edilen
Solhan Hazarsah Yaylasi taze ar1 poleni kullanildi. Tam tahilli tahil hamuru i¢in bugday
unu (%48), seker (%12), tuz (%2), yag (%7), su (%15), siit (%15) ve ar1 poleni (%]) toz
haline getirilip karisitirilarak gevrek hamuru elde edildi. Kontrol grubu i¢in hamura ari
poleni eklenmedi. Kahvaltilik gevrek hamuru, hamur kalibryla sekillendirildi ve daha sonra
ev tipi firinda 120 °C’ de 7 dk pisirildi (Sekil 3.7). Daha sonra kahvaltilik gevreklerin
duyusal analizleri yapildi. Duyusal analiz igin panelistlerden kontrol ve optimum
kahvaltilik gevrekleri goriiniim, doku, tat ve genel kabul edilebilirlik agisindan hedonik
olgekte 1-5 puan vererek degerlendirmeleri istendi (RBK Anandito vd., 2021). Bu teknikte
kahvaltilik gevrek oOrnekleri panelistler tarafindan goriinim (renk), doku (sertlik ve
gevreklik), tat ve lezzet, siitte yumusama ve genel kabul edilebilirlik agisindan 1 (¢ok kotii,
begenmedim) ve 5 (gok iyi, begendim) olarak degerlendirildi. Duyusal testten elde edilen
verilerin analizinde IBM SPSS 25 Istatistik (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) paket
programindaki Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Karsilagtirilabilir veri gruplari

tek yonlii ANOVA (Duncan) Testi ile degerlendirildi; p<0,05 anlamli kabul edildi.
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Sekil 3.7. Kahvaltilik gevrek iiretimi

3.2.8. Yontem Dogrulamasi

LMA tabanli monolitik nano kolon ile gelistirilen nano-LC yontemini degerlendirmek i¢in
LOD, LOQ ve dogrusallik ile bir yontem dogrulamasi denendi. Bu iglem yayimlanmig
literatiire gore gergeklestirildi (Aydogan vd., 2013; Demir ve Aydogan, 2022). 0,01, 0,1,
1, 50, 100 mg/kg KoQ10’un standart ¢ozeltileri, 200 mg/kg’lik bir stok ¢6zelti kullanilarak
hazirlandi. Bu c¢ozeltiler, etanol, metanol, 2-propanol (2:1:1 v/v) igeren bos ¢oOzelti
kullanilarak hazirlandi. LOD (n = 3) ve LOQ (n = 5) eklenmis numuneler kullanilarak
hesaplanmistir (Demir ve Aydogan, 2022). Geri kazanim ve tekrarlanabilirlik degerleri, lig

konsantrasyon seviyesinde eklenen numuneler kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Monolitik Nano Kolonun Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Nano-LC sisteminde tiim monolitik nano kolon tiplerinde yiiksek ayirma veriminin elde
edilmesi son derece 6nemlidir (Aydogan vd., 2019). Bu tezde, i¢ ¢ap1 50 um olan yeni bir
monolitik nano kolon, ana monomer olarak LMA ve capraz baglayici olarak EDMA
kullanilarak yerinde polimerizasyon yoluyla test edildi. Bahsedilen yeni monolitik nano
kolonun hazirlanmasi i¢in polimerizasyon ¢ozeltisi igerigi daha 6nceki bir calismaya gore
degistirildi ve uyarlandi (Aydogan vd., 2013). Monolitik nano kolonun hazirlanmasi i¢in
ana monomer olarak LMA kullanildi. Hem monomerlerin hem de porojenik ¢ozeltinin
cesitli igerikleri (0rnegin, metanol i¢cindeki PEG miktar1) da incelendi (Tablo 4.1). Bu
denemelerde monolitik kolonun tikanmasi nedeniyle LMA igeriginin artmasi (%24’ten

(w/w) fazla) dolay1 akis hiz1 elde edilemedi.

Tablo 4.1. Monolitik nano kolon denemeleri

su
TARIH | KOLONID | LMA | EDMA | PEG/METHANOL | AIBN | BANYOSU | AKI R?
(uL) | (uL) (nL) (mg) | (CO)VE $
SURE
400
271021 | 50 um-13cm | 104 56 | (204 mg PEG/ 1 ml 5 | 65°C-20sa | Var | R?=0,9996
MeOH)
400
171121 | 50 um-13cm | 104 56 | (306 mg PEG/ 1 ml 2 | 65°C-20sa | Var | R?=0,9999
MeOH)
400
221121 | S0um-13cm | 104 56 | (356 mgPEG/1ml | 2 |065°C-20sa | Var R?=1
MeOH)
400
221121 | S0um-13cm | 104 56 | (325mgPEG/1ml | 2 |65°C-20sa | Var | R?=0,9999
MeOH)




Tablo 4.1. (Devam) Monolitik nano kolon denemeleri

50

suU
TARIH | KOLONID | LMA | EDMA | PEG/METHANOL | AIBN | BANYOSU | AKI R?
(uL) | (uL) (uL) (mg) | (O)VE $
SURE
400
241121 | SOum-13cm | 194 56 | (325mgPEG/1ml| 2 |65°C-20sa | Var | R®=0,9988
MeOH)
291121 | 50 um-13cm | 130 65 400 2 65°C-20sa | Var | R?=0,9999
(325 mg PEG/ 1 ml
MeOH)
400
301121 | SOum-17cm | 146 72 | (325mgPEG/1ml | 2 |65°C-20sa | Var R%=1
MeOH)
400
081221 | SOmum-17cm | 146 | 72 | (325mgPEG/1ml| 2 |65°C-20sa | Var | R?=0,9999
MeOH)
400
040122 | SOum-17cm | 156 | 72 | (325mgPEG/1ml | 2 |65°C-20sa | Var | R?=0,9999
MeOH)
400
141122 | 50 pm-17cm | 146 72 | (325 mg PEG/ 1 ml 2 | 65°C-20sa | Var | R?=0,9999
MeOH)

On deneme sonuglarina gore, polimerik ¢ozeltinin hazirlanmasinda LMA (agirlikca

%23,62) ve EDMA (agirlik¢a %11,65) kullanilirken, MeOH’daki PEG igerigi agirlik¢a

%64,5 idi. Kolondaki farkli segmentlerden alinan SEM goériintiilerinden elde edilen bilgiye

gore, daha yiikksek LMA igeriginin sabit fazin yapisini etkiledigi gozlendi. 50 pm i.d’nin
SEM goriintiileri LMA kolonu Sekil 4.1 A, B’de verilmistir. Sekil 4.1°de goriildiigi gibi A

ve B LMA kolonu kilcal kolonun i¢ yiizeyinde homojen bir dagilima sahiptir. Bu sonuglara

gore 300 nm’ye kadar nanoglobiillerin elde edilebilecegi anlasildi. Monolitik kolonun

mekanik stabilitesi, ¢esitli akis hizlarinda kolonun kars1 basinci 6lgiilerek belirlendi.
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Sekil 4.1. LMA kolonunun (A) x2150 (B) x9500 biiyiitmeli SEM gériintiileri (Aydogan vd., 2023)

Monolitik nano kolonun farkli hareketli fazlara sahip mekanik stabilitesi Sekil 4.2A,B’de
gosterildigi gibidir (Aydogan vd.,2023). Mekanik stabilite her iki mobil fazda da iyi bir
korelasyon gosterdi (yani 0,9994’ten fazla). Ayn1 kimyasal kosullar altinda {i¢ monolitik
kolon hazirlandi ve kolonlar, goreceli standart sapmalar (RSD’ler) ile degerlendirilen nano-
LC’de ¢alismadan galismaya, giinden giine ve kolondan kolona tekrarlanabilirlik agisindan
test edildi. Calismadan g¢alismaya, giinden giine ve kolondan kolona tekrarlanabilirlik
degerleri sirastyla yaklasik %2,1, %3,2 ve %3,1 (n = 3) idi. LOD, LOQ ve dogrusalligin
yani sira hassasiyet yontemi kullanilarak gelistirilen monolit ile nano-LC kullanilarak
polen 6rnekleri denendi. LOD degeri 0,05 pg/kg, LOQ degeri 0,48 pg/kg ve R? degeri ise
0,9992 olarak hesaplandi. Sonug olarak geri kazanim degerleri ekstraksiyondan once
eklenen bir analitin ortalama pik alaninin ekstraksiyon sonrasi eklenen bir analitin ortalama
pik alanina oranina dayanir ve her bir ekleme seviyesinde bes tekrar gerceklestirilerek (n =

5) 100 ile carpildi; sonuglar ise iyi bir dogrusallik sergiledi (R?> 0,99).
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Sekil 4.2. Mobil fazlar A: ACN/H20 (%80:20, v/v) ve B: EtOH/2-PrOH (%80:20, v/v) ile LMA kolonunun
akis hizina kars1 basing grafigi (Aydogan vd., 2023)

Test probu olarak etilbenzen (bosluk isaretcisi olarak tiyoiire) ile tekrarlanabilir bir tutma,
RSD degerlerinin <%3,18’1 olarak gosterilmistir. Bu sonug, 800 nL/dk akis hizinda 1,8
dakikadan daha az siiren alikonma siiresinde higbir degisiklik olmadan %85/15 (v/v)
ACN/H20 mobil faz1 kullanilarak elde edildi (Sekil 4.3). Sonug olarak {imit verici bir

hidrofobik monolitin elde edilebilecegi sonucuna varildi.
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Sekil 4.3. Performans degerlendirmesi igin kullanilan karigiminin ayirma kromatogrami Kromatografik
kosullar: mobil faz, ACN:H20 (%85:15, v/v); akis hizi, 800 nL/dak; enjeksiyon hacmi: 4 nL; algilama dalga
boyu: 254 nm; zirveler: 1: tiyoiire ve 2: etilbenzen (Aydogan vd., 2023)

Monolitik kolonun kromatografik karakterizasyonu, toluen, etilbenzen, propilbenzen,
biitilbenzen ve pentilbenzeni iceren bes homolog ABs kullanilarak gergeklestirildi.
Izokratik ayirma, 600 nL/dk’lik bir akis hizinda mobil faz olarak ACN:H20 (%80:20, v/v)
kullanilarak denendi. Kosullar bir 6nceki ¢calismaya gore optimize edildi (Aydogan, 2016;
Aydogan vd., 2022). Sekil 4.4A°da gosterildigi gibi ABs’lerin monolit ile kromatografik
olarak ayrilmasinda yeterli tutma saglanamadi. ACN igerigi %60’a diisiirtildiiglinde istenen
ayirma elde edildi (Sekil 4.4B). Bu, hidrofobik etkilesimlerin AB’lerin ayrilmasinda ve

LMA kolonunun hidrofobikliginde 6nemli bir rol oynamasina baglanabilir.
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Sekil 4.4. Alkilbenzenlerin LMA kolonunda farkli ACN igeriklerinde kromatografik olarak ayrilmasi
Kromatografik kosullar: A: mobil faz: ACN:H,O (%80:20, v/v); analit konsantrasyonu: 0,04 pg/mL;
algilama dalga boyu: 200 nm; akis hizi: 600 nL/dk; pik sirasi: 1: toluen 2: etilbenzen, 3: propilbenzen, 4:
biitilbenzen ve 5: pentilbenzen. B: Mobil faz ACN:H,0 (%60:40, v/v); diger kosullar A ile aynmidir (Aydogan
vd., 2023)

Gelistirilen LMA bazli kolonun verimliligi, ¢oziinen maddenin biiyiik 6lclide sabit faz
parcacik boyutu (dp) ve diflizyon katsayilar1 (Dm) tarafindan kontrol edilen ii¢ terim
tarafindan yonlendirilen bilesik bir egri olan etilbenzen i¢in Van Deemeterplots’a gore
degerlendirildi (L.R. Snyder vd., 2011). Monolitik kolon, N~35.000 plaka/m’de iiretilen
500 nL/dk’lik akis hizina karsilik gelen 1 mm/s’lik dogrusal mobil faz hizinda 9 pm
iizerinde iirlin verdi (Sekil 4.5). Calismamizda ar1 poleni 6rneklerinde KoQ10 analizi i¢in
50 m i.d’lik yeni bir monolitik kolon gelistirilmistir. Hidrofobik sabit faza sahip bu
kolonun, hidrofobik etkilesimlere dayali olarak KoQ10’un kromatografik ayrimi igin
uygun oldugu bulunmustur. Gelistirilen kolonun, hidrofobik bir etkilesim mekanizmasi
yoluyla iyi bir sekilde ayrilabilecegini ve bu da KoQ10’un tutulmasini saglayabilecegini

gostermistir.
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Sekil 4.5. Monolitin Van Deemter egrileri. Kromatografik kosullar: mobil faz, ACN:H,0 (%85:15, v/v),
enjeksiyon hacmi: 4 nL (Aydogan vd., 2023)

4.2. Calisma Tasarim

Diyetimizin 6nemli bir kismi1 olan KoQ10, hayvansal ve bitkisel bazli gidalarda bulunur.
Sekil 4.6, bir kinon grubu ve izoprenoid birimlerinin hidrofobik bir yan zincirini igeren

KoQ10’un yapisin1 gdstermektedir.

Sekil 4.6. KoQ10’un yapisi (Aydogan vd., 2023)
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4.3. Yiikleme Kapasitesi

Kolonun yiizey alan1 6nemli bir rol oynadigindan, kolon ylikleme kapasitesi tepe seklini
bliylik olgiide etkileyebilir. Kapasite kolonun i¢ c¢apina baghdir. KoQI10’nun
ayrilmasindaki numune yiiklemesi, 20 nL’lik enjekte edilen numune hacmi uygulanarak
0,05 ila 5 mg/mL arasinda degisen ¢esitli KoQ10 konsantrasyonlarinin enjekte edilmesiyle
incelenmistir. KoQ10 yiikleme kapasitesi 0,4 mg/mL olarak belirlendi. Kii¢iik bir numune
hacminde tepe genisliginin lizerinde %10 oraninda artig saglanirken, yar1 yiikseklikte
karsilik gelen tepe genisligi (W12) kullanilarak elde edildi. Sekil 4.7, 50 um-15 cm LMA
bazli monolit kolonun test sonuglarini gostermektedir. Burada gosterildigi gibi, 0,4
mg/mL’de KoQ10 i¢cin W12’nin tepe genisliginin lizerinde %25 arttig1 goriilmektedir.
Sonug olarak monolitin KoQ10 ayrimi i¢in iyi bir yiikleme kapasitesine sahip oldugu tespit
edildi ve monolitin KoQ10’nun ayrilmasi i¢in iyi bir yiikleme kapasitesine sahip oldugu
tespit edildi.
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Sekil 4.7. KoQ10 kullanilarak 50 um-15 ¢cm monolitik kolonun yiiklenebilirlik testleri. Kromatografik
kosullar: mobil faz: MeOH: 2-PrOH: EtOH (2:1:1 h/h), %0,1 TFA ile; akis hizi: 500 nL/dk; enjeksiyon
hacmi: 20 nL (Aydogan vd., 2023)
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4.4, Nano-LC I¢in Numune Hazirlama ve Kromatografi Kosullarinin Optimizasyonu

Kosullar1 optimize etmek i¢in mobil faz igerigi, akis hi1z1 ve enjeksiyon hacmi gibi ¢esitli
parametreler arastirilirken, yayinlanmis literatiire gére hidrofobik bilesiklerin kullanimina
bagli olarak bazi parametreler degistirildi. KoQ10, ACN:2-PrOH veya MeOH:2-PrOH gibi
cesitli solvent sistemlerinde iyi ¢6zilinlirken, uygulanan diisiik akis hiz1 (6rn. 500 nL/dak)

nedeniyle EtOH:2-PrOH’nin nano-LC i¢in uygun olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Farkli solvent sistemleriyle saatlik 100 ppm KoQ10 ¢oktiirme denemeleri: 1) ACN:2-PrOH (2:1
viv; 2) MeOH:2-PrOH (2:1 v/v) 3) EtOH:2-PrOH (2:1 viv)
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Yayinlanan literatiir g6z 6niine alindiginda (Ercan ve El, 2011; Xue vd., 2012), MeOH:2-
PrOH:EtOH’lu solvent sistemi ¢esitli oranlarda denenmistir. Daha sonra her bir solventin
orani sirastyla MeOH:2-PrOH:EtOH (%2:1:1, v/v) olarak se¢ildi. LM A, monolitik kolonun
yapisinda hidrofobik bir ajan olarak hidrofobik etkilesimler saglamistir. Sonu¢ olarak
monolit, KoQ10 ile giiclii bir sekilde etkilesime girerek nétr kosullar altinda tutulmasini

saglamistir.

Nano-LC’de ayirma, 300 nL/dk ila 800 nL/dk arasinda degisen c¢esitli akis hizlar
uygulanarak KoQ10 standardinin tek tek enjeksiyonu gergeklestirildi. Kromatografik
ayirma kosullari, 500 nL/dk akis hizinda MeOH/EtOH/2-PrOH (2:1:1 v/v) igeren mobil
faz kullanilarak monolitik kolon (50 um-15 cm) ile se¢ildi. Nano-LC-UV kromatogramlari
yaklasik 275 nm’de maksimum absorpsiyon degerleri gosterdi. Literatiirde 210 ve 278 nm
gibi ¢esitli tespit dalga boylari denenmis olmasina ragmen KoQ10 i¢in ¢ogunlukla 275
nm’de Onemli sonuglar elde edilmistir (Barshop ve Gangoiti, 2007). Farkli KoQ10
konsantrasyonlarindan elde edilen kinetik egriler, KoQ10’un monolitik kolonda iyi sekilde

tutuldugunu gosterir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Farkli KoQ10 konsantrasyonlarmin (6rn. 0,5 pg/mL ila 5000 pg/mL) varliginda elde edilen kinetik
egriler (Aydogan vd., 2023)
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4.5. Taze Ar1 Poleni Orneklerinde Koenzim Q10 Analizi

Bing6l ilinin on bes farkli bolgesinden elde edilen taze ar1 polenlerinin KoQ10 igerigi,
optimize edilen LMA bazli monolitik nano kolon ile nano-LC cihazinda saptanmustir.
Analiz sonuglarina gore, Solhan Hazarsah Yaylasi (S1) bolgesine ait taze ar1 poleninin en
yiiksek koenzim Q10 igerigine sahip oldugu goériilmektedir. Adakli Karbasan (A2) bolgesi
ikinci ve Karliova Catak (K3) bolgesi {iglincli en yiliksek bolge olarak tespit edilmistir
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Taze ar1 poleni 6rneklerinin KoQ10 igerigi

Taze Ar1 Poleni Ornekleri Ko0Q10 miktar: (mg/kg)
K1 192,4+2,5
K2 180,4+ 3,5
K3 194,7+2,8
M1 176,4+ 3,5
M2 174,4+ 3,8
M3 179,4+ 3,8
Al 194,5+ 6,7
A2 201,5+ 4,4
A3 193,7+ 4,5
Y1 155,8+6,4
Y2 181,4+5,8
Y3 182,2+ 4,5
S1 2247+ 31
S2 158,1 + 6,4
S3 193,6+2,4

Literatiir calismalarina bakildiginda ar1 poleninde KoQ10 analizi sinirli sayida oldugu
goriilmektedir. Cin’de yerel marketlerden alinan botanik kaynagi belli olmayan karisik ari
poleni, kayis1 ar1 poleni, ¢ay ar1 poleni, kolza ar1 poleni olmak iizere on bir farkli 6rnekte
KoQ10 igerigi arastirilmistir (Xue vd., 2012). Calismada hizlandirilmis solvent
ekstraksiyon (ASE) yontemi kullanilip, HPLC-DAD sisteminde analiz gerceklestirilmistir.
Analiz sonuglarina en yiiksek KoQ10 miktar1 gore kayisi ar1 poleni 6rneklerinde tespit
edilmistir (192,8; 143,2; 136,6; 112,6; 93,6; 86,7; 40,3 mg/kg). En diisiik miktar ise ¢ay ari
poleninde (3,7 mg/kg) saptanmustir.
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Bu caligmada ise en yiiksek KoQ10 igerige sahip olan Solhan Hazarsah Yaylasi taze ari
poleni monofloral botanik kaynakli olup, %87,7 oraninda Hypericum bitkisine ait polen
tanesi icermektedir. Monofloral kaynakli S1, S2, S3, K2, M3 ve Al ar1 polenlerinin
sirasiyla Hypericum, Hypericum, Cirsium, Hypericum, Trifolium ve Verbascum bitkisine
ait oldugu saptanmustir. Sonuglara gére monofloral Verbascum ve Cirsium ar1 polenlerinin
KoQ10 miktart yiiksek olup, birbirine yakin bulunmustur (sirastyla 194,5+ 6,7; 193,6 +2,4
mg/kg). Multifloral botanik kaynakli olan Y1, Y3 ve K3 bolgelerine ait KoQ10 miktar1 ise
sirastyla 155,8+6,4; 182,2+4,5; 194,7+£2,8 mg/kg olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
Y1 bolgesi en diisiik KoQ10 igerigine sahip bdlge olarak belirlenmistir. Bolgelere ait taze
ar1 polenlerinin, 275 nm dalga boyunda elde edilen kromatogramlar1 Sekil 4.10-4.24’te
gosterildigi gibidir.

Sekil 4.10. Karliova Merkez bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.12. Karliova Catak bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.14. Yayladere Merkez bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.15. Yayladere Batiayaz bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.16. Merkez Kartal Koyt bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.17. Merkez Saban bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.18. Merkez Kuruca bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.19. Solhan Hazarsah Yaylasi taze ar1 polenine ait kromatogram

1 Poera

e

=]

Sekil 4.20. Solhan Yaylasi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.21. Solhan Ovasi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.22. Adakli Merkez bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.23. Adakli Karbagan bolgesi taze ar1 polenine ait kromatogram
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Sekil 4.24. Adakl1 Arica Kdyii taze ar1 polenine ait kromatogram

67



4.6. Taze Ar1 Poleninin Palinolojik Analizi

68

Arilarm polen toplama sirasinda ziyaret ettigi bitki kaynaklarmin gesitliligi, ar1 poleninin

botanik kokeni hakkinda bilgi saglamaktadir (Halbritter vd., 2018). Bingdl yer alan on bes

farkli ariliktan toplanan taze ari poleninin palinolojik olrak tanimlanmasi igin, polen

tanelerinin morfolojisi, boyutu, ekzin yapilar1 ve yiizey siislenmeleri incelenmistir. Tablo

4.3’de gosterildigi gibi taze ar1 poleni drnekleri monofloral, bifloral ve multifloral olmak

tizere li¢ kategoride siniflandirilmistir:

Tablo 4.3. Taze ar1 poleninin palinolojik analizi

Ornek | Cografi Kiken | Botanik Kikeni

Polen Cesitleri ve Sikhiklar:

Y1 Yayladere Kirkoy Multifloral

Fokkkoke_

Kk _

***. Astragalus (30.16)

**: Brassica (6.3), Campanula (3.17),
Cistus (3.17) Daucus (4.8), Eryngium
(14.3), Galium (7.9), Hedysarum (4.76),
Sanguisorba (3.17), Tanacetum (9.5),
Verbascum (6.34)

*: Crepis (1.6), Cyanus (1.6), Plantago
(1.6), Potentilla (1.6), Silene (1.6), Thymus
(1.6), Turgenia (1.6),

Y2 Yayladere Merkez Bifloral/ Hypericum
(baskin) ve
Hedysarum

Fkkkke_

**x*: Hypericum (53.5)

***: Hedysarum (29.8)

**: Echium (7.9), Verbascum (4.4)

*: Astragalus (0.9), Myosotis (0.9),
Sanguisorba (1.75), Salix (0.9), Teucrium
(2.6), Trifolium (1.75)

Y3 Yayladere Batiayaz Multifloral

Fokkkoke_

Kkkke _

***: Filipendula (18.9), Hedysarum (18.9),
Hypericum (43.3)

**: Potentilla (4.4), Sanguisorba (5.6),
Trifolium (4.4)

*: Echium (1.1), Lotus (1.1), Rhus (1.1),
Vicia (1.1)

M1 Merkez Kartal Koyii Bifloral/ Hypericum
(baskin) ve Astragalus

**xx%: Astragalus

***%*: Hypericum (70.8)

***. Astragalus (18.1)

**: Lotus (3.9), Verbascum (4.7)

*: Brassica (1.57), Crepis (0.78),
Myrtaceae (0.78), Paliurus (1.57),
Plantago (0.78), Sanguisorba (1.57)
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(baskin)ve Hypericum

Ornek Cografi Koken Botanik Kokeni | Polen Cesitleri ve Sikliklari
M2 Merkez Saban Koyii Bifloral/ Fokkkk
Verbascum

****: Verbascum (64.9)

***: Hypericum (23.4)

*%*

*: Astragalus (2.6), Cirsium (1.4),
Convolvulus (1.4), Hedysarum (1.4),
Lamiaceae (1.3), Lotus (1.4), Sanguisorba
(1.4), Turgenia (1.4)

M3 Merkez Kuruca Monofloral/ Trifolium *xxx%: Trifolium (81.25)
*k*k*k-
***: _
**. Hedysarum (11.875)
*: Anthemis (0.625), Astragalus (1.9),
Cyanus (2.5), Eryngium (0.6), Elaeagnus
(0.6), Heracleum (0.625)

K1l Karhova Merkez Bifloral/ FhrAK

Hypericum(baskin) ve
Verbascum ****: Hypericum (68)

***: Verbascum (20.5)
*ke
*: Astragalus (0.82), Convolvulus (1.6),
Epilobium (2.5), Genista (0.82), Lotus
(0.82), Papaver (2.5), Pedicularis (1.6),
Thymus (0.82)

K2 Karhova Kiractepe Monofloral/Hypericum fajelalaiei
**x*: Hypericum (71.9)
***: -
**: Verbascum (3.7), Papaver (8.15)
*: Astragalus (2.2), Crateagus (1.48),
Euphorbia (0.74), Genista (0.74), Lamium
(2.2), Matricaria (0.74), Pedicularis
(1.48), Plantago (1.48), Poaceae (0.74),
Rumex (0.74), Salvia (0.74), Sanguisorba
(0.74), Trifolium pratense (1.48), Trifolium
(0.74)

K3 Karhova Catak Multifloral FRFAK -

*hkkk-

***: Hypericum (45.29)

**: Eremurus (4.3), Lotus (4.2),
Onobrychis (11.96), Poaceae (3.41),
Sanguisorba (15.4), Verbascum (6.8)

*: Cerastium (0.85), Convolvulus (0.85),
Pedicularis (0.85), Plantago (1.71),
Potentilla (0.85), Crateagus (0.85),
Thalictrum (1.71), Rosa (0.85)
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Ornek

Cografi Koken

Botanik Kokeni

Polen Cesitleri ve Sikhklar:

S1

Solhan Hazarsah
Yaylas1

Monofloral/
Hypericum

***x%: Hypericum (87.7)

Fkkk _

*kk.

**. Eremurus (3.5)

*: Centaurea (0.9), Cerastium (0.9),
Onobrychis (0.9), Lotus (2.6),
Pedicularis (1.8), Sanguisorba (0.9),
Thymus (0.9), Verbascum (0.9)

S2

Solhan Yaylasi

Monofloral/ Hypericum

Kkkkke _

****: Hypericum (71.25)

KKk

**: Pedicularis (5), Plantago (5),
Sanguisorba (8.75),

*: Artemisia (1.25), Centaurea (1.25),
Crateagus (2.5), Lonicera (1.25), Rhus
(2.5), Verbascum (1.25)

S3

Solhan Ovasi

Monofloral/ Cirsium

[r—

w Cirsium (74.2)

*k*k-

**: Astragalus (4.5), Crepis (10.6),
Populus (3.03)

*: Centaurea (1.51), Hypericum (1.5),
Plantago (1.5), Vicia (1.52),
Verbascum (1.51)

Al

Adakh Merkez

Monofloral/ Verbascum

*xxxx: \ferbascum (92.3)

Fhkk _

*kk

**: Papaver (4.2)

*: Astragalus (0.7), Campanula (0.7),
Centaurea (0.7), Hypericum (0.7),

A2

Adaklh Karbasan

Bifloral/ Verbascum
(baskin) ve Hypericum

Kkkkke _

****: Verbascum (72.1)

***: Hypericum (19.1)

**: Papaver (3.5)

*: Campanula (0.87), Convolvulus
(0.87), Pedicularis (0.87), Potentilla
(0.87), Sanguisorba (0.87), Vicia
(0.87)
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Tablo 4.3. (Devam) Taze ar1 poleninin palinolojik analizi

Ornek Cografi Koken Botanik Kokeni | Polen Cesitleri ve Sikliklari

A3 Adakh Arica Koyii Bifloral/ Verbascum | *****: -
(baskin) ve Hypericum

****: Verbascum (70.2)

***: Papaver (24.56)

*%*

*: Centaurea (0.87), Eremurus (0.87),
Hedysarum (0.87), Hypericum (0.87),
Vicia (0.87), Xeranthemum (0.87)

FAFIx: > 80%; **** 46-80%; *** 15-45%; ** 3-15%; * < 3.

Bingdl bolgesinden elde edilen on bes farkli taze ar1 poleni 6rnegi ilizerinde yapilan
palinolojik analiz sonucunda 22 bitki familyas1 belirlenmistir. Polen &rneklerinden alti
adedi, monofloral olarak siniflandirilmistir. Monofloral polen 6rnekleri Merkez Kuruca
(Trifolium), Karliova Kiragtepe (Hypericum), Solhan Hazarsah Yaylasi (Hypericum),
Solhan Yaylas: (Hypericum), Solhan Ovasi (Cirsium) ve Adakli Merkez (Verbascum)
bolgelerine aittir. Alt1 6rnek, bifloral olarak siniflandirilmistir. Yayladere Merkez
Hypericum ve Hedysarum, Merkez Kartal Koyii Hypericum ve Astragalus, Merkez Saban
Koyt Verbascum ve Hypericum, Karliova Merkez Hypericum ve Verbascum, Adakli
Karbasan Verbascum ve Hypericum ve son olarak Adakli Arica Koyii Verbascum ve
Hypericum bitkilerine ait bifloral polen ornekleridir. S1 ve M3 6rnekleri baskin polen
tirlerini en yiiksek oranda igermekte olup, Al 6rneklerinin neredeyse tamami Verbascum
sp’den (%92,3) olusmustur. M3 ve Y1 disindaki tiim 6rneklerde Hypericum bitkisi poleni
tespit edildi. Hypericum, Verbascum, Trifolium ve Cirsium en baskin tiirler olarak
bulunmustur. Baskin polen tiirlerine ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.25te
gosterilmektedir. Bu taksonlar Bing6l’de dogal olarak yetistigi icin aricilik agisindan da
onem tasimaktadir (Behget ve Yapar, 2019).

Solhan yoresine ait, aricilik potansiyeli yiiksek olan bitkilerin aragtirilmasi ile ilgili yapilan
bir ¢alismada, 25 bitki familyasina ait 100 bitki taksonu tespit edilmistir. Bu taksonlardan
7 tanesi endemik olup; en fazla taksona sahip familyalar sirasiyla Asteraceae, Lamiaceae,
Fabaceae, Rosaceae, Caprifoliaceae, Caryophyllaceae, Hypericaceae ve Asparagaceae
seklindedir (Polat vd., 2020). Bu ¢aligmaya benzer olarak Hypericum bitkisine ait polen

tanesi S1 ve S2 bolgelerinde tespit edilmistir. Bu tez ¢calismasina paralel sekilde baska bir
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caligmada Bingol ilinden toplanan ar1 polenlerinde Hypericum ve Verbascum taksonlarina

ait polen tanelerinin yliksek oranda tespit edildigi rapor edilmistir (Cobanoglu vd., 2023).

A B
. .
F
.

Sekil 4.25. Baskin polen tiirlerine ait mikroskop goriintileri A: Hypericum B: Sanguisorba C: Rumex D:
Verbascum E: Cyanus F: Astragalus

Bingol’de tespit edilen polen tiirleri yapilan bir diger ¢alismada da mevcuttur ve bu tez
calismasinda da benzer sonuglar kaydedilmistir (Cobanoglu vd., 2023). Arastirmada,

Bingdl bolgesine ait ar1 polenlerinin %25’i monofloral, %75’i ise multifloral olarak
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simiflandirilmistir. Scrophulariaceae (%31,9), Papaveraceae (%23,4), Fabaceae (%12) ve
Asteraceae (%10,1) familyalarina ait bitki taksonlart tespit edilmistir. Verbascum spp.,
Papaver spp., Vicia spp., Acantholimon calverti, Acantholimon spp. ve Hypericum spp.
taksonlar1 tiim numunelerde yiiksek insidansla bulundugu belirtilmistir (Cobanoglu vd.,
2023). Ustelik bu polen tiirleri Italya gibi diger iilkelerde de gdzlemlenmistir (De Jesus
Inacio vd., 2021).

4.7. Taze Ari Poleninin Renk Analizi

Renk, ar1 poleninin goriiniimii ve tiiketiciye cekici gelmesi i¢in en 6nemli kriterlerden
biridir (De Jesus Inacio vd., 2020). Bu tezde ar1 polenlerinin L* degeri 41,41+0,01 -
62,20+0,14 arasinda elde edilmistir. L* degeri agiklik-koyuluk ile iligkili olup, ar1 poleni
orneklerinin L* degeri on iki ar1 poleni tiiriinde 50°den yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla
bu tip Orneklerin agik renkli oldugu sdylenebilir. Merkez Kuruca, Solhan Ovasi ve
Yayladere Kirkdy bolgelerinden elde edilen ar1 polenlerinin L* degeri Sirasiyla 49,95+
0,38; 48,01+0,24; 41,41+0,01°dur. Yani 50°den kiigiik olmasi koyu renkli anlamina
gelmektedir. Polen tanelerinin rengi botanik tiiriine ve olgunluk derecesine bagli olarak
degismektedir (Bleha vd., 2021a). a* kirmiz1 (+)-yesil (-) olup, a* degeri 7,63+£0,04 -
18,58+0,05 arasinda bulunmustur. a* degeri Yayladere Kirkdy ar1 polenlerinde en yiiksek
(18,58+0,05), Adakli Arica Koyt ar1 polenlerinde ise en diisiik (7,63+0,04) bulunmustur.
Farkli renklerde olabilen polen taneleri, bitki ¢esidine gore turuncu, kirmizimsi, yesilimsi,
mavi, beyaz ve gri renkte olabilir. b* sar1 (+)-mavilik (-) olup, b* degeri 29,98+0,25 -
57,8840,79 arasinda Olgiilmiistiir. Sonuclara gore Yayladere Batiayaz ve Adakli Arica
Koyl ar1 polenleri sirasiyla en yiiksek ve en diisiik b* degerlerine sahiptir (Tablo 4.4).
Cigek poleninde renginden sorumlu iki farkli bitki pigmenti yapisal grubu bulunmustur:
Bunlar karotenoidler, konjuge CC baglarina sahip hidrokarbonlar ve flavonoidlerdir;
hidroksil igeren aromatikler ve diger polar gruplardir. Ar1 poleninde tanimlanan ana
karotenoidlerin a- ve PB-karoten, kriptoksantin, zeaksantin, neoksantin ve lutein oldugu
rapor edilmistir (Salazar-Gonz’alez ve digerleri, 2020). Polen tanesi pigmentlerinin
bilesimi ar1 poleninin renginin olusmasinda etkilidir. Ayn1 renkteki polen taneciklerine
sahip olan ar1 polenine monokromatik, birden fazla renge sahip olana ise polikromatik
denir. Renk ile botanik koken arasinda dogrudan bir iliski bulunmadigindan

mono/polikromatik ar1 poleni monofloral veya polifloral olabilir. Ancak ar1 poleninin
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tanimlanmasinda gorsel renk tahmini yaygin olarak kullanilmaktadir (Almeida-Muradian

vd., 2005b; Bleha vd., 2021b).

Tablo 4.4. Taze ar1 poleni 6rneklerinin renk analizi

Taze Ar1 Poleni L" a” b*
Ornekleri
Merkez Kartal Koyii 57,66+ 0,52 12,74+0,02 45,63+0,47
Merkez Saban Koyii 60,44+ 0,09 10,06+0,02 44,75+0,14
Merkez Kuruca 49,95+ 0,38 13,82+0,13 39,79+0,26
Solhan Hazarsah

Yaylasi 56,16+0,11 12,37+0,07 50,71+0,31
Solhan Yaylasi 58,16+1,69 8,02+0,06 45,64+0,52
Solhan Ovasi 48,01+0,24 11,19+0,14 37,74+0,61
Adakh Merkez 55,26+0,34 10,35+0,14 31,33+0,44
Adakh Karbasan 55,24+0,09 10,12+0,05 33,52+0,24
Adakh Arica Koyii 58,92+0,23 7,63£0,04 29,98+0,25
Karhova Merkez 61,08+0,11 12,39+0,02 52,11+0,51
Karhova Kiragtepe 62,20+0,14 8,94+0,05 40,32+0,35
Karhova Catak 58,83+0,15 9,84+0,04 46,44+0,13
Yayladere Kirkoy 41,41+0,01 18,58+0,05 38,43+0,02
Yayladere Merkez 52,14+0,14 12,29+0,06 39,27+0,46
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Tablo 4.4. (Devam) Taze ar1 poleni 6rneklerinin renk analizi

Taze Ar1 Poleni L a" b*
Ornekleri
Yayladere Batiayaz 59,97+0,14 15,47+0,07 57,88+0,79

Ortalama+standart sapma (n = 3).

4.8. Kahvaltihk Gevreklerin Duyusal ve Renk Analizi

Kontrol ve Solhan Hazarsah Yaylasi ar1 poleni ilave edilen kahvaltilik gevrek 6rneklerinin
duyusal analizleri yapilmistir (Tablo 4.5). Sonuglara gére ar1 poleni eklenen kahvaltilik
gevrekler daha lezzetli olarak degerlendirilmistir (4,05). Sertlik kontrol grubuna gore daha
yiiksek bulunurken renk daha koyu olarak puanlanmistir. Genel kabul edilebilirlik ve
begeni degerlendirmesinde gruplar arasinda fark goriilmemistir (3,80). Numuneler 3 dk siit
icerisinde bekletildiginde ar1 poleni eklenen kahvaltilik gevreklerin yumusamasi igin 3

dakikanin yeterli olmadig1 goriilmiistiir (2,45).

Tablo 4.5. Kahvaltilik gevreklerin duyusal analizi

Kahvaltihk Renk Sertlik Sertlik ve Tat ve Siitte 3. Genel
Gevrek gevreklik Lezzet dakikada begeni
Ornekleri yumusama
Kontrol 3,9540,60* | 3,95+0,60° | 3,75+0,85% | 3,90+0,71% | 2,95+1,35% | 3,80+0,95°

Ar1 poleni 3,85+0,81° | 4,05+0,57° 4+0,56° 4,05+0,68" | 2,45+1,23° | 3,80+0,76"

katilan

Ortalama+standart sapma (n = 20). Ayni siitundaki farkli harfler 6rnekler arasinda onemli farkliliklar
anlamma gelir (p < 0,05).

Renk analizi yapilan kahvaltilik gevrek drneklerinde kontrol grubunun L* degerinin ar1
poleni grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.6). Bu sonug ar1 poleninin

sart renginin hamurun renk tonunun koyulastirmasiyla iligkilidir. a* ve b* degerlerine
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(swrastyla 5,71 ve 38,89) bakildiginda ar1 poleni igeren kahvaltilik gevreklerin degerinin
daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.6. Kahvaltilik gevreklerin renk analizi

Kahvaltihk Gevrek L* a b*
Ornekleri

Kontrol 82,62+0,172 2,21+0,09? 24,09+0,362
Ar1 poleni katilan 74,30+1,26° 5,71£0,61° 38,89+1,29°

Ortalamazstandart sapma (n = 3). Ayni siitundaki farkli harfler 6rnekler arasinda 6nemli farkliliklar anlamina
gelir (p <0,05).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Bingdl iline ait farkli bolgelerden alinan taze ar1 polenleri
incelenmistir. Calismada kullanilan taze ar1 polenleri on bes farkli yorede aricilik yapan
aricilardan temin edilmistir. Ar1 polenlerinin, biyolojik siireglerde etkin rol oynayan son

derece 6nemli bir provitamin olan koenzim Q10 igerigi nano-LC cihazi ile belirlenmistir.

KoQ10 analizi i¢in oncelikle, polimer monolit ¢esitlerinden biri olan metakrilat bazl
monolit denemesi yapilmistir. Monolit hazirlanirken, monomer olarak LMA kullanilmais,
denemeler sonucunda laboratuvar ortaminda LMA bazli monolitik nano kolon basariyla
gelistirilmistir. LMA bazli nano kolon kullanilarak nano-LC cihaziyla yapilan analizler
sonucunda, Solhan Hazarsah Yaylasi yoresine ait taze ar1 poleni en yiiksek KoQI10
icerigine sahip bolge olarak saptanmistir. Sirasiyla Adakli Karbasan bdolgesi ikinci ve

Karliova Catak bolgesi tiglincii bolge olarak tespit edilmistir.

Bitki kaynaginin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen palinolojik analizler sonucunda,
yirmi iki bitki ailesine ait elli dort polen ¢esidi gbzlemlenmistir. Alt1 bdlgenin monofloral,
alt1 bolgenin bifloral ve ii¢ bodlgenin ise multifloral bitki desenine sahip oldugu
saptanmistir. Hypericum, Hedysarum, Astragalus, Verbascum, Trifolium ve Cirsium tiirleri

baskin tiirleri olarak kaydedilmistir.

Renk analizi sonuglarina gore Merkez Kuruca, Solhan Ovast ve Yayladere Kirkdy ari
polenlerinde diisiik L* degeri hesaplanmistir. En yiiksek a* degeri Yayladere Kirkdy taze
art polenlerinde, en diisiik a* degeri ise Adakli Arica Koyii taze ar1 polenlerinde
belirlenmistir. Yayladere Batiayaz ar1 polenlerinde ise en yiiksek b* degeri l¢lilmiistiir.
En yiiksek koenzim Q10 igerigine sahip Solhan Hazarsah Yaylas: taze ari poleni
kullanilarak ar1 polenli kahvaltilik gevrek tiretimi yapilmistir. Kahvaltilik gevreklerin
duyusal analizleri sonucunda kontol ve ar1 polenli gevreklerin genel begeni ve kabul
edilebilirlik diizeyleri arasinda fark olmamakla beraber, ar1 polenli gevrek daha sert olarak

degerlendirilmistir.
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Sonug olarak, Bingdl’iin gesitli bolgelerinden temin edilenn ar1 polenlerinin daha once
saptanmayan farkli bir bileseni (KoQ10) belirlenmis olup, biyoaktif bilesen icerigine bir
yenisi daha eklenmistir. Uretilen yeni ve inovatif bir {iriin olan Bingdl ar1 polenli gevregin
endiistriyel olarak gelistirilmesinde ve fonksiyonel iiriin bazinda ¢ok yonli 6zellikleri
arttirilabilir. S6z konusu tez KoQ10 igeriginin saptanmasi i¢in uygulanan yontem yoniiyle
ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Ciinkii geleneksel kromatografi sistemlerinin aksine, tezde
uygulanan nano-LC sistemi tiim diinyada trend olan bir kromatografi yontemi olmasi
yoniiyle dikkat ¢ekmektedir. Nano-LC’nin KoQ10 gibi sinirli miktarda tespit edilebilen
biyomolekiillerin analizinde karsilagilan zorluklarin agilmasinda kolaylik saglamaktadir.
HPLC gibi geleneksel kromatografi yontemlerine kiyasla, diigiik kolon i¢ ¢ap1 (um), diisiik
miktarda 6rnek kullanimini sagladigindan analitin saptanmasini ve elde edilen sonuglarin
hassasiyetini arttirir. Ote yandan nano-LC’de diisiik miktarda mobil faz kullanimi (nl), atik
solvent miktarin1 da azaltir. Bu yoniiyle de yesil kimya ve ¢evre dostu bir kromatogafi
sistemi olma o6zelligi kazanir. Sonug¢ olarak sahip oldugu avantajlari nedeniyle, tiim
diinyada popiilaritesi devam eden nano-LC cihazinin, Bing6l ar1 tirlinlerinin analizlerinde

kullanilabilirligi yayginlastirilabilir.
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