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ANADOLU ARI SUTLERINDE SEKER VE ORGANIK ASIT
ICERIKLERININ KAPILER ELEKTROFOREZ iLE TAYINI VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITE ARASTIRMASI

OZET

Saglikli ve besleyici fonksiyonel gida iirlinlerine olan ilgi ve bu iiriinlerin tiikketimi son
yillarda oldukga artmistir. Fonksiyonel gidalar, besin degerlerinin yanisira hastaliklara
kars1 koruyucu, biiyiime ve gelimeyi destekleyen biyoaktif unsurlari iceren gidalardir.

Fonksiyonel gida olarak kabul edilen ar1 triinleri saglik Uzerine olumlu etkileri
nedeniyle geleneksel tipta yiizyillar boyunca kullanilmistir. Kimyasal igerigi
bakimindan zengin olan ar1 {iriinleri antioksidan, antibakteriyel, antikanser ve anti-
inflamatuvar gibi biyoaktivitelere sahip olup doku yenilenmesinden kanser tedavisine
kadar c¢ok genis bir yelpazede kullanilmaktadir. Art dirlinlerinin kullaniminin
artmasiyla birlikte aricilik, diinyadaki en yaygin sosyoekonomik faaliyetlerden biri
haline gelmistir. Zengin bitki ortlisti sayesinde Anadolu, aricilik faaliyeti i¢in elverisli
bir saha olusturmakta ve birgok ar1 iirlinline ev sahipligi yapmaktadir.

Arn siitli, isci arilarin hipofaringeal ve mandibular bezlerinden salgilanan bir ar1
urinudur ve kralige arinin temel besin maddesidir. Larval ve ergin dénemleri boyunca
ar1 sitii ile beslenen kralice arilar, yalnizca larval donemin ilk ii¢ giinii ar1 siitii ile
beslenen is¢i arilara gore daha Ustiin 6zelliklere sahiptirler. Ari siitii su, proteinler,
karbonhidratlar, lipitler, iz mineraller, suda ¢6zunir vitaminler, serbest amino asitler
ve henliz tanimlanmamis birgok diger bileseni iceren kompleks bir Grindur. Besin
icerigi bakimindan zengin olan ar1 siitiinlin biiylime ve gelismeyi hizlandirdigi ve
yaglanma siirecini yavaglattig1 bilinmektedir. Antioksidan, antikanser, antimikrobiyal,
antihiperkolesterolemik ve anti-inflamatuar aktiviteler gibi kamitlanmis ¢esitli
farmakolojik aktivitelere sahiptir.

Bu tez caligmasinin amaci Anadolu ar siitliniin besin igeriginin ve antioksidan
aktivitesinin aydinlatilmasina ve ari tiriinlerine dair literatiire katkida bulunmaktir. Bu
kapsamda, Anadolu’nun 13 farkl: ilinden toplanan toplam 15 adet ar1 siitii 6rneginin
seker ve organik asit igerikleri basit ve hizli kapiler elektroforez (CE) yodntemleri
kullanilarak tayin edildi. Kapiler elektroforez, yiiksek bir elektrik alan altinda
iyonlarin elektroforetik hareketliliklerine bagli olarak ayrilmalarini saglayan giiglii bir
ayirma ve analiz teknigidir.

Sekerler, biyolojik sistemler iizerindeki ¢esitli rolleri sayesinde tip, gida bilimi ve
biyokimya gibi birgcok alanda 6nemli bilesiklerdir. Kromofor gruplarin eksikligi
sebebiyle sekerler genellikle ultraviyole (UV) dedektor ile direkt olarak tespit
edilemezler. Bu yiizden tez kapsaminda ari siitii 6rneklerindeki sekerlerin analizi, CE-
UV sistemi kullanilarak indirekt UV deteksiyon metodu ile gerceklestirildi. Bu metotta
ayirma elektrolitine kromofor bir madde eklenerek devamli bir sinyal olusturulur.
Analit zonu dedektorden gecerken absorbans diiser ve elektroferogramda negatif bir
pik olusur. Boylelikle tiirevlendirme islemine gerek kalmadan sekerlerin analizi
gerceklestirilir. Analit pikinin gé¢ zaman1 ve alani kullanilarak kalitatif ve kantitatif

XixX



tayin yapilir. Negatif pik referans dalgaboyu kullanilarak pozitif bir pike gevrilerek de
piklerin analizi gerceklestirilebilir.

Organik asitler, asidik 6zelliklere sahip organik bilesiklerdir. Dogal olarak gidalarda
bulunabilecegi gibi gida iirlinlerinin raf omrii siiresince ayni kalitede kalmasini
saglamak ve besin kalitesini artirmak amaciyla gidalara ilave katki maddesi olarak
eklenirler. Boylece iiriinlerin tat, koku, renk, yumusaklik gibi fiziksel 6zelliklerini ve
besin degerlerini korurlar. Ar1 sttlinde ise organik asitler dogal olarak bulunurlar. Ari
sutlnin kalitesinin ve besin degerinin bilinmesi i¢in organik asitlerin analizi
Onemlidir. Kiigiik organik asitler de sekerler gibi kromofor gruplar icermez ve UV
deteksiyon ile direkt olarak tespit edilemezler. Indirekt-UV deteksiyonlar ise diisiik
hassasiyetle sonuglanir. Bu yiizden tez kapsaminda ar1 siitii 6rneklerinin organik asit
igerikleri, kii¢iik organik asitlerin direkt olarak tayin edilebilmesini miimkiin kilan
temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) ve buna bagh bir CE sistemi ile analiz edildi.

Ar trtinlerinin potansiyelini ortaya koyan bir diger faktor ise antioksidan aktivitedir.
Fizyolojik faaliyetler sirasinda veya gevresel faktorler ile olusan serbest radikaller ve
reaktif bilesikler antioksidanlar sayesinde indirgenerek temizlenirler. Bu nedenle
antoksidanlarin tiiketimi saglik acisindan 6nemlidir. Caligmanin son asamasinda ari
siti orneklerinin antioksidan aktiviteleri Folin-Ciocalteu testi ve demir iyonu
indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) testi olmak iizere iki farkli yontem ile tayin edildi.
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DETERMINATION OF SUGAR AND ORGANIC ACID CONTENTS IN
ANATOLIAN ROYAL JELLIES BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS
AND INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY

SUMMARY

There are continuous changes in food production and consumption. The interest in and
consumption of healthy, functional, balanced, and nutritious food products has
increased significantly in recent years. The term functional food emphasizes the
positive relationship between nutrition and health. They stand out among various
product groups due to their positive effects on human health. Functional food products
contain bioactive substances that protect against diseases and support growth and
development in addition to their nutritional value. They are preferred more by modern
consumers because they are safer compared to synthetic drugs.

Bee products are natural products with rich nutritional content and high bioactive
components. For this reason, they are among the functional foods. They increase the
nutritional value of foods by adding them to other food products or consuming them
alone. Since ancient times, bee products such as honey, propolis, pollen, royal jelly,
and bee venom have been among the most frequently used natural products in
traditional medicine due to their potent healing properties and high bioactive molecule
content. Despite their widespread use, the detailed chemical composition of bee
products was determined only in the late 1900s.

Bee products are rich in bioactive and nutritional elements such as carbohydrates,
phytosterols, minerals, proteins, vitamins, sugars, nucleic acids, amino acids,
polyphenols, and minerals. Thanks to their components that contribute to biological
activity, bee products strengthen the immune system, help the body fight bacteria,
stimulate quality tissue regeneration, and protect and treat general body health. They
prevent or treat conditions such as wounds, rheumatic diseases, immune and
neurological conditions, and intestinal malabsorption. Scientific studies have proven
that bee products have many bioactivities, including antioxidant, antibacterial, anti-
inflammatory, antitumor, and antiviral properties.

With the increasing use of bee products, beekeeping has become one of the most
widespread socio-economic activities in the world today. The most produced bee
product among bee products is honey. China ranks first in world honey production. In
addition to honey, bee products such as propolis, royal jelly, bee pollen, bee bread, bee
venom, and beeswax are also produced and traded. Anatolia, which has a rich
vegetation and plant diversity, provides a suitable ground for beekeeping activities and
is home to many bee products.

Royal jelly has begun to be researched more extensively in recent years and is
relatively newer than other bee products. Royal jelly is the primary nutrient of the
queen bee. It is secreted from the hypopharynx and mandibular glands of worker bees.
While all bee larvae are fed with royal jelly for the first three days of the larval period,
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queen bee larvae are fed with royal jelly during their development in the larval and
adult periods. In this way, the queen bee gains superior characteristics to worker bees
in terms of physiological, morphological, and anatomical aspects. Royal jelly is a
complex compound consisting of water (50-60%), proteins (18%), carbohydrates
(15%), lipids (3-6%), trace minerals, water-soluble vitamins, free amino acids, and
many other unidentified components. Royal jelly is collected by beekeepers using
special techniques at certain times of the year and stored in cold environments. It has
various proven pharmacological activities such as increasing growth rate, delaying
aging, regulating the digestive system, and anticancer, antioxidant, antitumor,
antimicrobial, antihypercholesterolemic, and anti-inflammatory effects. Due to their
positive health effects, they are widely used in commercial medical products, food
supplements, food and beverages, and cosmetic products.

This thesis aims to explain Anatolian royal jelly's nutritional content and antioxidant
activity and contribute to the literature on bee products. In this context, the sugar and
organic acid contents of 15 royal jelly samples collected from 13 different provinces
of Anatolia were determined using simple and rapid capillary electrophoresis (CE)
methods. Capillary electrophoresis (CE) is a robust separation and analysis technique
that allows the separation of ions according to their electrophoretic mobility under high
electric fields. Compared to other separation techniques, it has the advantages of low
sample volume analysis, high sensitivity, and short analysis times.

Sugars are among the important compounds in many fields, such as medicine, food
science, and biochemistry, due to their various roles in biological systems such as
energy production and storage, cell signaling, and structural support. Due to the lack
of chromophore groups, sugars generally have very low absorbance in ultraviolet (UV)
detection, and their amounts cannot be determined. Therefore, direct detection of
sugars with a UV detector is not possible. In this thesis, the analysis of sugars in royal
jelly samples was carried out using an indirect UV detection method using the CE-UV
system. In this method, a chromophore substance is added to the separation electrolyte,
and the detector generates a continuous signal. As the analyte region passes through
the detector, the absorbance decreases, and a negative peak is observed in the
electropherogram. Thus, sugars are analyzed without any derivatization process.
Qualitative and quantitative determination is made using the migration time and area
of the analyte peak. The peaks can also be analyzed by converting the negative peak
into a positive one using the reference wavelength.

Organic acids are organic compounds with acidic properties. These can be found
naturally in foods and added to foods as additional additives to ensure that food
products remain of the same quality throughout their shelf life and to increase the
nutritional quality of food products. Thus, their antimicrobial effects in products delay
lipid and protein oxidation and preserve products’ physical properties and nutritional
values , such as taste, odor, color, and softness. Organic acids are naturally found in
royal jelly. Analyzing organic acids is important to know royal jelly's quality and
nutritional value. Small organic acids do not have chromophore groups like sugars and
cannot be directly detected by UV detection. Indirect UV detections result in low
sensitivity. A long pre-derivatization step is required for detection with fluorescent
detectors. On the other hand, direct detection of small organic acids is possible with a
non-contact conductivity detector (C*D). Therefore, within the thesis scope, the
organic acid contents of royal jelly samples were analyzed with the CE-C*D system.
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Another factor that reveals the potential of bee products is their antioxidant activity.
Free radicals and reactive compounds are formed during physiological activities or by
environmental factors. These are cleaned by reducing antioxidants through electron or
hydrogen transfer. In this way, the adverse effects of cardiovascular diseases, nervous
system disorders, diabetes, and cancer are significantly reduced. Therefore, consuming
antioxidants in a nutritious way is important for health. In the last stage of the study,
the antioxidant activities of royal jelly samples were determined by two different
methods: Folin-Ciocalteu test and iron ion reducing antioxidant power (FRAP) test.

Despite our country's rich vegetation and colony diversity, information on the
chemical properties of royal jelly is not fully sufficient. However, considering the
developing trade and competition between countries worldwide, the chemical
composition, an important factor in evaluating quality, must be clarified. Therefore,
the ultimate goal of this thesis is to contribute to the spread of Anatolian royal jelly as
a product with beneficial properties for human health.
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1. GIRIS

Giliniimiizde gida tiretim ve tliketiminde siirekli degisiklikler meydana gelmektedir.
Son yillarda ekolojik olarak saglikli, daha islevsel, dengeli ve besleyici gida tiriinlerine
olan ilgi biiytik 6l¢iide artmigtir [ 1]. Fonksiyonel gida {iriinleri, insan saglig1 izerindeki
dogrudan etkileri nedeniyle cesitli {iriin gruplari i¢inde one ¢ikmaktadir [2]. Modern
tiiketiciler, sentetik ilaclara kiyasla daha giivenli olmalar1 sayesinde, biyolojik kékenli
biyoaktif maddeler igeren dogal fonksiyonel gidalari daha fazla aramakta ve

kullanmaktadirlar.

Uluslararas1 Gida Bilgi Konseyi (IFIC), fonksiyonel gidalar1 "temel beslenmenin
Otesinde faydalar saglayabilecek gidalar ve gida bilesenleri" olarak tanimlar [3].
Fonksiyonel gidalar, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan "yeterli
beslenme faydalarinin 6tesinde, bir veya birden fazla viicut fonksiyonu iizerinde
faydali bir etkiye sahip olan, bu etkinin ya saglik durumu ve refahi artirict ya da
hastalik riskini azaltic1 sekilde iliskili oldugu bir gida" olarak tanimlanmaktadir [4].

Fonksiyonel gida terimi, beslenmenin saglikla olan olumlu iliskisini vurgular.

Arn triinleri, diger gida tirlinlerine eklenerek gidanin besin degerini artirirlar ya da
dogal ve zengin besin igerigi ve yliksek biyoaktif bilesenleriyle tek basina kullanilirlar.
Bu nedenle ar1 irtinleri "fonksiyonel gida" olarak kabul edilmektedir [5]. Bal, polen,
ar1 ekmegi, ar1 siitli ve propolis, yiiksek besin degeri ve insan sagligina olumlu yonde
etkileri olan faydali 6zelliklere sahiptir. Antik ¢aglardan bu yana, bal, propolis, polen,
ar1 siitli ve ar1 zehri gibi an driinleri, giiclii iyilestirici 6zellikleri ve ylksek biyoaktif
molekiil icerigi nedeniyle geleneksel tipta en sik kullanilan dogal tiriinler arasinda yer
almistir [6]. Insanoglu ari {iriinlerini bir¢ok sekilde, drnegin art mumunu cesitli
teknolojilerde, bal1 yiyecek olarak, tipta ve tapindigi tanrilara sunmakta, ar1 polenini
cilt tedavisinde kullanmistir [6]. Ancak bu geleneksel tip dalinin bilimsel temelleri
birka¢ ylizy1l oncesine kadar bilinmemis, detayli kimyasal bilesimleri ise ancak

1900'lerin sonlarinda belirlenmistir.



Arn iriinleri proteinler, basit sekerler, temel amino asitler ve tekli doymamis yag
asitleri agisindan zengindir [5]. Bu oOzellikler bagisikligi giiglendirir, viicudun
bakterilerle aktif olarak savasmasina yardimer olur, kaliteli doku yenilenmesini uyarir
ve dolayisiyla genel viicut sagligini korur ve tedavi eder. Yara, romatizmal hastaliklar,
bagisiklik ve norolojik durumlar ile bagirsakta emilim bozuklugu gibi cesitli
durumlarin Onlenmesi veya iyilestirilmesi i¢in kullanilmaktadir [7-9]. Bilimsel
caligmalar, ar1 {rlinlerine antioksidan, antibakteriyel, anti-inflamatuar, antitimor,
antiviral ozellikler dahil olmak {izere genis bir saglik yarar1 yelpazesi atfetmektedir
[10-12]. Arastirma bulgularina goére, ar1 iriinleri karbonhidratlar, fitosteroller,
mineraller, proteinler, vitaminler, sekerler, niikleik asitler, amino asitler, polifenoller

ve mineraller gibi biyoaktif ve besleyici elementler bakimindan zengindir [5].

Aricilik giiniimiizde tiim diinyada yapilan en yaygin tarimsal faaliyetlerden birisi
haline gelmistir. 2020 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 1,8 milyon ton bal iiretimi
gerceklestirilmistir. Cin 2020 y1li diinya bal tiretiminde %25,9°luk paya sahip olmakla
birlikte 458 bin ton {iretimi ile diinyada ilk sirada yer almigtir. Bal tiretiminde %5,9’luk
paya sahip Tiirkiye 104 bin ton ile ikinci, %4,5°lik pay ile Iran ise 80 bin ton iiretimi
ile ligiincii sirada yer almaktadir [13]. Diinya ticaretinde sadece bal degil, aym

zamanda propolis, ar1 siitii, polen ve balmumu gibi diger ar1 iiriinleri de yer almaktadir.

Art driinlerinin kullaninmi Anadolu'da ¢ok uzun siiredir devam eden koklii bir
gelenektir. Ariciik da ¢ok eski yillardan bu yana siiregelen sosyoekonomik bir
faaliyettir. Anadolu, iklim ve zengin bitki Ortlisii kaynaklar1 cesitliligi sayesinde

aricilik tiretimi igin biyuk bir potansiyele sahiptir.

Anadolu ar1 iirtinleri tizerine bilimsel arastirmalar ve faaliyetler de hizla artmaktadir.
Erim ve grubunun Anadolu’nun farkli bdlgelerinden toplanan bal, polen, ar1 ekmegi
ve propolis ornekleri [14-19] ile apiterapide kullanilan ar1 zehri {izerine yayimlanan
caligmalar1 bulunmaktadir [20]. Bu calismalarda ar iirlinlerinin 6nemli biyoaktif
bilesenlerinin, makro ve mikro elementlerinin, nitrat ve nitrit gibi iyonlarin, major
proteinlerinin tayini gergeklestirilmistir. Antioksidan ve anti-inflamatuvar aktiviteleri
degerlendirilmistir. Istatistiksel bir yontem olan temel bilesenler analizi ile drnekler

cografi kokenlerine gore siniflandirilmistir.

Art siitii, son 20 y1ldir kapsamli bir sekilde arastirilmaya baslanmis diger ar1 lirlinlerine

gdre nispeten yeni bir ar1 tirliniidiir. Ar1 siiti, is¢i arilarin hipofaringeal ve mandibular



bezleri tarafindan tiretilir. Tiim ar1 larvalari ilk {i¢ giin ar siitii ile beslenirken, yalnizca
krali¢e larvalar1 gelisimleri boyunca bu 6zel gida ile yogun bir sekilde beslenmeye
devam eder. Ari siitii, su (%50-%60), proteinler (%18), karbonhidratlar (%15), lipitler
(%3-%6), iz mineraller, suda ¢6zundr vitaminler, serbest amino asitler ve
tanimlanmamis bir¢ok diger bilesenden olusan karmasik bir bilesiktir [21]. Ar siitii,
in vitro, in vivo ve klinik ¢aligmalar yoluyla kanitlanmis ¢esitli farmakolojik
aktivitelere sahiptir. Bunlar arasinda vazodilatatif ve hipotansif aktiviteler, biiytime
oraninin artigi, antitimdr, antimikrobiyal, antihiperkolesterolemik ve anti-inflamatuar
aktiviteler bulunur. Ayrica, son zamanlarda immiinmodiilator aktiviteler ve dstrojen
benzeri etkiler yaymlanmis olup, romatoid artritte eklem yikimini engellemedeki
potansiyel terapdtik degeri de kanitlanmistir. Daha onceki biyolojik arastirmalar, ar
siitlinde insiilin benzeri bir aktivite oldugunu gdostermistir ve bu bulgular son
calismalarla da dogrulanmistir. Bu nedenle, ar1 siitii, 35 y1l1 askin siiredir bir¢ok tilkede
ticari tibbi tiriinlerde, gidalarda ve kozmetiklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Her
yil uluslararasi literatiirde yayinlanan ¢ok sayida ilging bilimsel sonug, ar1 siitiiniin

gelecekte de uzun yillar boyunca arastirilmaya devam edecegini gostermektedir [21,

22].

Bu tez kapsaminda Anadolu’nun 13 farkli ilinden toplanan toplam 15 adet ar1 siitii
Orneginin seker ve organik asit igerigi ile antioksidan aktiviteleri belirlendi. Seker ve
organik asit analizi i¢in basit ve hizli kapiler elektroforetik yontemler kullanildi.
Kapiler elektroforez (Ing: capillary electrophoresis, kisaltma: CE), yiiksek bir elektrik
alan altinda iyonlarin elektroforetik hareketliligine dayanarak ayrilmasini saglayan
giiclii bir ayirma ve analiz tekniktir. Diger ayirma teknikleriyle karsilastirildiginda
kapiler elektroforez (CE) ¢ekici 6zellikleri nedeniyle aktif bir arastirma alani1 olmaya
devam etmektedir. Son 5 yilda Web of Science (WOS) veritabaninda “capillary
electrophoresis” baglig1 ile 1411 makale yaymnlanmistir. Son 3 yila ait literatiir
derlemesi Li ve arkadaslart tarafindan ‘Analytical Chemistry’ dergisinde
gorulmektedir [23]. CE’nin genis uygulama alanlar i¢inde onemli yer tutan gida
uygulamalari son bir kitapta toplanmistir [24]. Bu kitabin ilk boliimiinde CE g¢alisma
prensibi detayli olarak agiklanmistir [25]. Bu tez kapsaminda ari siitii 6rneklerindeki
sekerlerin analizi bir CE-indirekt UV deteksiyon metoduyla gerceklestirildi. Sekerler,
enerji kaynagi ve depolama, hiicre sinyallesmesi ve yapisal destek gibi ¢esitli biyolojik

streclerde Onemli bir rol oynar. Biyolojik aktiviteler ve glikoproteinler ile



glikolipidlerin metabolizmas1 {izerinde Onemli bir etkiye sahiptirler. Biyolojik
sistemlerdeki ¢esitli rolleri nedeniyle, gida bilimi, tip ve biyokimya gibi bir¢ok alanda
analizleri lizerine artan bir ilgi bulunmaktadir. Sekerlerin UV dedektor ile direkt olarak
tespiti genellikle miimkiin degildir ¢iinkii molekiillerdeki kromofor grubunun eksikligi
cok diisiikk bir UV absorbansa sebep olur. CE ile indirekt UV metodunda ayirma
elektrolitine gucli bir kromofor madde eklenir. Analit zonu dedektorden gecgerken
absorbans diiser ve elektroferogramda negatif bir pik gosterir. Boylece herhangi bir
tiirevlendirme islemine gerek kalmadan sekerlerin analizi basit ve giivenilir bir sekilde

gerceklestirilir.

Organik asitler, asidik 6zelliklere sahip organik bilesiklerdir. Biyolojik siireclerde,
organik asitler metabolizma ve katabolizmanin bircok énemli yolunda ara veya son
iriinler olarak yer alir ve dkaryotlarda hayati bir yol olan trikarboksilik asit dongiisii
veya sitrik asit dongiisiinde (Krebs dongiisii) ana rol oynar. Gidalara ilave katki
maddesi olarak eklenen organik asitler ise gida iiriinlerinin giivenligini saglamak ve
kalitesini artirmak i¢in kullanilmaktadir. Potansiyel antimikrobiyal aktivitelerinin yani
sira, organik asitler gida tirlinlerinde antioksidan olarak lipid ve protein oksidasyonunu
geciktirmek, rengi stabilize etmek, kotli kokuyu engellemek ve lezzet, tat, yuamusaklik
ve sulu olma gibi beslenme ve kalite 6zelliklerini artirmak i¢in uygulanmaktadir.
Organik asitler baz1 gida iirlinlerinde dogal olarak bulunurlar. Ari {riinlerinin
kalitesinin ve besin degerinin aydinlatilmasi i¢in organik asitlerin analizi biiylik 6nem
tasimaktadir. Kiiciik organik asitler de sekerler gibi kromofor bir grup icermez ve UV
dedeksiyon ile direkt olarak tespit edilemezler. Indirekt-UV dedeksiyonlar1 diisiik
hassasiyet ile sonuglanir. Floresans detektorler ile tayininde ise uzun on-tlrevlendirme
basamagina ihtiya¢ duyulur. Bunlara karsilik temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) ile
kiicik organik asitler direkt olarak tayin edilebilir. Bu tez kapsaminda ar1 siitii
orneklerinin organik asit icerikleri CE-temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) ile analiz
edildi.

Tez calismasiin son basamaginda ise ar1 siitii 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri
Folin-Ciocalteu testi ve demir iyonu indirgeyici antioksidan gi¢ (FRAP) testi olmak
tizere iki farkli yontem ile tayin edildi. Antioksidan aktivitelerinin aydinlatilmasi bu
fonksiyonel ar1 {riiniiniin potansiyelini ortaya koymada oOnemli bir adimdir.
Antioksidanlar normal fizyolojik faaliyetler sirasinda ortaya ¢ikan veya cevresel

faktorlerle olusan serbest radikallere (SR) ve reaktif bilesiklere elektron veya hidrojen



vererek onlart indirger. Boylece meydana gelebilecek kalp-damar rahatsizliklari,
kanser, diyabet, sindirim sistemi rahatsizliklar1 gibi bazi hastaliklarin olumsuz
etkilerini 6nemli derecede azaltir. Dolayisiyla beslenme yoluyla antioksidan alimi ve

antioksidan enzim savunma sisteminin desteklenmesi saglik agisindan 6nem tasir.

Ulkemizin zengin bitki &rtiisii ve koloni gesitliligine ragmen ar1 siitiiniin kimyasal
ozellikleri hakkindaki bilgiler tam anlamiyla yeterli degildir. Oysa diinya ¢apinda
gelismekte olan ticaret ve Tllkeler arasi rekabet disiiniildiiglinde kaliteyi
degerlendirmede onemli bir faktér olan kimyasal bilesimin aydinlatilmasi gerekir.
Dolayistyla bu tezin nihai amaci Anadolu ari siitiiniin insan sagligina faydali

ozelliklere sahip bir iiriin olarak yayilmasina katkida bulunmaktir.






2. KAPILER ELEKTROFOREZ

Kapiler elektroforez (CE), yiiklii taneciklerin yiiksek bir elektrik alan altinda hiz
kazanarak kapiler kolon iginde ytk/biiyiikliik oranlarma gore ayrilmasi prensibine
dayanan bir ayirma ve analiz teknigidir. Kapiler elektroforezin ayirma prensibi klasik
elektroforeze dayanmakta olup cihaz tasarimi yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ve gaz kromatografisi (GC) gibi modern kromatografik tekniklerinkine
benzerdir [26, 27].

Kapiler elektroforezde ¢ok yiiksek voltaj uygulanabilmesi ve ayrimin ¢ok kiigiik i¢
capli kolonlarda ger¢eklesmesi ile analitler i¢in kisa siirede yiiksek ayirma etkinligine
ulagilmaktadir. Ayrica CE farkli ayirma modlarina sahiptir. Bu modlar sayesinde
klcuk taneciklerden biyik molekillere kadar pek ¢cok inorganik, organik ve polimerik
molekiiller cihaz tasarimi ve kapiler kolon degismeden ayrilabilir. Bu avantajlari
sayesinde CE son yillarda ilag, adli tip, gida, ¢evre gibi bir¢ok alanda kimyasal ve
biyokimyasal analizlerde kullanilmistir [28, 29].

Bir CE cihazinin temel semasi Sekil 2.1'de verilmistir.

Kapiler Kolon Dedektor

Anot I Katot

-

Giris tamponu | oS Cikis tamponu

Yiksek Voltaj
Kaynag

Sekil 2.1 : Kapiler elektroforezin temel semasi [25].

Sekil 2.1°de goriildiigii tizere kapiler kolonun iki ucu, her biri yaklagik 1 mL hacminde

tampon ¢ozelti ile doldurulmus iki kiiciik kaba daldirilmistir. Ayirma voltaji i¢in



gerekli olan iki platin elektrot da bu tampon kaplari icine yerlestirilmis ve yliksek
voltajli bir giic kaynagina baglanmistir. Enjeksiyonlar genellikle anot tarafindan
yapilsa da gerektiginde polarite degistirilerek katot tarafindan da enjeksiyon
yapilabilir. Anottan injekte edilen numune elektrik alan etkisiyle kolon boyunca
analitlerin ylikiine ve bilylikligline gore ayrilarak ilerler ve dedektdre ulasir.
Dedektore ulasan sinyaller bir bilgisayar sistemi ile piklere doniistiiriilir ve
elektroferogramlar elde edilir. CE’de en yaygin olarak kullanilan dedektorlerden biri
UV dedektordiur. UV dedektér CE cihazinin i¢inde bulunmakta olup dedeksiyon
hlcresi kapiler kolon tizerindedir. Kapileri kaplayan koruyucu poliimid tabakasi
yakilarak, yaklasik 0,5-1 cm kalinliginda bir dedektor penceresi olusturulur ve bu
sayede ayrilma sirasinda dedeksiyon gergeklesir. UV detektoriin yanisira floresans,
lazer indiiklenmis floresans, temassiz iletkenlik dedektorleri ve kiitle dedektorleri gibi
dedektorler de ticari CE cihazlari ile uyumludur. Analitlerin kalitatif tayini piklerin
g0¢ zamanlarindan, kantitatif tayini ise pik alanlarinin hesaplanmasi ile gergeklestirilir

[24, 26, 27].

Kapiler elektroforezde enjeksiyonlar hidrodinamik veya elektrokinetik olarak
gerceklestirilebilir. Enjeksiyonun yapildigi kapiler kolonun ucu, numune kabina
daldirilir. Hidrodinamik enjeksiyonda, belirli bir zaman ve basing uygulanarak analit,
kapiler kolona dar bir numune bolgesi olarak girig yapar. Elektrokinetik enjeksiyonda
ise kapiler kolonun ucu yine numune ¢ozeltisine daldirilir ve belirli bir siire i¢in voltaj
uygulanir. Her iki enjeksiyonda da kapiler tampon kabina geri doner ve elektroforezi
baglatmak icin iki elektrot arasinda ayirma voltaji uygulanir. Tekrarlanirhigin daha

yiiksek olmasi nedeniyle genellikle hidrodinamik enjeksiyon tercih edilir [26].

Ayirma ortaminin se¢imi ve optimizasyonu CE ayirmalarinda dnemli parametrelerin
arasindadir. CE’de kullanilan ayirma ortami ayrimin Kalitesi agisindan 6nemlidir.
Ayirma ortami olarak genellikle sulu tampon cozeltiler secilir, fakat farkli kapiler
elektroforez modlarinda ayirma ortami degisebilmektedir. Analitlerin fizikokimyasal
ozelliklerine ve istenen ayrim mekanizmasina gore bir ayirma ortami segildikten sonra
analitler kapiler kolon boyunca yiirtitiilerek ayrim gerceklestirilir. Analitlerin ayriminm
iyilestirmek, hassasiyeti arttirmak, matriks etkilerini azaltmak ve tekrarlanabilirligi
artirmak i¢in tampona farkli katki maddeleri eklenebilir. Yiizey aktif maddeler,
komplekslestirici maddeler, kiral segiciler, organik c¢oziiciiler katki maddeleri

dahilindedir [23, 24, 26].



2.1 Kapiler Elektroforezin Tarihgesi

Klasik elektroforez ilk olarak Isvegli kimyager Arne Tiselius tarafindan 1930'da
tanitilmistir. Tiselius protein karisimi iceren bir ¢ozeltiyi tampon ¢ozeltiler arasina
yerlestirip elektrik alan uygulamis ve protein ¢ozeltisinin bilesenlerinin yiiklerine ve
mobilitelerine gore belirli yonlere dogru kendilerine 6zgii hizlarla gog¢ ettigini
gbzlemlemistir. Bu bulusu sayesinde Tiselius 1948 yilinda Nobel Odiilii’ne layik
goriilmiistiir [28].

Klasik elektroforez deneyleri, her iki ucuna elektrotlar bagli olan ve i¢inde elektrolit
bulunan U seklindeki tiiplerde baslamistir. Serbest ¢ozeltide gd¢ eden taneciklerin
hizlarinin diisiik tekrarlanabilirligi nedeniyle, ayirmanin jel ortaminda gergeklestigi bir
yontem olarak evrilmistir. Bugiin ‘slab-jel elektroforezi’ olarak bilinen bu yontem,

ozellikle protein ayirmalarinda biyokimya laboratuvarlarinin vazgegilmez bir aracidir

[26, 28].

1967°de Hjertén 1-3 mm ¢apinda kolonlar1 kullanarak inorganik iyonlarin, organik
molekiillerin ve viriislerin ayrilmasini saglamistir. 1974 yilinda ise Virtanen, ardindan
Mikkers ve Everaerts, sirasiyla cam ve politetrafloroetilenden (PTFE) yapilmis

yaklagik 200 pm i¢ ¢apli kapiler kolonlart kullanmislardir [28].

Mikrometre ¢apli dar silika kapiler kolonlarin kullanildig: kapiler elektroforez metodu
1980’lerin basinda Jorgenson ve Lukacs tarafindan gelistirilmistir. Jorgensen ve
Lukacs, 1981'de Analytical Chemistry'de yayinlanan bir makaleyle CE teknigini
tanitmiglardir. Yontem ilk olarak arastirma laboratuvarlarinda el yapimi cihazlarla

gelismis ve daha sonra modern CE cihazlari piyasaya siiriilmiistiir [28].

2.2 Ayirma Parametreleri

2.2.1 Elektroosmotik akis

Klasik jel elektroforezde sisteme elektrik alan uygulandiginda negatif iyonlar anoda
yani pozitif (+) kutuba, pozitif iyonlar ise katoda yani negatif (-) kutuba dogru ilerler.
Fakat kapiler -elektroforezde pozitif, negatif hatta noétral iyonlarin timii,

elektroosmotik akis (EOA) sayesinde anottan katoda dogru ilerler [28].

CE’de kapiler kolonlar camdan iiretilir. Bu nedenle kolonun i¢ geperi silanol (-SiOH)

gruplari ile kaplidir. Kapiler kolon i¢indeki ortamin pH degeri 2’den biiyiik oldugunda



silanol gruplari (-SiO") iyonlagir ve silika i¢ duvari negatif yiiklii olur. YUk dengesini
korumak amaciyla pozitif yiikler de kolon i¢indeki elektrostatik ¢ekim ile duvara yakin
lokalize olur ve dagmik bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Sisteme elektrik kuvveti
uygulanmaya baglandiginda ¢ift tabakanin katyonlar1 katoda dogru ilerlemeye baslar.
Katyonlar sulu ortamda hidratize olduklarindan kolon igindeki c¢ozlclyl de
beraberinde surukler. Boylece kolon icerisinde bir ¢ozelti akisi meydana gelir. Kapiler
kolon iginde tampon veya 6rnek fark etmeksizin tiim sivinin dedektore dogru toplu
akisina elektroosmotik akis ad1 verilir. Elektroosmotik akisin hizi, kolonda ayrilan ve

ilerleyen maddelerin kolon iginde kaldigi siireyi belirler [24, 28].

Klasik bir CE metodunda kapiler duvari negatif yiikliidiir ve akis anottan (pozitif
elektrot) katoda (negatif elektrot) dogrudur. YUki ne olursa olsun tiim tirler katoda
dogru hareket eder. Ancak iyonlarin yiiklerine gore kolonda ilerleme hizlar1 degisir.
Sekil 2.2°de goriildiigii izere anyon, katyon ve nétral tiirlerin bulundugu bir karisimda,
dedektore once katyonlar, ardindan nétral tiirler ve en son anyonlar ulagir. Katyonlar
pozitif yliklerinden dolay1 katoda cekilme egilimidir. EOA mobilitesine katyonun
mobilitesi de eklendiginde en hizli ilerleyen tanecikler katyonlardir. Nétral tiirler EOA
ile birbirlerinden ayrilmadan ilerlerler. Notral tlirlerin ayrimini saglamak icin kapiler
elektroforezin bir modu olan misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC)
kullanilir. Anyonlar ise kendi elektroforetik mobiliteleri ile anoda dogru ilerleme
egilimindedirler. Ancak kuvvetli EOA ile katot yonune yani dedekttre dogru hareket
ederler [26, 28].

+++++++++++++++++++ Katodik

Anodik N
bolge ™ bolge
+ - - -— ® + + ++ -

Sekil 2.2 : Anyon, katyon ve ndétral turlerin kapiler kolon icerisindeki
mobilitelerinin sematik gosterimi [25].
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CE’nin diger metodlara gore iistiinliiklerinden biri de, EOA’n diiz bir akis profili
gostermesidir. Akis tiim kolon boyunca diizgiin bi¢imde dagitildigindan kolon i¢indeki
hiz, kolonun ¢eperine yakin bélgelerinde de ortasinda da aynidir. Diiz akis, ayrilan
maddelerin piklerinin genislemesine engel oldugu i¢in dik ve ince piklerin olusumunu
miimkiin kilar. Laminar akis ise EOA’1n tersine parabolik bir akis profili gdsterir.
Kolon ¢eperine yakin bolgelerde akis hizi diiserken kolonun ortasinda akis hizlidir.
EOA’ 1 hiz profili kapiler ¢apindan bagimsizdir. Ancak ¢apin 200-300 um’den genis

olmas1 durumunda diiz akis profili bozulacaktir [24, 28].

Basing odakli akig

EOA
s ; — ) laminar
diz profil — .
profil
—

L

Sekil 2.3 : Kolon igi akis profilleri [25].

2.2.2 Elektroosmotik akisin kontrolii

Elektroosmotik akis (EOA), baz1 deneysel degiskenlerle kolayca ayarlanabilir. Ancak
EOA degistirilirken, degiskenlerin ayirma iizerindeki olumlu ve olumsuz etkileri
dikkate alinmalidir. EOA hizinm etkileyen deneysel parametreler, ayirma tamponunun
pH degeri, konsantrasyonu, elektrik alan, sicaklik, tampona ilave edilen maddelerin

cinsi ve konsantrasyonu ve kapiler kolonun i¢ duvarinin kaplanmasidir [28].

2.2.2.1 Ayirma tamponunun pH degeri

CE’de EOA hizin1 en kolay ve etkin sekilde kontrol etmenin yolu ayirma tamponunun
pH degerinin degistirilmesidir. Tampon ¢6zeltinin pH degeri arttikca kapiler ic
duvarindaki iyonizasyon artar. Boylece duvarin negatif yiikii artar ve EOA hizlanir

[26].

Silanol gruplar1 bagta protonlu ve yiiksiiz iken kolonda herhangi bir akis yoktur. Fakat
kolon i¢indeki tampon ¢6zeltinin pH degeri 2’den biiyiik oldugunda ve voltaj altinda
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¢Oziicli ortamiyla karsilagtiginda silanol gruplart iyonlagarak hidronyum (HzO")
iyonlarini agi8a ¢ikarir (negatif iyonlar ¢epere yapisir). EOA’1n mobilitesi, asagidaki

reaksiyon sonucu meydana gelen pozitif iyonlarin miktarina baglidir [26, 28].
—SiOH + H,0 - —Si0~ + H;0*

Pozitif yiiklerin artmasi dedektére dogru daha yavas bir akis anlamina gelir. Bu
dengeye asit (diisik pH) ilave edildiginde H3O" miktar1 artacagindan reaksiyon
dengesi sola kayar ve EOA yavaslar. Dengeye baz (yiiksek pH) ilavesi ise reaksiyonun
saga kaymasini saglar ve EOA hizlanir. Bu durumda yiiksek pH degerine sahip bir
tampon kullanmak daha avantajli gibi goriinse de EOA ile artan iyon mobilitesinden
Oturd yiik/biiyiikliik oran1 yakin olan tanecikler kolondan ayrilmadan ¢ikabilir. Diigiik
pH degerinde ise azalan EOA mobilitesi iyonun mobilitesini de diisiiriir, bu da pik
genislemesine sebep olabilir. Ayrica degisen pH, analitin yiikiinii ve yapisini da
degistirebilir. Bu olumsuzluklarin 6niine ge¢mek i¢in caligmaya baslamadan 6nce
tamponun ¢alisilabilecek pH araligina karar verirken analitin asitlik sabitinin (Ka)

bilinmesi gereklidir [26].

2.2.2.2 Ayirma tamponunun derisimi

Yiiksek derisimli tampon ¢ozeltiler sahip olduklar1 yiiksek iyonik kuvvet nedeniyle
kapiler duvarindaki etkin yiikii perdeleyerek duvar yiikiinii azaltir ve analitin duvarla
kulombik etkilesimlerini sinirlandirir. Bu durum EOA’1n mobilitesini azaltir. Bunun
yaninda, yiiksek iyonik kuvvet kolon i¢inde Joule 1sinmasina neden olacagindan
kullanim1 bir noktaya kadar kisitlanir. Literatiirde kullanilan optimum tampon

derisimleri 10 ila 50 mmol L arasindadir [26].

2.2.2.3 Elektrik alan

Elektrik alan, Esitlik 2.1 ile verilir [28]: analitin

Bu esitlikte V, uygulanan voltaj; L ise kolonun toplam uzunlugudur.
Dolayisiyla voltajda yapilan degisiklik elektrik alanda meydana gelecek degisiklik ile
dogru orantilidir. Yiiksek voltaj yiiksek bir elektrik alan olusturarak EOA hizini artirir,

fakat Joule 1sinmasina sebebiyet verebilir. Diisiik elektrik alan ise ayrim giiciinii

azaltabilir. Elektrik alanda yapilacak degisiklikler analiz siiresi ve ayrimin kalitesi
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bakimindan 6nemli oldugu i¢in uygulanan voltajda biiyiik degisimlere gidilmemelidir

[26, 28].

2.2.2.4 Sicakhik

Kolon sicakliginin artmasi viskozitenin azalmasina neden oldugu icin EOA™
hizlandirir. Sicakligin kolon igindeki kontrolsiiz degisimi pik genislemesine neden
olur. Kapiler sicakligin1 kontrol altinda tutmanin yolu iyi bir termostat kullanmaktir

[28].

2.2.2.5 Kapiler i¢ duvarimin kaplanmasi

Kapiler i¢ duvarmin gegici veya kalici olarak polimerik bir malzeme ile kaplanmasi,

EOA kontroli igin etkili bir yontemdir [26].

2.2.2.6 Tampona ilave katki maddeleri

Tampona eklenen organik coziicliler, katki maddeleri ve 6zellikle yiizey aktif
maddeler EOA hizin1 6nemli 6l¢iide etkiler. Organik ¢oziiciiler zeta potansiyelini ve
tampon viskozitesini degistirebilir. Genellikle EOA hizini azaltirlar. Analitlerin gelis
sirasin1 da degistirebilmektedirler. Tampona ilave edilen yiizey aktif maddeler
EOA’ 1 biiytikliiglinii ve yoniinii degistirebilmektedirler. Yiizey aktif maddeler uzun
bir karbon zincirine sahip hidrofobik yapilardir, uclarinda ise pozitif veya negatif
hidrofilik gruplar bulunur. Hidrofilik gruplarin 6zelligine gére bunlar katyonik ve
anyonik yiizey aktif maddeler olarak adlandirilir. Katyonik yiizey aktif maddelerin
pozitif yukleri, i¢ duvarda bulunan negatif ylkler sebebiyle iyonik veya hidrofobik
etkilesimler ile duvara adsorbe olurlar. Boylelikle EOA hizini yavaslatir veya yoniinii
degistirirler. Anyonik yiizey aktif maddeler ise i¢ duvardaki negatif yiiklenmeyi artirir
ve EOA’1 hizlandirir [24, 26, 28].

2.2.3 Gog suresi

Analizi yapilacak olan analitin kolonda dedektére dogru go¢ etmesi icin gereken
slireye go¢ suresi denir. Gog siiresi go¢ mesafesi ile go¢ hizinin oranlanmasi ile
bulunur. Dedektore ilerleyen maddelerin  mobilitesi gorinur mobilite olarak

adlandirilir ve pg olarak kisaltilir. ug, Esitlik 2.2 ile ifade edilir:

(2.2)
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Bu esitlikte I, enjeksiyon noktasindan dedektor bolgesine kadar olan etkin uzunluk; t,
iyonun goc¢ slresi ve E elektrik alandir. Esitlik 2.1 ile Esitlik 2.2 birlestirildiginde
Esitlik 2.3 elde edilir:

Il XL
txV

Ug = (2.3)

Bu esitlikte L, kolonun toplam uzunlugu; V, uygulanan voltajdir.

Etkin uzunluk, kolon {izerinde yapilan dedeksiyonlarda kolonun toplam uzunlugundan

birka¢ cm daha kisadir.

Katyon, anyon ve nétral tiirlerin goriiniir mobiliteleri, EOA’in mobilitesi (ueoa) Ve

iyonun kendi mobilitesinin (Ue) toplamina esittir (Esitlik 2.4):
Hg = HEgoa + He (2.4)

Katyonlar dedektore dogru elektrostatik ¢ekimle ilerledigi i¢in katyonun kendi

mobilitesi pozitiftir:
Hgratyon — HEOA + Hkatyon (2.5)

Anyonlarin elektroforetik mobilitesi anoda dogrudur. Ancak gucli EOA ile birlikte

katoda yani dedektor yoniine dogru hareket ederler:
Hganyon = HEOA — Hanyon (2.6)

Notral tiirler ise yiikli olmadigindan elektrik alan altinda herhangi bir hareket
gostermezler. Yani mobiliteleri sifirdir. Dolayisiyla nétral tiirlerin goriiniir mobilitesi
EOA mobilitesine esittir [26]:

'ugnétral = MEOA (27)

2.2.4 Pik genislemesi

CE'nin ytiksek ayirma verimliliginin nedenlerinden biri EOA’1n diiz profilidir.
Basingla yonlendirilen akis ise laminar bir akistir ve daha genis piklere yol agar.
Laminar akis ile olusan pik i¢inde pik i¢inde birden fazla analit pikinin gizli olabilecegi
durumlar s6z konusu olabilir. Ote yandan, diiz akista olusan pikler keskin piklerdir ve

birka¢ saniye icinde iki pik arasindaki ayrim saglanabilir. Pik genislemesi, tiim

kromatografik yontemlerde ayirma verimliligini azaltir [26, 28].
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CE’de ayrim, kolon icinde g6¢ eden analitlerin mobiliteleri arasindaki farkliliklara
dayanir. Ornek bolge zonu farkli sebeplerden 6tiirii genisleyebilir. Bu durumun sebebi,
0 bolge icinde 6rnek maddenin taneciklerinin hizindaki farkliliklardir. Pik genislemesi
ise  Ornek zonunun genislemesinin bir sonucudur. Pik genislemesi piki olusturan
faktorlerin standart sapmasina baglidir. Standart sapma azaldiginda pikler daha dar ve
daha dik, ayrim daha iyidir. Standart sapma arttiinda ise genis ve yayvan olan ve iyi
ayrilmayan pikler gézlenir. CE’de piklerin dar olmasi istenir. Uzaktan tek gibi goériinen
genis bir pike yaklasildiginda iginde birden fazla pik oldugu goriilebilir. lIyi
ayrilamayan piklerin iist iiste gelerek tek bir pik gibi gdriinme ihtimali de vardir. Bu
sebepler yiiziinden pik geniglemesi istenmeyen bir durumdur. Pik genislemesine etki
eden her bir faktérden ileri gelen standart sapmalarin karelerinin toplami pik

genislemesini verir [24, 26, 28].

072" = Gc%if + Utfzemp ity Uizrlj + O_C%et + Oﬁds + Uezzlektrodispersiyon + - (2-8)
Alt simgeler sirasiyla diflizyon, temperatiir gradyanlari, enjeksiyon, dedeksiyon,
adsorpsiyon ve elektrodispersiyondan gelen sapmalar1 ifade eder. Her bir faktérden

gelen sapmalarin toplami, sistemin standart sapmasini daha iyi ifade eder [24].

2.2.4.1 Diftizyon

Pik genislemesinin bir diger nedeni, enjekte edilen bdlgenin go¢ esnasinda
diflizyonudur. Ancak, kapiler ¢ok kiiclik capli oldugundan enjeksiyon bdlgesinin
kapiler duvarlart yoniinde diflizyonu ihmal edilebilir diizeydedir. Gauss egrisi
seklindeki bir pikin standart sapmast ne kadar kiigiikse pik o kadar dar olur. Pik
genislemesine boyuna difiizyonun etkisi pikin varyansi (o1?) olarak asagidaki esitlik

ile verilir [24, 28]:
of =2xDXxt (2.9)
Bu esitlikte D, tiirlin difiizyon katsayisi; t ise go¢ suresidir.

CE yonteminde uygulanan ¢ok yiiksek elektrik alan, kisa go¢ siirelerine neden olur. 't’
azaldik¢a, uzunlamasina pik genislemesinin etkisi azalacaktir. Protein ve DNA gibi
makromolekiillerin 'D' degerleri diisiik oldugundan, bu molekiiller i¢in pikler ¢ok dar

olacak ve yuksek ayirma verimlilikleri saglanacaktir [28].
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2.2.4.2 Joule 1sinmasi

Kapilerden gegen elektrik akimi ¢ok diisiik olsa da Joule 1s1s1 olarak adlandirilan bir
1sinma meydana gelebilir. Kapilerde olusan Joule 1sis1, elektrolit viskozitesinin
kapilerin merkezinde kenarlara gore daha diisiik olmasina neden olur ve kapiler
icindeki diiz akis laminar akisa doniisiir, bu da pik genislemesine sebep olur. Joule
1s1sin1 azaltmanin yolu, voltaji ve tampon konsantrasyonunu diigiirmektir. Ancak
disiik bir elektrik alani, ayirma verimliligini ve ¢oziiniirliigii azaltacaktir. Diger
yandan, tampon konsantrasyonunu veya iyonik giiciinii diistirmek, tampon kapasitesini
azaltacak ve olas1 drnek duvarina adsorpsiyon riskini artiracaktir. Joule 1s1sin1 kontrol
etmenin bagka bir yolu, kapiler i¢ ¢apii azaltmaktir. Ancak kapilerin i¢ ¢apinin
azaltilmasi1 o6zellikle UV tespitinde diisiik molar absorptiviteye sahip analitler icin
duyarlilig1 azaltacaktir. CE cihazinda aktif sicaklik kontrolii varsa, Joule 1s1s1 kapiler

duvar araciligryla dagitilir [24, 26, 28].

2.2.4.3 Enjeksiyon bolgesi ve deteksiyon bolgesinin uzunlugu

CE’de numune kolona dar bir zon seklinde injekte edilir. Enjeksiyon bdlgesinin
uzunlugunun artmasi, bu ince zonun dagilmasma sebep olur. Diflizyon katsayisi
azaldikca secilmesi gereken enjeksiyon bolgesi uzunlugu azalir. Ornegin
makromolekiiller diisiik difiizyon katsayisina sahip oldugu i¢in daha kii¢iik enjeksiyon
uzunlugu gerektirir. Pratikte enjeksiyon uzunlugu, kapilerin toplam uzunlugunun %1-

2’sinden daha az olmahidir [28].

Analit zonu ayni analite ait iyonlarin farkli zamanlarda ilerlemesiyle genisledigi i¢in,

dedeksiyon bolgesine gelen genislemis analit zonu genis bir pik olusturur [28].

2.2.4.4 Duvar adsorbsiyonu

Orneklerin kapiler duvarma adsorpsiyonu, pik kuyruklanmasina neden olabilir. Bu etki
genellikle pozitif yiliklii analitler ile negatif yikli kapiler duvari arasindaki
elektrostatik etkilesimden kaynaklanir. Tampon konsantrasyonunun artirilmasi, duvar
yukunu azaltarak adsorpsiyonu Onler. Ancak, CE’de ayrim ¢ok hizli oldugundan
kiguk partikdller igin duvar adsorpsiyonu sorunu yoktur. Adsorpsiyon, bir¢ok yik
tagiyan proteinler icin bir sorundur. Protein ayrimlarinda, kapiler i¢ duvarinin protein
tipine gore yuksiz veya pozitif yiikli bir polimer ile kaplanmasi, duvar
adsorpsiyonunu énlemek i¢in uygulanan bir yontemdir [26, 28].
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2.2.4.5 Elektrodispersiyon

Ornek bolgesi ile ayirma tamponunun iletkenligi birbirinden ¢ok farkli ise pik
sekillerinde bozulma ve kuyruk olusmasi meydana gelir. Ayirma tamponu ve
enjeksiyon bolgesi arasindaki iletkenlik farkina ‘elektrodispersiyon’ denir. Bu etki, pik
genislemesine neden olan diger etkilere gore daha kiigiiktiir, ancak diisiik rezoliisyonlu

ayirmalarda etkili olabilir [26, 28].

2.2.5 Rezoliisyon (Ayrim)

Rezoliisyon, yan yana iki pikin birbirinden ayrimini tanimlar:

2tz —t) -t
wy + w, 4o

R (2.10)

Bu esitlikte t, go¢ suresi; w, pikin taban genisligi; o, gog¢ siiresinin standart sapmasi; 1
ve 2 ise ayrimi incelenen iki piki ifade eder. Burada pay diferansiyel gog¢ agisindan
ayirma siiresini, payda ise buna karsi etki eden zon genislemesini tanimlar. CE’de
pikler ¢cok dar oldugundan iki pikin ayrilmasi i¢in mobilitelerinde ¢ok kiigiik bir fark
bile yeterli olur [26, 28].

2.3 Kapiler Elektroforezin Teorisi

Elektroforezde ayrim, bir elektrik alanda ayrilan maddenin bilesenleri arasindaki

hizlarin farkliliklarina dayanir. Bir iyonun hiz1 (V) Esitlik 2.11 ile verilebilir [28]:
V=up XE (2.11)

Bu esitlikte pe elektroforetik mobilite, E elektrik alandir. Elektroforetik mobilite,
iyonun kolon icindeki hareketlilik kabiliyetidir ve iyonun karakteristik bir sabitidir
[28].

Elektrik kuvveti (Fe) su sekilde verilebilir:
F,=qXE (2.12)

Bu esitlikte g, iyon yokadir. Sirtinme kuvveti (Fg), kolon iginde taneciklerin

hareketine engel olmaya calisir:

Fp=—6XmXnXrxV (2.13)
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Denklemde # viskozite, r tanecik yarigapini ifade eder. Tanecik kolonda elektrik
kuvvet etkisiyle ilerlerken, strtinme ona engel olur ve sirtiinme kuvveti ile elektrik

kuvvet esitlenir [28]:
E, = —F, (2.14)
gXE=6XmTXnXrxV (2.15)
Esitlik 2.11 ve Esitlik 2.15 birlestirdigimizde Esitlik 2.16 elde edilir:
gXE=6XTXNnXrXpu, XE (2.16)
Bu esitlikten elektroforetik mobiliteyi tiirettigimizde Esitlik 2.17 ortaya ¢ikar:

q

:6X71'><T]XT (2.17)

He

Bu esitlikte 6nemli olan g/r oranidir. Ayrim bu oranin biiyiikligi ile saglanir.
Denklemden kiigiik yarigapli ve yiku fazla olan turlerin yuksek mobiliteye, biyik

yarigapli ve yiki az tiirlerin ise diisiik mobiliteye sahip oldugu ¢ikarilmaktadir [26].

2.4 Kapiler Elektroforezin Avantajlari

Kapiler elektroforez giinimizde genellikle 25-150 um i¢ ¢apa (i.d.) sahip ve tampon
cozelti ile doldurulmus bir kapiler kolon igerisinde gerceklestirilir. Kapiler kolonun,
analiz esnasinda karsilasilabilecek olumsuz durumlara karsi cok sayida avantaji vardir.
Kapilerin yiiksek elektrik direnci sayesinde ¢ok yliksek elektrik alanin uygulanmasi
halinde bile kolonda minimum diizeyde bir 1s1 iiretimi gergeklesir. Kapilerin sahip
oldugu genis ylizey alani/hacim oranu, {iretilen 1s1y1 kolonun her bolgesine esit olarak
verimli bir sekilde dagitir. Yiiksek elektrik alanin uygulanmasi, kisa analiz siireleri,
yiiksek verimlilik ve gii¢lii ayrimi miimkiin kilar. Kapiler elektroforez, ¢cok sayida
ayirma metoduna ve farkli ayirma mekanizmalarina sahiptir. Analiz i¢in gerekli
numune hacmi minimum 1-50 nL oldugundan ¢ok az numune ile ¢alismak
miimkiindiir. Metodun uygulama alani oldukg¢a genistir. Calisilmaya baglandig1 ilk
donemde biyolojik makromolekiiller i¢in diisiiniilse de sonrasinda amino asitler, kiral
ilaclar, vitaminler, pestisitler, inorganik iyonlar, organik asitler, boyalar, yiizey aktif
maddeler, peptidler ve proteinler, karbonhidratlar, oligoniikleotidler, DNA ve virusler
gibi tanecik boyutu agisindan genis spektrumdaki maddelerin ayrilmasinda da

kullanilabildigi kesfedilmistir. CE’de, diger kromatografik metodlara gore yontem
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gelistirmek daha basittir. Metodun performansinin artirilmasi i¢in yillar iginde 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ilerlemeler arasinda go¢ slresi ve pik alan
tekrarlanabilirligi tizerindeki iyilestirmeler, EOA’1n kontroliinii saglamak veayrilacak
analit-duvar etkilesimini sinirlandirmak i¢in kapiler kaplamalarin gelistirilmesi

bulunmaktadir [28, 29].

2.5 Enstriumantasyon

2.5.1 Kapiler kolon

CE’de kullanilan kapiler kolonlar eritilmis silika kolonlardir. Ideal bir kapiler kolon
kimyasal ve elektriksel olarak inert, esnek ve saglam olmalidir [26, 32]. Silika kapiler
kolonlarin dis katmani, kirilmayr 6nlemek ve kullanim sirasinda esneklik saglamak
icin ince bir polimer tabakasi ile kaplanmistir. Polimer tabakasi yaklasik 0,5 cm
uzunlugunda yakilarak deteksiyon penceresi agilir. CE’de kapiler kolonlarin i¢ ¢ap1
25-100 um, dis ¢ap1 350-400 um, boyu ise ¢aligmaya gore segilir ve genelikle 75 cm’yi
gecmez [28].

Eritilmis silika hv(Isik kaynagi)
| @
25-100um $
/\
Poliimid kaplama Poliimid kaplamanin
olmadigi kisim

(Dedektor penceresi) Dedektér

Sekil 2.4 : Eritilmis silika kapiler kolonun sematik gosterimi [26].

Giivenilir bir CE yontemi gelistirmek i¢in kapilerin sartlandirilmasi gerekir. Bunun
icin kapiler NaOH, su ve ¢alisilan tampon ile belirli bir siire yikanir. NaOH ile yikama
sonucunda kapiler i¢ duvarindaki silanol gruplari aktive olarak duvar negatif yiiklenir.
Kapiler kolonlar, her ¢alismadan sonra kolonu bir yikama ¢ozeltisi ile durulayarak
tekrarlanabilir sonuglar saglar. Sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI) ve

metil alkol gibi baz1 organik ¢oziiciiler standart yikama soliisyonlaridir. Baz1 analizler
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icin yalnizca ¢aligma tamponuyla yikamak yeterli olurken, digerleri i¢in 6zel yikama

stratejileri gelistirilmelidir [26, 28].

2.5.2 Ayirma elektroliti

CE'de numunedeki analit zonlar1 farkli hizlarla go¢ eder. Elektrik alanin etkisiyle
meydana gelen ayrim i¢in iletken bir ortam gerekir. Bu ortam, ayirma elektroliti olarak
adlandirilan, akimi gecirebilen iyon ytiiklii bir ¢ozelti ile saglanir. Tamponlar zay1f asit
ile zayif asidin konjuge bazi ya da zayif baz ile zayif bazin konjuge asidinin
karistirilmasi ile hazirlanir. Tamponun ¢alisma aralig1 asidin pKa degeri ile belirlenir.
Tamponun ortami tamponlayabilme kabiliyetine “tampon kapasitesi” denir.
Elektroosmotik mobilite ortamin pH degerine ¢ok duyarli oldugundan, tampon
kapasitesi, tekrarlanabilir goc streleri elde etmek igin kritik bir faktérdir. Tamponun
konjuge asit-baz ¢iftinin baslangi¢ konsantrasyonlari birbirine esit oldugunda, tampon
kapasitesi maksimum olur. Tampon, pH degeri konjuge asidin pKa degerinin + 1 birimi
civarinda oldugunda etkili bir sekilde ¢aligir. Iyi bir tampon kapasitesi icin yiiksek
tampon konsantrasyonu da gereklidir. Ancak, olasi Joule 1sinmas1 nedeniyle CE'de
tampon konsantrasyonu sinirhidir. Akim sinir degeri asildiginda CE cihaz1 otomatik
olarak voltaj1 keser veya diigiiriir. Bu baglamda, zwitteriyonik tamponlar avantajlidir.
Bu tamponlarla, iyonik giicii artirmadan yiiksek konsantrasyonlara ulasilabilir. Tris, 2-
morfolinoetansulfonik asit, 2-etansulfonik asit (MES), 3-1-propansulfonik asit
(CAPS) ve 3-(sikloheksilamin)-2-hidroksi-1-propansilfonik asit (CAPSO), CE'de en
¢ok kullanilan zwitteriyonik tamponlardir [26, 28].

Calisilan dalga boyunda diisiik absorbans gostermesi, tamponun istenen bir 6zelligidir.
Fosfat ve borat tamponlari, diisiik absorbanslar1 ve yliksek tampon kapasiteleri ile

kapiler elektroforetik ayrimlarda en ¢ok kullanilan tamponlardir [28].

Tampon yliksek kapasiteye sahip olsa bile, tampon kaplar1 ara sira yenilenmelidir.
Tampon organik bir ¢oziicii igerdiginde, kapiler ucundaki polimer tabakasi siinerek
kapiler girisini kismen kapatabilir ve bu da enjeksiyon hacmi tekrarlanabilirligini
etkiler. Bu sorun, kapiler ucundaki polimer tabakasini yaklasik 0,5 cm yakarak
cozllebilir [26].
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2.5.3 Elektrotlar

CE’de platin elektrotlar kullanilir. Elektrot bolgelerinde suyun elektrolizi ile anotta

indirgenme ile H* iyonlar, katotta ise ylikseltgenme ile OH" iyonlar1 olusur [26].
2H,0 - 4H* + 0, + 4
2H,0 + 2& > Hy + 20H"

Bu iyonlarin olusumu ¢alisma tamponunun pH degerini degistirebilir ve dolayisiyla
EOA’1 etkiler. G6¢ zamaninin tekrarlanabilirligini diistiren elektrolizden gelecek
olumsuz etkinin 6nline gegmek icin birkag enjeksiyonda bir tampon yenilenmelidir.
Tamponun yenilenme sikligina karar vermek i¢in go¢ zamanindaki kaymanin kag

enjeksiyondan sonra basladigi gézlemlenmelidir [28].

Kapiler i¢indeki akim pA mertebesinde oldugu igin elektrot bolgesinde olusan H* ve

OH- iyonlarinin konsantrasyonlar: da umol L™ mertebesindedir [28].

2.5.4 Yuksek voltajh gui¢c kaynagi

Iki elektrot, yiiksek voltaj (HV) kaynagina baghidir. CE cihazlarinda 30 kV'a kadar
voltaj saglanabilir. CE’de yiiksek voltaj uygulamasi, kisa ayirma siiresinin temel
nedenidir. Voltajin sabit tutulmas: ile bir analitin iyonlart i¢in go¢ zamani ayni
tutularak ayrimin tekrarlanabilirligi saglanir [26]. Enstrimantal olarak ¢ift kutuplu
(DC) bir gii¢ kaynag: kullanilarak 5-30 kV araliginda uygulanan voltaj ile 200-300

mA akim seviyelerine ¢ikilmaktadir [28].

Katyonik duvar kaplamasi ile EOA tersine c¢evrildiginde (anottan katoda yerine
katottan anoda dogru) elektrotlarin polaritesi ters ¢evrilmelidir. Bu yiizden voltaj
kaynaginin polariteyi degistirebilmesi gerekmektedir. Bu sayede katod deteksiyon

bdlgesinden enjeksiyon ucuna geger [26].

Gii¢ kaynaginin sabit akimda veya sabit giic modunda g¢alisabilmesi gerekir. Sabit
voltaj analizleri yaygin olmasina ragmen kolon i¢inde kontrol edilemeyen sicaklik
gradyanlar1 bulundugunda sabit akim veya sabit giic modlarmin kullanilmas1 daha
faydalidir. Sabit voltaj modunda sicaklik degisiklikleri tampon viskozitesini ve
dolayistyla go¢ siirelerini degistirebilir. Fakat sabit akim modunda meydana gelen
viskozite degisiklikleri, uygulanan voltajdaki orantisal degisiklerle goc siiresinde

meydana gelecek farkliliklar telafi edilebilir [28].
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2.5.5 Numune enjeksiyonu

CE'de kapilere ¢ok kicuk miktarda numune injekte edilir. Bunun sebebi kapiler
kolonun kiclk bir i¢ gapa sahip olmasidir. Enjeksiyon bolgesinin uzunlugu kapilerin
toplam uzunlugunun %1 ila %2'sinden az olmalidir. Bu da kapilerin i¢ ¢apina bagh
olarak birka¢ mm’lik veya 1-50 nL’lik bir enjeksiyon uzunluguna karsilik gelmektedir.
Dar ve kisa olan enjeksiyon bolgesi, ¢ok kiigliik numune hacimleri ile ¢alismaya olanak
kilar. Oyle ki 5 uL kadar kiiciik numune hacimleri ile analiz yapmak miimkiindiir. Bu
durum az miktarda numune mevcut oldugunda ¢ok sayida enjeksiyon gergeklestirme

olanagi tanir [28].

Kapilere yiksek konsantrasyonlarda numune injekte etmek rezolisyonu olumsuz
etkilemektedir. Pik genislemesinin bir sebebi olan diflizyon, artan analit iyonlar
sebebiyle daha fazla meydana geleceginden analit piklerinin tepe genisligi artarak
diisiik bir ayrim verimi gozlenebilir. Ayrica fazla sayidaki analit iyonlar1 ¢alima
tamponunun iletkenligini etkileyerek elektrik alanda dengesizlikler meydana gelebilir

ve bu da ayrim agisindan istenmeyen bir durumdur [28].

Kantitatif numune enjeksiyonu i¢in kullanilan en yaygin yontemler hidrodinamik ve

elektrokinetik enjeksiyondur.

Bir numunedeki analit iyonlarinin ayrilmasi i¢in hareket edecekleri bir ortam gerekir.
Kapiler kolon analit iyonlarina bu ortami saglar. Dolayisiyla deteksiyon kapilerin
sonunda ve deteksiyon bolgesinde yapilir. Herhangi bir yilizey kaplamasi yapilmamis
silika kapiler kolonlarda EOA yonii katoda dogru olacagindan, deteksiyon bolgesi
genellikle katot ucunda yer alir. Bu durumda kapilerin girisi anot haline gelir ve

buradan numune enjeksiyonu yapilir [26].

Kapli olmayan erimis silika kapiler kolonlar kullanildiginda bazi analitlerin kapilerin
i¢ duvarina adsorbe olma ihtimali ytliksektir. Bu da piklerin rezoliisyonunu ve genislik,
yukseklik ve go6¢ siiresi agisindan tekrarlanabilirligini olumsuz etkiler. Duvar

adsorbsiyonunu dnlemek i¢in kapiler kolon kaplamalar1 kullanilir [30].

2.5.5.1 Hidrodinamik enjeksiyon

Hidrodinamik enjeksiyon, yiiksek tekrarlanabilirlik gosterdigi i¢in en yaygin
kullanilan enjeksiyon yontemidir. Kapilerin enjeksiyon ucuna basing uygulanmasi,

kapilerin ¢ikis ucuna ise vakum uygulanmasi ya da enjeksiyon rezervuarmin ¢ikis
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rezervuarina  gore yiikseltilmesiyle elde edilen sifonlama hareketi ile
gerceklestirilebilir. Sifonlama mekanizmasinda, numune rezervuari ¢ikis rezervuarina
gore 10-30 sn suresince 5-10 cm yikseltilir. Genellikle hidrodinamik enjeksiyon
0zelligi olmayan sistemlerde kullanilir. Hassasiyet de goz onilinde bulundurularak,

mimkun olan en kiguk enjeksiyon uzunluklari kullanilmalidir [24, 26].

Kapilere yiklenen numune hacmi Hagen-Poiseuille denklemi kullanilarak
hesaplanabilir [26, 28]:

AP.mt.d*. t

Vini = 12801 (2.18)

Bu esitlikte V, kapilere yiklenen 6rnek hacmi (nL); AP, kapiler boyunca olusan basing
farki (dyn/cm?); d, kapiler i¢ cap1 (cm); t, enjeksiyon siiresi (s); , elektrolit ¢ozeltisinin

viskozitesi (dyn.s/cm?); L, kapilerin total uzunlugu (cm)’dur.

Bir hidrodinamik enjeksiyonda enjeksiyon basing ve siireleri sirasiyla 25-100 mbar ve
0,5-5 sn arasinda degismektedir [28].

2.5.5.2 Elektrokinetik enjeksiyon

Enjeksiyon ucundaki tampon rezervuarinin numune viali ile degistirilmesi ve voltaj
uygulanmasi ile gergeklestirilir. Uygulanan voltaj ayirma igin kullanilandan 3-5 kat
daha diisiiktiir ve 10-30 saniyelik enjeksiyon siireleri uygulanir. Numune kapilere hem
EOA hem de iyon gocii ile alinmis olur. Kapilere alinan analitin miktar1 analitin
elektroforetik mobilitesine baglidir; mobilitesi yiiksek iyonlar kapilere daha fazla,

mobilitesi diisiik iyonlar ise daha az oranda alinir [26, 28].

Elektrokinetik enjeksiyon ile kapilere injekte edilen analit miktar1 su sekilde
hesaplanabilir [26, 28]:

_ (Ue + poo)- .12 V. C.tin
B L

Q (2.19)

Bu esitlikte Q, kolona injekte edilen 6rnek miktar1 (g veya mol); r, kapilerin yarigaps;
He, Iyonun elektroforetik mobilitesi; peo, EOA’1in mobilitesi; V, uygulanan voltaj; C,

6rnek konsantrasyonu; t, voltajin uygulanma siiresi; L, kapilerin toplam uzunlugudur.

Elektrokinetik enjeksiyonun tekrarlanabilirligi hidrodinamik enjeksiyona gore daha
diisliktiir. Bunun sebebi kolona yiiklemenin sadece enjeksiyon siiresine degil; EOA,

analit konsantrasyonu ve analit mobilitesine de bagli olmasidir. Fazla analit
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konsantrasyonlar1 kolon i¢i iletkenligi etkileyebileceginden tekrarlanabilirlik
hidrodinamik enjeksiyona gore diisiiktiir. Bu sinirlamalara ragmen, kapiler viskoz bir
ortam veya jel ile doluysa basingla enjeksiyon zor olacagindan elektrokinetik

enjeksiyonun kullanilmasi daha avantajlidir [26, 28].

Basing Vakum
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| > —
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a b
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¢ d

Sekil 2.5 : Enjeksiyon sistemleri: a,b,c: Hidrodinamik enjeksiyon tdrleri,
d: Elektrokinetik enjeksiyon [31].

2.5.6 Termostat

Calismanin tekrarlanabilirligi agisindan 6zellikle Joule 1sinmasina karsi, kapilerde
sicaklik kontrolii cok dnemlidir. Her 1°C’de tampon viskozitesi %2-3’liik bir degisim
gosterdiginden, £ 0,1 °C'ye kadar sicaklik kontrolii ¢alismanin verimi ve gog
zamaninin tekrarlanabilirligi agisindan faydalidir. Kapilerin ortam sicakligindaki
degisimlerden izolasyonu saglanmalidir. S1vi termostatlanmasi daha iyi bir segenek
olsa da CE’de meydana gelen 1s1y1 kontrol altinda tutmak i¢in yaklagik 10 m/s hizda
basingli hava termostati yeterli olmaktadir. Basit enstriimantasyon ve kullanim

kolaylig1 sebebiyle de hava termostatlar1 daha avantajlidir [28].

2.5.7 Dedektorler

Dedektorler konsantrasyon degisimlerinden kaynaklanan kimyasal sinyalleri
algilayarak elektrik sinyallerine doniistiiriir. Bir bilgisayar sistemine baglanarak, analit

piklerini gosteren elektroferogramlar elde edilir [26].
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Spektrofotometrik Dedektorler Elektrokimyasal Dedektorler

UV/DAD Dedektor Temassiz iletkenlik Dedektdri
Floresans ve LIF Dedektor Amperometrik Dedektor
Kutle Dedektori Potansiyometrik Dedektér

Sekil 2.6 : CE’ de kullanilan dedektorler [25].

2.5.7.1 UV/DAD absorbsiyon dedektori

CE uygulamalarinda en yaygin kullanilan detektor, degisken dalga boylu ultraviyole
(UV) - diyot dizisi (DAD) dedektorlerdir. UV aktif fonksiyonel gruplara sahip
analitler, elektroforetik ayrim sirasinda bu dedektorlerle tespit edilebilir. Kromofor
grup igermeyen tiirler i¢in CE'de kullanighi ve yaygin bir uygulama dolayli UV
dedeksiyon yontemidir. Bu yontemde, ayirma tamponuna giiclii bir kromofor grup
iceren bilesik eklenir. Dedektoriin dalga boyu, kromoforun maksimum dalga boyuna
ayarlanir. Dedektor, kromoforun temel sinyalini goriir. Analit iyonlar1 kromofor
iyonlarmin yerini alir ve analit bolgesi dedektorden gegtiginde absorbansda bir azalma
meydana gelir. Bu negatif pik alani, analit konsantrasyonuna baglidir. Dolayli UV
deteksiyonda piklerin olusumu ve simetrisi, kromoforun konsantrasyonu ve
mobilitesine baghdir. Dolayli UV deteksiyonda, analitin mobilitesi ve kromoforun

mobilitesi birbiriyle uyumlu olmalidir [26, 28].

2.5.7.2 Floresans ve lazer indiiklenmis floresans (LIF) dedektor

Floresans isinlart giiglii bir uyaricidir. Elektronlar temel halden bir uyarici etkisiyle
uyarilarak uyarilmis seviyelere ¢ikarlar. Fakat uyarilmis seviyeler kararli olmadig:
icin, daha kararli olan temel hale dénmek isterler. 10 saniye boyunca enerjisini
tuttuktan sonra temel hale donerken sogurduklarindan daha biiyiik dalga boyunda

1s1ma yaparak floresans 1isimasini olustururlar [28].

CE’de dogal olarak floresans Ozellikler gosteren veya floresans bir boya ile
tirevlendirilebilen analizler icin floresans veya lazer indiiklenmis floresans (LIF)
dedektorler kullanilir. Floresans dedektér, UV dedektoriinden daha diisiik bir
dedeksiyon limiti (LOD) saglar. Diger yandan, LIF dedektodrlerle ¢ok diisiik LOD

degerlerine ulagilabilir. Yogun bir 151n kaynag1 olan lazer ile 1023 M mertebesinde
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analiz yapilabilir. Bu tip dedektorlerde Ar, He-Cd, He-Ne gibi lazer kaynaklari
kullanilir [28]. LIF dedektorde lazer 1s1n1, bilyeli bir mercek vasitasiyla kapiler iizerine
odaklanir. Is1gin analit ile etkilesmesi gerektiginden kapiler kolon iizerinde poliimid

tabakasinin LIF dedektorde de yakilmasi gerekmektedir [26].

2.5.7.3 Kutle dedektort (MS)

CE'nin MS ile birlestirilmesi, birgok bilesigin yiiksek ayirma verimliligi ile ayrilmasini
ve ayrilan analizlerin molekiiler kiitle bilgilerini elde etmeyi saglamaktadir. CE’de
ayrilan maddelerin MS’te kimliklendirilebilmesi i¢in sivi fazdan gaz fazli iyonlara
doniistiiriilmesi gerekir. Iyonizasyon islemi ile bu amaca ulasilir. Bugiine kadar
CE-MS uygulamalarinda en ¢ok kullanilan ara yiiz elektrosprey iyonizasyon (ESI)
olsa da CE'nin MALDI-MS ve bazi diger iyonizasyon teknikleriyle birlestirildigi
calismalar da bulunmaktadir. CE-MS kombinasyonu, c¢ogunlukla proteomik,

farmasoétik ve klinik arastirmalarda kullanilmstir [28, 32].

2.5.7.4 Temassiz iletkenlik (konduktivite) dedektori (C*D)

Kapiler elektroforez igin temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) ilk kez 1998 yilinda
tanitilmigtir. O zamandan beri, yontem elektroforezde inorganik ve organik iyonlarin
tespiti icin uygulanmistir [26]. C*D, ticari CE cihazlan ile basit bir kombinasyon
saglar. Dedektor, silika kapiler kolonun polimid kaplamasinin etrafina yerlestirilen iki
elektrottan olusur. iki elektrot arasindaki ¢dzeltinin elektriksel iletkenlik degisimleri

olculdr [28].

Deteksiyon bolgesinde kapiler kolonu belirli mesafeden saran paslanmaz yapida celik
boru seklinde, sirasiyla aktiiator elektrot ve toplama elektrodu olarak adlandirilan iki
adet elektrot bulunur. Aktiator elektroda bir 30-600 kHz araliginda bir salinim
frekans1 uygulanarak elektrot ile kapiler i¢indeki sivi arasinda elektriksel bir gegis
meydana gelir. Elektrotlar arasindaki algilama aralig1 gegildikten sonra, kapilerdeki
stvi ve toplama elektrodu arasinda ikinci bir elektriksel gecis meydana gelir.
Analitlerin bu iki elektrot arasindaki bosluktan ge¢mesi ile boslukta olusacak
iletkenlik toplama elektrodu tarafindan algilanir [28]. Olusan bu iletkenlik analitin

konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degisir [33].

Dedektdrden optimum verimi alabilmek icgin analit ¢Ozeltisi ile tampon ¢ozelti

arasindaki iletkenlik farki belirgin, hatta miimkiin oldugunca yiiksek olmalidir. Fakat
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tampon sicakliginda olusacak gradyanlar, bu noktada sinirlayici faktordiir. Tamponun
yiiksek iletkenligi nedeniyle yiiksek bir giiriiltii olusur ve istenen diisiik deteksiyon
limitlerine inmede zorluk yasanir. Diisilk tampon konsantrasyonu ise numunenin
kolonda yigilmasmna ve zon genislemelerine neden olur. Bu yiizden yiiksek
konsantrasyonlardaki amfoterik tamponlar olan MES, CAPS gibi tamponlarin

kullanimi ile bu noktada bir ¢6ziim bulunabilir [28].

2.5.7.5 Amperometrik dedektor

Dogru akim voltajinin etkisi altindaki bir elektrot yiizeyinde analite ya da analitten bir
elektron transferine dayanir. Elektron transferi sonucunda elektrotta analit

konsantrasyonuyla iligkili bir akim firetilir ve redoks tepkimesi gerceklesir [28].

Amperometrik deteksiyonun en biiyliik dezavantaji redoks tepkimelerindeki ara
reaksiyon {iriinlerinin elektrot ylizeyine adsorbe olmasi ve sonrasinda elektron
transferini azaltarak deteksiyonu olumsuz etkilemesidir. Bu sorun,  darbeli
amperometrik dedektor (PAD) ile elektrot yiizeyinin anodik temizligi ve yeniden

aktivasyon adimlarini kullanilarak ¢6ziilmektedir [28, 34].

2.5.7.6 Potansiyometrik dedektor

Potansiyometrik dedektorler, klasik iyon segici mikroelektrotlar kullanilarak kiiciik
numune hacimlerinde inorganik ve organik iyonlar: detekte ederken kullanilir. Analit
dedektoriin lipofilik membran fazina aktarildiginda sinyal tretilir. Analitin varligi,
Sensoriin dahili dolum c¢ozeltisi ile numune akis1 arasindaki potansiyel farkta bir
degisiklik yaratir. Potansiyel fark iyon konsantrasyonuyla dogrudan iliskilidir.
Potansiyometrik dedektorlerin dezavantajlar1 arasinda zahmetli sensor hazirlama,

sensoriin sinirli dmrii ve devamli kalibre edilmesi bulunur [33].

Yukarida (B6liim 2.5.7 kapsaminda) anlatilan dedektorlerin derisim araliklar1 Cizelge

2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1 : CE’de kullanilan dedektorler ve tayin araliklari [35].

Dedektor Tayin Sinir1 (mol L?)

UV absorpsiyon dedektorii 107 - 10"

Floresans dedektorii 10°-10*

Lazer indiiklenmis floresans dedektor 1013 -107

Kiitle dedektori 101t -108

Iletkenlik detektorii 107 -10°

Amperometrik dedektor 108-10°
Potansiyometrik detektor 108

2.6 Kapiler Elektroforezin Modlar:

2.6.1 Kapiler zon elektroforez (CZE)

Kapiler zon elektroforez (CZE), CE’nin en basit ve en yaygin kullanilan modudur.
Kapiler bir g¢alisma tamponu ile doldurulur, enjeksiyon ucundan numune c¢ozeltisi
verilir. Elektrik alan uygulandiginda numune bilesenleri kolon boyunca ilerleyerek
dedektore ulasir. Yiikli parcaciklar, kapilerde katot yoniinde go¢ ederken
yiik/biiytikliik oranlarinda bir degisiklik oldugunda birbirlerinden ayrilirlar. Ancak,
enjekte edilen yiiksiiz tiirlerin tamami, birbirinden ayrilmaksizin, elektroosmotik akis

ile birlikte dedektore dogru hareket eder [28, 35, 36].

Diger tiim ayirma modlari, CZE cihaz sistemini kullanarak analit tiirlerine gore

degistirilmis ayirma yontemleridir.

2.6.2 Misel elektrokinetik kromatografi (MEKC)

Ayirma esas olarak analitler ile bazi ayirma ortami katki maddeleri arasindaki
etkilesime dayaniyorsa, CE'deki bu tiir ayirmalar genellikle elektrokinetik
kromatografi veya elektrokinetik kapiler kromatografi olarak adlandirilir. Misel
elektrokinetik kromatografi (MEKC), elektrokinetik kromatografinin yaygin olarak

kullanilan formudur [26].

MEKC ilk olarak Terabe ve arkadaslari tarafindan tanitilmis olup yiiksiiz tiirlerin
ayrilmasinda yaygin olarak kullanilan bir CE yontemi haline gelmistir [25]. MEKC'de,
ayirma tamponuna kritik misel konsantrasyonunun (CMC) lizerinde bir ylizey aktif
madde eklenir. Yiizey aktif maddeler, bas ve kuyruk olmak iizere iki kisimdan olusur.
Bas grup polar ve hidrofilik yapidadir; alkol, eter, siilfat, amin, karboksilat, siilfonat,

fosfat ve amonyum gibi fonksiyonel gruplar bagli olabilir. Kuyruk ise apolar ve
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hidrofobik yapidadir ve uzun bir hidrokarbon zincirinden olusur. Yiizey aktif maddeler
karakteristik kritik misel konsantrasyonlarina (CMC) sahiptir. CMC degerlerinin
tizerinde bir konsantrasyonda kapiler i¢inde misel ad1 verilen agregatlar olusur ve bu
agregatlar sivi kromatografideki sabit faz gibi davranir. Ancak misellerin de
elektroforetik hareketliligi oldugundan, kapiler icinde hareket ederler. Bu faz,
psodo-sabit faz olarak adlandirilir [26, 27, 37].

MEKC'nin sematik ayirma semasi Sekil 2.7'de verilmistir. Bu 6rnekte verilen sodyum
dodesil siilfat (SDS), MEKC uygulamalarinda en yaygin kullanilan anyonik bir ylizey
aktif maddedir. Sulu tampon ortaminda olusan misellerin hidrofilik uc¢lar1 sulu faza,
hidrofobik kuyruklar1 ise miselin ortasina dogru yonelir. Anot tarafindan enjekte
edilen kii¢lik nétr hidrofilik bir molekiil, elektroosmotik akisla (to) dedektore dogru
sirlklenir. Pik, elektroferogramda to zamaninda goriiniir. Bu amagla, aseton,
formamid, mesitil oksit gibi notral isaretleyiciler hem MEKC hem de CZE'de
elektroosmotik akisin hareketliligini belirlemek icin kullanilir [37]. Bu ornekteki
negatif yukli miseller, elektroforetik hareketlilikleriyle anodik tarafa yonelirler.
Ancak, EOA ile birlikte katot tarafina, yani dedektor yoniine dogru siiriiklenirler. Cok
hidrofobik bir boyar madde bu ortama enjekte edildiginde tiim zamanini miselin
hidrofobik c¢ekirdeginde gecirir ve bu sayede misel dedektore ulastiginda
elektroferogramda bir pik olarak gorinur (tm). Sudan 11 boyar maddesi, bu amag igin

yaygin olarak kullanilan bir isaretleyicidir [26, 36].

injeksiyon Deteksiyon
i Anot EOA Katot l

—
Heoa
Hg (analit)
ON
. Sudan boyasi : Analit : N&tral hidrofilik molekdil

Sekil 2.7 : MEKC’de analit ve misellerin kolon icindeki hareket semas1 [25].

MEKC ayirmalarinda, tiirlerin misellerin hidrofobik ¢ekirdegi ile tampon fazi arasinda

dagilimi gergeklesir. Tiim yiiksiiz analitler, to ile tm arasinda go¢ ederler. Daha
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hidrofilik yapiya sahip olanlar to'a daha yakin bdlgede, daha hidrofobik olanlar ise
tm'ye yakin bolgede goriiniirler. Tiim hidrofobik analitler zamanlarinin ¢ogunu misel
fazinda gecirme egilimindeyse, bu analitlerin sulu faza ilgisini artirmak i¢in tampona
belirli bir oranda suyla uyumlu organik ¢ozicl eklenebilir. Alkol ve asetonitril,
calismalarda en yaygin kullanilan organik ¢oziiclilerdir. Ancak misellerin organik
¢oziicli ortaminda dagilabilecegi diisiiniilirek MEKC'de eklenen organik ¢oziiciiniin

konsantrasyonu %20-30'u gecmemelidir [26, 28].

Misel i¢inde ¢dziinen maddenin toplam mol sayisinin ¢ozelti fazindakilere orani

kapasite faktorii (k) ile verilir:

o —t) (%
k_t0(1—f—;) K(Vm) (2.20)

Bu esitlikte tr, ¢oziinen maddenin alikonma zamani; to, EOA’1n alikonma zamani; tm,
miselin alikonma zamani; K, dagilim katsayisi; Vs, misel fazin hacmi; Vi ise mobil

fazin yani tampon ¢ozeltinin hacmidir [28].

MEKC’de iki tiiriin rezoliisyonu ise su ifadeyle verilir [28].

N2\ ja —1 k; 1_t0/tm
R=< 4 )( a )<k§+1> 1+ (% Vi (2.21)

Kapasite faktoru, yizey aktif maddenin konsantrasyonu ile orantisal olarak

artirtlabilir. Fakat konsantrasyon ¢ok fazla artilirsa kolonda tiretilen akim da artar.
Ozellikle 25-50 um i¢ capa sahip kapiler kolonlarda yiiksek elektrik alan olusumundan

kacinilmali ve iyi bir kapiler termostat1 gerekir [28].

2.6.3 Kapiler elektrokromatografi (CEC)

CEC, CE ve siv1 kromatografinin birlestirilmesiyle olusturulmus hibrit bir ayrima
yontemi olup diger CE modlara gore daha yenidir. CEC ile yiiklii ya da nétral
tanecikler ayrilabilir. Normalde kolon i¢indeki ayirma ortami sivi ¢ézeltiyken, CEC’de
kapiler kolon kromatografik dolgu maddesi doldurularak bir sabit faz olusturulur.
Bunun igin 50-200 pum’lik erimis silika kapiler kolonlar polimer veya biiyiik
molekdller ile doldurulur. Mobil faz ise genellikle organik ¢6ziici ve sulu tampon
karigimlaridir. Kapiler boyunca bir elektrik alan1 uygulanarak EOA olusturulur ve

¢oziinen maddeler ile hareketli faz1 yiiriitiir. Akis1 hizlandirmak icin basing takviyesi
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de kullanilmaktadir. Kolondaki tutunma siiresi elektroosmotik go¢ ve kromatografik

tutunmanin bir bilesimidir [24, 26].

2.6.4 Kapiler jel elektroforez (CGE)

Kapiler jel elektroforez (CGE), cogunlukla proteinler ve DNA'nin biiyiikliik farklarina
gore ayrilmasi i¢in kullanilan bir CE tiirtidiir. DNA, fosfat gruplari nedeniyle negatif
yiikliidiir, proteinler ise SDS ile muamele edilerek negatif yiik kazanir. DNA ve SDS
ile muamele edilmis proteinler gibi makromolekiillerin biiyiikliikleri ¢ok biiyiik
oldugundan, bunlarin yiik/biiytikliik farklarina dayali elektroforetik ayrimi miimkiin
degildir. Bu molekiiller, sadece jel ortaminda biiyiikliik farklarina gore ayrilirlar [26,

27].

CGE tekniginde, kapiler i¢ine monomer ¢dzeltisi veya dnceden hazirlanmis polimer
cozeltisi verilerek kapilerin iginde jel ortami olusturulur. Olusturulan jel icinde farkli
biiyiikliikteki porlar ve bu heterojen porlarin iginde sivi bulunur. Analit molekiilleri bu
porlarin iginden gegerek dedektore ilerler. Kiiciik molekiiller porlardan daha kolay
styrilarak daha hizli ilerlerken biiyiik molekiiller kendi boyutlarina uygun porlari
aradigi icin kolon igerisinde daha fazla zaman gecirir. CGE'de, tiirlerin hareketi 2 farkli
sekilde gerceklesebilir. Bunlardan biri elektroforetik mobilite ve elektroosmotik akisin
(EOA) birlesimidir. Digerinde ise kapiler duvari yiiksiiz bir polimerle kaplanarak EOA
baskilanir ve gog sadece elektroforetik mobilite ile ger¢eklesir. Poliakrilamid jeller
CGE’de en yaygm kullanilan jeldir ve genellikle DNA ve diger proteinlerin
ayrilmasinda kullanilir. Kullanilacak jelin konsantrasyonu genis bir skaladadir.

Gerekli konsantrasyon analitin boyutuna gore belirlenir [26].

CGE’de jel yerine karmasik polimer ¢ozeltisi de kullanilmaktadir. Bu, jel kadar yogun
olmayan fakat yine de viskoz bir maddedir. Kapiler icine basingla itilebilir ve yine
basingla cikarilabilir, fakat jelin basingla kolondan cikarilmasi s6z konusu degildir
[28].

2.6.5 Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)

CIEF, ¢ogunlukla proteinleri ve peptitleri izoelektrik noktalarina (pI) gore ayirmak
i¢in kullanilir. Izoelektrik nokta (pI), bir aminoasidin nétr oldugu pH degeridir. Yani
bu noktada molekil ne pozitif ne de negatif yiklidir. Pozitif ve negatif yikleri icerse

de net yiik 0’dir. Her aminoasit kendine 6zgii bir pH noktasinda izoelektriktir. Bu
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noktada aminoasit ylkslz ve hareketsizdir. CIEF’te ayirma ortaminin tampon
olmasia gerek yoktur. pI degerleri farkli olan aminoasitleri ayirmak i¢in pH degeri
farkli olan bolgelerde farkli olan bir ¢ozelti gerekir. Bu ylzden CIEF, bir pH
gradiyentinde yapilan CE modudur [24, 26, 27].

Anolit ve katolit diye adlandirilan iki tip ¢ozelti kullanilir. Kapilerin anot ucu anolite,
katot ucu katolite daldirilir. Anolit asidik, katolit bazik ¢ozelti igerir. Kapiler iginde
olusturulacak pH gradiyenti olusturmak i¢in diisiik molekiil agirlikli amfolit ¢ozeltisi
kullanilir. Amfolit ¢ozeltiler hem asidik hem bazik gruplar igeren, farkli pl
degerlerinde ya da civarlarinda zwitteriyonik olan maddelerdir. Ek olarak kolon iginde
anodik ve Kkatodik dengeleyiciler kullanilir. Anodik dengeleyici, pl degeri
amfolitlerden daha diisiik olan ancak anolitin pH degerinden daha yiksek olan
maddedir. Yiksek iletkenlige sahiptir. Anot bolgesindeki pH gradiyentinde meydana
gelebilecek bozulmalart 6nlemek i¢in kullanilir. Katodik dengeleyicinin ise tam tersi
bicimde pl degeri amfolitten yliksektir ama katolitin pH degerinden diisiik pH degerine
sahiptir. Kapilerde dedektorden ¢ikis ucuna kadar olan kismi doldurur. Numunenin ve

amofilitin dedektérden 6nce odaklanmasini saglar [26].

Amfolit, stabilizerler, pl belirtecleri ve protein numunesi kapilere doldurulduktan
sonra anolit ve katolite daldirilan kapilere voltaj uygulanir. pH gradiyentini amfolite
voltaj uygulandiktan sonra meydana gelir. Voltaj sonucu anolitte H" ve katolitte OH
iyonlar1 olusur ve kapilere girer. Bu sekilde anottan katoda dogru farkli pH degerlerine
sahip bolgeleri bulunan bir ortam elde edilir. Amfolitler bu gradiyent dogrultusunda
hareket eder, en asidik amfolitler katoda yakin olacak bi¢imde izoelektrik noktalarina
kadar siralanir. Numune kapilerde yiiriitiildiiglinde her protein kendi izoelektrik
noktasinda yiiksiizleserek o noktada hareketsiz kalir. Bu olaya odaklanma denir.
Coziinen madde odaklanma noktasinda maksimum konsantrasyonda bulunur.

Odaklanma tamamlandiginda kolonda kararli bir durum olusur ve akim sifirlanir [26].

Odaklanan bolgelerin deteksiyonu icin iki farkli mobilizasyon teknigi kullanilir.
Hidrodinamik mobilizasyonda voltaj uygulanmaya devam ederken kapilere basing
uygulanir. Basing pH gradiyentini dedektdre surtikler ve deteksiyon yapilir. Kimyasal
mobilizasyonda ise katolit asetik asit gibi zayif bir asit ile degistirilir. Bu durumda
katolitten OH" iyonlar1 yerine CH3COO" iyonlari alinmis olur ve kapilerdeki pH
gradiyenti bozulur. Odaklanan analitler pozitif yiiklenir ve EOA ile katoda dogru
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ilerlemeye baglar. Eger odaklanan analitlerin pl degeri 4’ten diisiikse asetik asitten

daha kuvvetli bir asit kullanilmalidir [26, 28].

2.6.6 Kapiler izotakoforez (CITP)

CITP’de tiim analitler ayr1 bantlar seklinde ama birbirine bagl halde ve ayni1 hizda
hareket eder. Ayni anda hem katyonlar1 hem anyonlari ayirmak ve analiz etmek
miimkiindiir. Bu ortam1 olusturmak icin iki tampon sisteminin bir kombinasyonu
kullanilir. Basglatici ve sonlandirici olmak tizere iki elektrolit bulunur. Baslatici
elektrolit yiiksek mobiliteye, sonlandirici elektrolit diisiik mobiliteye sahip iyonlari
icerir. Enjeksiyon bu iki tampon ¢dzeltinin arasina yapilir. Kiiciik iyonlarin ayrilmasi

icin uygun bir CE modudur [26, 27].

Sisteme voltaj uygulandiginda analitlerin mobilitelerine uygun olan elektrolite dogru
ylrlimesiyle ayrim gergeklestirilir. Yani ayrim analitlerin mobilitelerindeki
farkliliklara dayanir. Numune ¢ozeltisindeki en yiliksek mobiliteye sahip olan analit
baslatici elektrolitin hemen 6niinde konumlanir, en diisiik mobiliteye sahip analit ise
sonlandirici elektrolitin oniine yerlesir. Mobilite farkliligina gore analit bantlarinin
olusumu tamamlandiktan sonra tiim bantlar ayn1 hizda hareket eder. Bu durumun
sebebi elektrik alanin her bolgede degismesidir. Hiz, mobilite ve alanin ¢arpimi oldugu
i¢in, elektrik alan yiiksek mobiliteye sahip bantlarda azalarak sabit hiz1 korur. Tersi
bicimde diisiik mobiliteye sahip alanlarda ise elektrik alan artar. Bu durum bantlarin
keskin smirlar ile ayrilmasini saglar. Ayrilan analit zonu bir sekilde komsu banda

yayilirsa hiz1 elektrik alan tarafindan dengelenir ve hemen kendi bandina doner [26].

CITP’de UV ve potansiyel gradyan dedektorii olmak tizere iki tip dedektor kullanilir.
Potansiyel gradyan dedektorii bir kondiiktivite dedektoriidiir. Ayrilan bantlar
arasindaki potansiyel farki 6lger [26].
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3. ARI URUNLERI

Arn driinleri saglikli ve dengeli beslenme agisindan degerli olup aricilik, insan
sagligimin  korunmasi ve beslenme amaglart dogrultusunda uzun yillardir
gerceklestirilen Onemli bir ekonomik faaliyettir [38]. Aricilik kapsaminda bal,
propolis, apilarnil (erkek ar1 larvasi), ar1 poleni, ar1 ekmegi, ar1 zehri, balmumu, ar1
slitii ve ana ar1 larvasi gibi ar1 Uriinleri tretilmektedir. Anadolu zengin bitki ortlistine
sahip oldugu icin gecmisten bugiine birgok ar1 {iriiniine ev sahipligi yapmistir ve
yapmaya devam etmektedir [18]. Uretimi hizlandiracak ve artiracak yeni metodlar
gelistirmesiyle aricilik sektorii hiz kazanarak ilerlemistir. Ar1 lirtinleri hem geleneksel
hem de modern tipta kullanim alani bulmustur. Sekiz bin yil dncesinde bile ar1
urtnlerinin tedavi amaciyla kullanildigi, farkli toplum ve medeniyetlere ait parsémen,
kil tabletler, papirusler gibi kaynaklardan bilinmektedir. Arinin ve art iiriinlerinin bazi
hastaliklarin tedavisinde ya da bu hastaliklardan korunmak ic¢in tamamlayici tedavi
yontemi olarak kullanilmasina apiterapi denir. Apiterapi uygulamalarinin basarili
bicimde yapilabilmesi i¢in ar1 {riinlerinin kimyasal ve biyolojik ozellikleri iyi
bilinmelidir. Yillar i¢inde ar1 {irlinleri tizerinde yapilan ¢aligmalar ar1 Uiriinlerinin ne
kadar degerli oldugunu ortaya koymustur ve apiterapinin Oniinii agmistir. Ari
riinlerinin yiliksek besin degerine sahip olmasi ve biyoaktif bilesenler icermesi
nedeniyle terapétik etkileri vardir. Bu yiizden ari iiriinlerinin piyasada dogrudan ya da
birkag ar1 tirtiniiniin karigimu tirtinler olarak sprey, tablet, kapsiil formlarinda ya da saf

halde satis1 yapilmaktadir [22, 39].

3.1 Bal

Bal, bal arilarmin (Apis mellifera) bitki nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin
salgilarinin ya da bitkilerin canli kisimlar: {izerinde yasayan bitki emici bdceklerin
salgilarinin toplayip isleyerek elde ettikleri dogal bir iirlindiir. Bal arilar1 balin su
icerigini azaltarak viskoz yapili olmasin1 ve balda bakteri gelisimini Onleyerek ve

petekte uzun siire depolanabilmesini saglarlar [21].
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Diinyada bir¢ok iilkede bal iiretimi yapilmaktadir. Balin biyokimyasal, fizyolojik ve
farmakolojik etkileri iyi bilinmektedir [40]. Yiiksek besin degeri ve insan sagligina
faydali bilesenleri icerdigi i¢in gerek gida gerek ilag olarak diinyada en fazla

tiiketilen/kullanilan ar1 tirtintidiir [22].

Tarihte milattan oncesi donemlere ait yazili kaynaklar veya resimler, balin o yillarda
dahi ilag olarak kullanildigin1 gostermektedir. Romalilar, Misirlilar ve Cinliler ise bali
genellikle bagirsak yaralarini iyilestirmek, mide iilserinin etkilerini azaltmak, oksiiriik,
bogaz agrisi ve kulak agrisini tedavi etmek i¢in harici veya dahili olarak kullanilmistir.
Gliniimiizde ise balin terapétik (tedavi edici) amagla kullanim1 devam etmektedir. Bal
bakterilerin yani sira mantar, virlis ve parazitlere karsi da inhibe edici 6zellik
gostermektedir [21, 41]. Geleneksel tipta ise goz hastaliklari, astim, bogaz
enfeksiyonlari, tiiberkiiloz, farenjit, hickirik, yorgunluk, bas donmesi, hepatit,
kabizlik, solucan istilasi, basur, egzama, gastrit, iilser ve yaralarin tedavisi,
gastrointestinal ~ bozukluklar, karaciger ve pankreas hastaliklari, diyabet,
kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi cesitli hastalik durumlarinda kullanim alam

bulmustur [22, 42].

Balin giiniimiizde bilinen 300 farkl: tiirii vardir. Bal arilar1 tarafindan toplanan farkl
nektar tiirleri sebebiyle farkli tiirde ballar olusur. Balin kalitesini, igerdigi glukoz,
fruktoz, flavonoid, polifenoller ve organik asitler gibi aktif bilesenleri belirler. Balin
kuru agirliginin %95-97sini olusturmakla birlikte ana bileseni karbonhidratlardir. Bal,
%82,4 karbonhidrat, %38,5 fruktoz, %31 glukoz, %12,9 diger sekerler, %17,1 su,
%0,5 protein, organik asitler, multimineraller, amino asitler, enzimler, vitaminler,
fenoller, flavonoidler, askorbik asit, karotenoidler, polifenoller, alkaloidler,
glikozitleri icermektedir [22, 43]. Glukoz ve fruktoz basta olmak (zere
monosakkaritler balin en 6nemli sekerleridir. Besin igerigi ve fizikokimyasal etkilerin
coguna katkida bulunurlar [22]. Ornegin akasya bali gibi daha yiiksek fruktoz igerigine
sahip olan ballar, glukoz igerigi yiiksek ballara gore daha tathdir [21]. Sekerler
genellikle balin olgunlasmasi sirasinda olusur. Glukoz ve fruktozun kimyasal yapisi

Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1 : a) Glukozun ve b) Fruktozun kimyasal yapilart.

Glukozun glukoz oksidaz enzimi ile oksidasyona ugramasi sonucu olusan glukonik
asit ise balda bulunan ana organik asittir. Glukonik asidin olusum reaksiyonu Sekil
3.2’de verilmistir. Organik asitler balin tat karakteristigine katkida bulunmanin yani
sira balin asidik karakterini (pH 3,2 ile 4,5 arasi) ve mikroorganizmalara karsi

stabilitesini saglamaktadir [21, 22].

OH QH (0]
H O\/'\/\/U\ Glukoz oksidaz HO
" TH]

Sekil 3.2 : Glukozun glukoz oksidaz ile par¢alanma mekanizmasi [22].

Bal, asparajin ve glutamin hari¢ dokuz esansiyel amino asidi ve esansiyel olmayan tim
amino asitleri icerir. Diyastaz, invertazlar, glukoz oksidaz, katalaz ve asit fosfataz
balda bulunan enzimlerdir ve bunlar balin ana protein bilesenlerini olustururlar [22].
Glukozdan glukonik olusumunu saglayan glukoz oksidaz, bal arisimin tiikiirtigtinde
onemli oranda bulunmaktadir. Bu reaksiyonun bir yan {iriinii olan hidrojen peroksit ise
balin antibakteriyel aktivitesinin saglayan en 6nemli bilesiktir [21]. Baldaki vitamin
Seviyesi ise Onerilen giinliik alim miktarindan ¢ok diistiktiir. Buna ragmen balda en
yaygin olarak bulunan C vitaminidir, suda c¢oziinen diger vitaminlerin timii
(B vitaminleri) balda bulunur. Biyoaktif bilesenler agisindan da bal olduk¢a zengin
olmakla birlikte bunlardan flavonoidler ve polifenoller ana biyoaktif bilesenlerdir ve
bu bilesenler fenol kaynaklidir. Biyoaktif bilesenlerin baldaki varligi ve miktar
cicegin kaynagina, iklimsel ve cografi kosullara baglidir [44]. Balin antioksidan
aktivitesinden fenolik bilesikler sorumludur. Balda bulunan antioksidan bilesenler,
serbest radikallerin verebilecegi zararlara karsi koruyucudur [22, 45]. Ayrica sahte

ballarin antioksidan aktivitesi dogal ballara gore ¢ok disiiktiir [21].
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Bal, antibakteriyel ve antioksidan etkilerin yani sira antimikrobiyal, apoptotik,
antiinflamatuvar, antidiyabetik ve antihipertansif etki de gostermektedir [22].

3.2 Propolis

Bitkiler yaprak, ci¢cek, meyve ve tomurcuklarini korumak i¢in antimikrobiyal 6zellige
sahip, su gecirmez ve 1s1 yaliimina sahip regineli bir bilesik olan propolisi {ireterek
organlarini korur. Ayn1 zamanda propolis, Yunanca’da sehrin korumast anlamindaki
bir sozciiktiir. Propolis, bir Avrupa bal aris1 tiirii olan Apis mellifera tarafindan

toplanabilirken Asya bal arisi tiirleri tarafindan toplanamaz [46].

Propolis toplama islemi yaz aylarinda saat 08.00-19.00 araliginda, bahar aylarinda ise
havanin giizel oldugu giinlerde yapilmaktadir. Is¢i bal arilar, bitkilerin farkl
kisimlarindan ya da agaglarin kozalak kabuklarindan arka ayaklar1 ve {ist ¢eneleri ile
propolisi toplar. Topladiklari propolisi, polen ve tiikiiriikk salgis1 ile karistirarak
yapigkan bir pelet haline getirirler. Sonrasinda pelet halindeki propolisi arka
bacaklarindaki polen sepet¢igine 6n ve orta bacaklar1 yardimiyla yerlestirerek kovana
tagirlar. Kovan igindeki arilar, polen sepetcigine depolanan propolisi 1sirip ¢ekme
hareketi ile kiiglik parcalar seklinde koparirlar. Propolisi balmumu ile karistirarak
kullanacaklar1 yere (kovanin duvarlarina veya larvalarin yetistigi petek gozlerine) bir
tabaka seklinde kaplarlar [46]. Bu nedenle ar1 tutkali olarak da adlandirilir [22]. Isci
ar1 kovana tek seferde 10 mg propolis tastyabilir. Topladig1 propolisi ise kovan i¢inde

ortalama 30 dakikada bosaltmaktadir [46].

Arilar kovanin i¢ini propolis ile kaplayarak kovani ve kendilerini zararli dis etkenlere
kars1 korumaktadirlar [21, 46]. Bu kaplamalar sayesinde hijyenik bir habitat saglarlar
ve ar1 kolonisini hastaliklara ve mikrobiyal enfeksiyonlara karsi korurlar. Bunun
disinda kovan igerisinde 6len canlilarin koloniye enfeksiyon yaymasini dnlemek i¢in
6len canliy1 kaplamak, kovana koloni digindaki canlilarin girme ihtimalini azaltmak
amaciyla kovanin giris deligini kiigiiltmek, kovanda olusan catlaklar1 kapatmak,
kovanin i¢ sicakligin1 35°C’de ve nemini %40-65 araliginda tutmak gibi amaglarla da
kullanilmaktadir [21, 22, 46]. Ayrica nektar ve polen toplamakla goérevli isci arilar
kovan disinda zararli mikroorganizmalara maruz kalabilmektedir. Kovana enfeksiyon
girme ihtimaline kars1 kovan i¢inde gdrev yapan arilar, disaridan gelen is¢i arilari

kovan deliginde propolisle firgalamaktadir [46].
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Propolisin insanlar tarafindan kullanimi ¢ok eski yillara dayanmaktadir. Yunan ve
Romal1 doktorlar propolisi antiseptik, antibiyotik ve yara iyilestirici ila¢ olarak
kullanirken, Misirlilar 6liilerin mumyalanmasi isleminde kullanmustir [46]. 11k olarak
17. yiizyilda Londra’da resmi bir ilag olarak kaydedilmistir. Saf ya da diger dogal
tirtinlerle karistirtlarak kozmetik ve saglik tirtinlerinde kullanilan propolisin kullanimi1
giiniimiize kadar siirmiis ve halen devam etmektedir. Son yillarda propolis tlizerinde
yapilan caligmalarin artmasiyla propolisin kimyasal ve terapdtik etkileri daha iyi

anlasilmistir [47].

Propolis tiretimi basta Cin olmak iizere Arjantin, Uruguay, Sili, Brezilya, Kanada ve
Dogu Avrupa iilkelerinde yaygin olarak yapilmaktadir. Uretimin ardindan propolis
soguk, sert ve kat1 halde iken ezilerek cam bir kavanoza koyulur ve {izerine 1lik su
eklenerek karistirilir. Igerisindeki yabanci maddeler dibe ¢okerek propolis temizlenmis
olur. Temizlenen propolis plastik torba i¢inde kuru bir ortamda biyolojik degerini
kaybetmeden 1 yildan fazla saklanabilir. Elde edilen propolis verimi kovan basina

ortalama 50-250 g arasinda degismektedir [46].

Propolis fiziksel olarak karakteristik hos bir kokuya sahiptir ve kirmizi, yesil,
kahverengi gibi farkli renklerde olabilir. Arilar tarafindan iglendikten sonra oldukca
yapiskan bir hal alir ve bu 6zelligi sayesinde ciltteki yag ve proteinlerle etkilesime
girer. 15-25°C araliginda propolis mum kivaminda elastik bir yapiya sahiptir. 30-
40°C’de yumusayip yapiskan bir hal almakta, 80°C’de ise kismen erimektedir [46].
15°C’nin altinda ise kirilgan ve sert bir yapidadir [21]. Propolis eter, aseton, kloroform
ve diger organik ¢oziiciilerde kismen ¢oziinmekle birlikte alkolde biiyiik ol¢iide

¢ozlndr. Suda ise ya ¢ok az ¢ézlndr ya da hi¢ ¢ozlinmez [46].

Propolisin kimyasal bilesimi, toplandig1 bitkiye ve bolgesel floraya gore degisiklik
gostermekle birlikte [47], dogal yapisinda genellikle %30 mum, %50 regine ve bitkisel
balsam, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen, polifenoller, flavonoidler,
aminoasitler, vitaminler ve mikro besinler gibi bir¢ok organik bilesik barindirmaktadir
[22]. Arilar i¢in gam, hus, kavak, at kestanesi, s6giit, kizilagag, koknar, erik, kara agacg,

mese ve digsbudak tiirleri dnemli propolis kaynaklarindandir [46].

Antifungal, antimikrobiyal, antioksidan, antikarsinojenik, yara iyilestirici, bagigiklik
sistemini dengeleyici ve glgclendirici etkileri sayesinde propolisin oldukga genis bir

kullanim alani vardir. Bu 6zellikler daha ¢ok propolisin igerigindeki flavonoidler ve
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hidroksisinnamik asit turevleri gibi fenolik bilesenlerden ileri gelmektedir.
Flavonoidler propoliste bulunan en énemli bilesik grubu olarak nitelendirilmektedir
ve gliclii antioksidan aktivitenin kaynagidir [21]. Propolisin flavonoid igerigi %6,2-

18,8 araliginda degismektedir [22].

Propolis her ne kadar toksik olmayan bir bilesik olsa da propolisin bilingsiz kullanim1
saglik acisindan zararli olabilmektedir. Bu nedenle giinliik alinmas1 gereken propolis

dozu iyi bilinmelidir [46].

3.3 Erkek Ari1 Larvasi (Apilarnil)

Bal aris1 kolonilerindeki dollenmemis yumurtadan gelisen 3-7 giinliikk erkek ari
larvalar1 toplanarak (hasat edilerek) elde edilen ar1 iirliniine apilarnil adi verilir.
Fiziksel olarak stitimsu-boza kivaminda, sar1-gri renkte, viskoz ve homojen yapidadir
ve karakteristik bir yumurta kokusuna sahiptir. Hasat islemi, is¢i arilar petek (larva)
gozlerini kapamadan yapilir ¢iinki bu evrede apilarnil en kaliteli ve en yiiksek besin
degerine sahip olmaktadir. Petek gozleri kapandiktan sonra yavru art pupa evresine
gecer ve bu evrede besin kompozisyonu degismektedir. Hasat islemi sonrasinda larva
yasamina devam etmez. Hasattan sonraki ilk yarim saat icerisinde soguk ortamda
saklanmadiginda yapisindaki proteinler bozulmaya bagslar ve besin degerini
kaybetmeye baslar. Bu yiizden apilarnil hasat isleminden sonra saf halde oda
kosullarinda uzun siire depolanmaya uygun degildir. Kisa siire iginde tiiketilmeli ya da
uzun vadede taze olarak tiiketilmek isteniyorsa dondurularak saklanmalidir. Taze
apilarnil, hasattan sonra -15°C’de 1 yil boyunca besin degerini kaybetmeden
saklanabilir. Homojenlestirme, 06giitme, liyofilizasyon, filtrasyon gibi islemlerin
uygulanmasiyla apilarnilin  sogukta saklanmasina gerek kalmamaktadir.

Liyofilizasyon apilarnilin depolanmasinda kullanilan en yaygin koruma islemidir [21,

48].

Apilarnilin kimyasal bilesimi %65-71 su, %6,61-12 protein, %3,44-8,38 lipit,
%6-10 seker, %0,88-3,18 asidite ve %2 kiil, pH degeri ise 6,49 olarak belirlenmistir.
Seker igerigini ise %0,11-0,60 fruktoz, %3,40-6,74 glukoz, %0,00-0,14 siikroz
olusturmaktadir. Protein ve dolayisiyla aminoasit bakimindan olduk¢a zengin olan
apilarnil tim esansiyel aminoasitleri icermektedir [21, 48]. A, B1, B6 ve kolin
vitaminlerini ve Ca, Na, P, Zn, Mn, Fe, Cu, K gibi mineralleri icermektedir. Zengin

vitamin ve mineral igerigine ek olarak bal arilarinin polen topladig: bitki kaynaklarinin
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cesitliligi ve zenginligi, apilarnilin kalitesini artrmaktadir. Igerdigi polifenollerin

zenginligi, apilarnile yiiksek antioksidan aktivite kazandirmaktadir [49].

Apilarnil erkek ar1 larvasi oldugu i¢in 6zellikle testosteron gibi erkek eseye Ozgii
hormonlar bakimindan zengindir ve erkek esey 6zelliklerini giiglendiren androjenik
etkiye sahip oldugunu kanitlayan ¢alismalar mevcuttur. Viicutta kas insasina katkida
bulunarak 6zellikle sporcu erkek bireylerde kas agirligini artirdigr i¢in dogal bir
anabolizan maddedir [50]. Vicutta oksidatif faaliyetleri uyararak kaslarda glikojen
tiikketimini artirdig i¢in apilarnil viicutta katabolik etki gosterir. Boylelikle viicuttaki

enerji iiretimine katkida bulunur [21, 48].

Kas gelisimi ve enerji liretimi disinda apilarnilin hiicre yenileyici, metabolizmada
glukoz etkinligini diizenleyici, kolesterolii dengeleyici, sperm hareketliligini artirici,
kas gelisimini artiric1, kirigiklik olusumunu engelleyici ve bilissel fonksiyonlari
destekleyici etkisi de bilinmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde apilarnil sagligi korumak
ya da terapdtik olarak kullaniminin yani sira apiterapide de talep gormektedir.
Gastrointestinal hastaliklar, solunum yolu hastaliklari, diyabet, vertigo, dis agrisi, kas
yorgunlugu, yaralarin iyilestirilmesi, yanmiklarin tedavisi, sirt agrilari, karaciger
problemleri, goz hastaliklari, meme ve rahim kanseri, ¢esitli psikolojik rahatsizliklar
ve erkek kisirliginda dogrudan ya da islenmis gida olarak kullanilmaktadir [21, 48,
51].

3.4 Arn Poleni

Polen, cigekli bitkilerin erkek organlarinda bulunan gametofit (lireme) birimleridir.
Arilar gigeklere yaklastiginda bu birimler arinin viicuduna yapisir ve ari, ¢igekten
polen toplamis olur. Bu yapismanin sebebi, negatif yiikle yiiklii ¢igek ve pozitif ytikle
yiiklii ar1 arasinda olusan zayif elektrostatik ¢ekimlerdir. Daha sonra ar1 topladigi
polenleri tiikiiriik salgilari ile 1slatarak, yapiskan bir pelet (topguk) haline getirir. Polen
peletleri genellikle 7,50-8,0 mg agirligindadir. Ari, tirettigi poleni arka bacaklarinda
bulunan polen sepetine (korbikiil) doldurarak kovana getirir ve kovandaki geng is¢i
arilar tarafindan bosaltilir. Bu polen, artik cicek poleninden daha farkli olan, ari
tarafindan islenmis ar1 polenidir. Ar1 poleni kovandaki arilarin larva ve pupa
donemlerinden sonraki genclik evresinde dokularinin, salgi bezlerinin, kaslarinin ve

organlarin gelismesi i¢in kullanilan bir besin maddesidir [38, 53, 54].

41



Arilarin temel besin kaynaklari polen, nektar ve sudur. Arilar icin nektar baslica
karbonhidrat kayna@i iken polen protein, lipit ve vitamin kaynagidir [55]. Icerigindeki
su, protein, aminoasit, karbonhidrat, lipit, yag asitleri, fenolik bilesenler, enzimler,
vitaminler ve mineraller ile geng arilar i¢cin 6nemlidir [38]. Bir is¢i ar1, larvadan ergin

doneme kadar yaklagik 120-145 mg polene ihtiyag duyar [55].

Ar1 poleni iiretimi aricilarin kovanlarin 6n kismina taktigi polen tuzaklar1 sayesinde
daha kovana girmeden arilardan toplanmasi ile gergeklestirilir. Arinin tagidigi polenler
1zgara seklindeki bir tuzaktan ge¢mesiyle aridan ayrilarak alt kisimda bulunan
cekmeceye diiser ve arict tarafindan toplanir. Daha sonra kurutularak ya da

dondurularak saklanir [38].

Fizikokimyasal ve biyoaktif Ozellikleri acisindan da ar1 poleni, ¢icek poleninin
toplandig1 bolgedeki bitki kaynag1 ve cesitliligine, cografik konuma ve iklime gore
farklilik gostermektedir. Aricinin ar1 polenini toplama sekli, muhafaza etme metodu
ve ambalajlama bigimi de ar1 poleninin kimyasal bilesimini degistirebilmektedir.
Biyoaktif igerikteki bu farkliliklara gore ar1 poleni farkli renklerde olusabilir [21].
Renk, ar1 poleninin kalitesinin bir gostergesi olan fiziksel bir parametredir. Genellikle
sarl, altin sarisi, sarimsi kahve, acik ya da koyu mor, siyah, turuncu, kirmizimsi kahve,

acik ya da koyu yesil, kahverengi ya da pembe tonlarinda olmasi gerekmektedir [38].

Art poleninin ¢ok eski yillardan beri gida olarak tiiketildigi, Babillerin kutsal
kitabinda, diger dini kitaplarda ve Cin yapitlarinda yer almaktadir [21]. GlnumUzde
ise ar1 poleni diger an iiriinleri veya besinler ile karistirilarak piyasaya siiriilen gida

takviyeleri olarak ya da dogrudan polen peletleri seklinde tiiketilmektedir [38].

Ar poleninin kimyasal bilesimi %21-30 su, %10-40 protein, %15-50 karbonhidrat,
%1-20 lipit, %0,02-0,70 vitamin, ortalama %1,60 fenolik bilesenleri icermektedir [38,
55, 56].

Ar polenindeki nem igeriginin yiiksek olmasi mikroorganizmalarin olugmasi ve
gelismesi i¢in uygun bir ortam olusturacagi i¢in, TS 10255 Polen Standardi’na gore
ar1 poleni, su igerigi %10’un altina disiiriilene kadar kurutulmalidir [38, 56]. Polen
arilar i¢in birincil protein kaynagidir. TS 10255 Polen Standardi’na gore ari
polenindeki protein igerigi %7’ nin {istiinde olmalidir [38]. Ar1 poleninin protein igerigi
%35,40 albiimin, %18,60 globulin, %21,80 prolamin ve diger proteinler ve %5,30

enzimlerden olusmaktadir. Karhonhidratlar ar1 poleninde en yiiksek miktardaki bilesen
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olup, karbonhidrat igeriginin %7,20-22,40’1m1 fruktoz, %6,40-21,90’1n1 glukoz,
%0,60-19,80’ini sakkaroz olusturur. Ari poleninin lipit igerigi yag asitleri,
karotenoidler ve sterollerden olusur. TS 10255 Polen Standardi’na gore lipit igerigi ar1
poleninde %1,2’den fazla olmalidir. Ar1 poleni suda ¢6ziinen B12 hari¢ B grubu ve C

vitaminlerini %0,60 ve yagda ¢oziinen A, D, E vitaminlerini %0,10 oraninda igerir
[38].

Ar1 poleni, insan viicudunda adrenalin ve ndradrenalin gibi metabolizmay1 etkileyen
hormonlara sahip oldugu igin atletlerin kondisyonu i¢in gerekli gidalar arasinda yer
alir. Igerdigi fenolik bilesenler, ar1 polenine basta antioksidan &zellik olmak iizere
antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal, antiviral), antialerjenik, antikanser,
antiobezite ve antiinflamatuvar 6zellikleri kazandirmakta, bagisiklik ve sinir sistemi
uzerinde olumlu etkiler gostermektedir [21, 38, 57]. Bu biyolojik etkilerinden dolay1
ar1 poleni gogiis kanseri, alerjik hastaliklar, cilt hastaliklari, prostat rahatsizliklari,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde gida,

gida takviyesi ya da kozmetik iiriinler halinde kullanilmaktadir [56].

3.5 Ar1 Ekmegi

Bal arilarinin kovana tasidiklari ar1 poleni, kovanda petek gozlerinde ar1 ekmegi
seklinde depolanmaktadir. Ar1 ekmegi, polen ve balin bir karisimidir. Polen ve bali
karigtiran ergin ari, salgilarini da bu karisima ekler ve ardindan petek goziine
yerlestirip bal ve balmumu ile sabitler [56]. Bu sekilde olusturdugu karigimi laktik asit
fermantasyonuna maruz birakir. Bu iirlin iki haftanin sonunda ar1 ekmegine doniisiir.
Polenin fermente edilmis hali olan arn ekmegi, kovanda uzun siire

depolanabilmektedir. Kovandaki arilar i¢in 6nemli bir besin kaynagidir [21].

Ar ekmegi tretiminin yillik 1,36 milyon kg oldugu tahmin edilmekle birlikte en
onemli ireticiler Cin, Avustralya ve Arjantin’dir [58]. Ar1 ekmegi an {ireticileri
tarafindan kovandan 6zel hasat makineleriyle ya da cimbiz ve spatulayla yapilmaktadir
[59].

Arn ekmeginin kimyasal bilesimi %20 protein, %24-35 karbonhidrat, %3 lipit, %6-9
su, %3 vitamin ve mineral igerir. Ayn1 zamanda igerisinde enzimler, flavonoidler ve
hormonlar da bulunmaktadir [55, 59]. Cigek poleni, ar1 poleni ve ar1 ekmeginin

kimyasal profilleri, farkli asamalardan gectikleri i¢in farklidir. Fermantasyon islemi
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ile ar1 ekmegi, ar1 polenine gore farkli bir kimyasal bilesim kazanir. igerik olarak ar1
polenine gore daha diisiik protein ve lipit icerigine, daha yiliksek nem, karbonhidrat ve
seker igerigine sahiptir. Ar1 poleninin aksine ari ekmeginde nisasta bulunmaz ya da
cok diisiik miktarlardadir [59]. Ar1 ekmeginin igerdigi proteinlerin sindirimi ve
emilimi ar1 polenindekilere gore daha kolaydir. Ciinkii polenin “ekzin” denen sert ve
sindirilmesi zor olan koruyucu tabaka fermantasyon sirasinda pargalanir [21, 55]. Ar
ekmegi, ar1 polenine kiyasla 6 kat fazla (yaklasik %3 oraninda) laktik asit icerir [56].
Bu o6zelligi ile ar1 ekmegi kiif, mantar gibi mikroorganizmalarin liremesine ve
toksinlere kars1 daha iyi korunur [21, 56]. Ar1 ekmegi ar1 polenine gore daha asidiktir.

Ar1 poleninin ar1 ekmegine doniisiimii ile pH degeri 4,7 den 3,97’ye diiser [60].

Fermantasyon sayesinde fenolik bilesik miktar1 ar1 ekmeginde artar. Icerigindeki
fenolik bilesenler sayesinde ar1 ekmegi antioksidan, antiinflamatuvar, antifungusit,
antibakteriyel, antiviral, antidiyabetik ve anti-aterosklerotik etkileri sebebiyle

terapotik amaglarla kullanilabilir [59].

Arn ekmegi, cicek ve polen tiiriine gore farkli tada sahip olamkla birlikte genellikle
eksidir. Bu ylizden bal ile karistirllmak ya da vitaminlere eklenmek suretiyle piyasaya

saraldr [59].

3.6 Ar1 Zehri (Apitoksin)

Art zehri, armim Karin boslugunda bulunan zehir bezlerinde iretilmekte ve zehir
kesesinde depolanmaktadir. Depolanan zehrin miktar1 yaklasik 0,3 mg’dir. Arilarin
igneleri onlarin en 6nemli savunma ve saldirt organlaridir. Sokma esnasinda igneleri
ile zehri insan ya da hayvan viicuduna enjekte ederler. Ar1 ignesi, “ovipositor” adli
yumurtlama organinin yapisal olarak degisiklige ugramis seklidir. Apis mellifera bal
aris1 tiiriinde, kralice ve isci arilarda bulunur, erkek arilarin ignesi yoktur. igne, zehir
kesesinin bir uzantisidir. Ciplak gozle tek parga olarak goriinse de mikroskopla
bakildiginda stylet adl1 iist parca ve lanset adl1 iki alt par¢adan olustugu goriilmektedir.
Ignenin ucuna dogru gidildikge parcalar incelirken arinin viicuduna dogru gidildikge
kalinlagir. Arinin sokmasi sirasinda kaslarin yardimiyla lansetler, ignenin sokuldugu
canlinin derisinden igeri dogru ilerletilir. Bu sirada zehir kesesinde depolanan zehir,
ignenin i¢indeki zehir kanalindan gegerek sokulan canlinin derisinden igeri enjekte
edilir. Arinin pupadan g¢ikmasindan sonra zehir bezleri aktif hale gelir. Pupadan

ciktiktan 3 giin sonra zehir salgilayabilir. [lkbahar ve yaz aylarinda arinin zehir iiretme
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performansi en iist seviyededir. Arinin zehir kesesindeki tiim zehri bosaltmasi

imkansizdir. Birden fazla kez igneleme yapsa bile zehrin tiimii bosalmaz [61].

Ar1 zehri, zehir bezinin cerrahi yollarla ¢ikarilmasi ile yada arinin zehrini bosaltana
kadar sikilmasiyla toplanir. Bir bagka metod, artya elektrik soku uygulamaktir. Temeli
1950’lere dayanan bu metod giiniimiizde kovana yerlestirilen tel bir 1zgara ile
yapilmaktadir. Bu 1zgaranin altina genellikle steril bezden olusan gecirgen bir ylizey
ve zehrin toplanacagi bolme yerlestirilir. Zehri toplamak i¢in kovana genellikle 30
dakikada bir elektrik akimi verilir. Ar1 elektrik akimini bir tehlike olarak goriir. Tel
1zgaraya temas ettiginde gecirgen yiizeye ignesini batirir ve zehrini birakir. Zehir
buradan toplama bolgesine akar. Bu islem arilara fazla zarar vermemektedir. Kovan
basina kaybedilen ar1 sayis1 yaklasik 10 tanedir. Toplama bdlgesine biriken zehir
kurutulur. Basta sivi haldeyken berrak bir goriiniime sahip olan zehir kurutulduktan

sonra beyaz renkli bir toz haline gelir [61, 62].

Bir aridan yalnizca 0,5-1,0 pL zehir toplanabilir. Ar1 zehirinin kimyasal bilesiminin
%88’ini su olusturur. Bu miktar kurutuldugunda ise yalnizca 0,1 pg kuru zehir elde
edilmektedir. Bir kovanda 10 bin arinin oldugu varsayildiginda 30 dakikalik bir seans
sonunda elde edilen zehir miktar1 ancak 1 g kadar olacaktir. 1 g toz ar1 zehri,
kullanilacagi zaman 1 L serum igerisinde ¢ozdiiriiliir. Ar1 zehri kurutulmayacaksa

dondurularak saklanmalidir, ¢iinkii oda sicakliginda taze haldeyken nemden dolay1
bozulabilir [61, 62].

Arn zehri fiziksel olarak agik renkli, berrak, kokusuz, keskin ve aci tada sahip bir
stvidir. pH degeri 5,0-5,5 arasinda degisir. Kimyasal igerigi %88 su ve %12 peptit,
enzim ve aminoasitlerden olusmaktadir [20]. Ar1 zehrinin ana etken maddesi melittin
adli peptittir. Melittin ar1 zehrinin igerdigi biyoaktif maddelerin %50-55’ini olusturur

ve gucli bir antiinflamatuvar bilesendir [61, 62].

Ar1 zehrinin antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiinflamatuvar, antikanser,
metabolizma diizenleyici, yara iyilestirici, sinir sistemi diizenleyici, bagisiklik
destekleyici ve giglendirici, analjezik ve kardiyovaskuler sistemi diizenleyici etkileri
bulunmaktadir. Hipertansiyon, epilepsi, migren, artrit, bagisiklik sistemi hastaliklart,
ekrem ve romatizma agrilari, gribal enfeksiyonlar, arterit, doku sertlesmesi, deri
veremi, deri sertlesmesi, kronik yorgunluk sendromu, yara tedavisi, deri kanseri,

kolesterol, siniizit, lilser, astim, egzama gibi hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilir.
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Tedavilerde kullanilan ar1 zehri krem, merhem, soliisyon ya da tablet formunda

kullanilabilmektedir [61].

3.7 Balmumu

Balmumu, bal arilarimin (Apis mellifera ve Apis cerana) trettigi, peteklerin yap1
malzemesi olarak kullanilan mumdur. Arilar balmumunu yasamlarinin 10 ila 16.
giinleri arasinda iiretir. Balmumunun ana bilesenleri fruktoz, glukoz ve siikrozdur.
Armin karninda bulunan bezler, ariin bal olarak tiikettigi sekeri pul haline getirir. Bu
pullar gozeneklerden ¢ikarilir ve arilarin tiikiiriik salgilariyla karistirildiktan sonra
beyazlasip seffaflagir. Arilar tarafindan daha sonra petek yapi malzemesi olarak

kullanilir [63]. 1 kg balmumu iiretebilmek i¢in arilar 6-10 kg bal tiiketir [52].

Balmumunun kalitesi igin iretim yontemi Onemlidir. Balmumu iiretimi aricilar
tarafindan iki asamada yapilir. ilk olarak balmumu kovandan ¢ikarilip temizlenir,
ardindan saflastirilir. En cok tercih edilen yontem peteklerin eritilmesidir. Eritme
islemi suda buharla, elektrik veya giines enerjisiyle 1sitilarak kaynatmayi igerir. Cok
uzun siire ¢cok yiiksek sicakliklarda 1sitma islemi balmumuna zarar vererek kalitesini
diisiiriir ve rengini koyulastirir. Balmumunun c¢elik, aliiminyum, ¢inko veya bakirdan
yapilmis kaplarda 1sitilmasit balmumunun koyulasmasina neden olmaktadir.
Koyulasmay1 onlemek amaciyla kullanilabilecek en uygun kap paslanmaz geliktir.
Koku olusumunu 6nlemek i¢in fermente bal igeren peteklerin eritilmesi tercih edilmez.
Ar1 larvasinda bulunan patojenik olusumlar olan Paenibacillus larvalari 1siya dayanikli
sporlara sahiptir ve balmumunun normal bi¢cimde kaynatilmasiyla o6ldiirtilemezler.
120°C’de 30 dakika boyunca basing altinda isitma (1400 hPa) ile tim sporlar
oldurulebilir. Eritme isleminde sert su yerine diisiik mineralli suyun kullanilmasi ile
Su-mum emiilsiyonlarinin olusumu 6nlenmektedir. Eritme isleminden sonra balmumu
bloklar1 kurutulur. Karanlik ve serin bir ortamda saklanirlar. Eritme ve temizleme
isleminden sonra balmumu sar1 bir renk alir. Renk ve aromanin iyi bigimde korunmasi
i¢in ambalaj kagidinda ya da paslanmaz ¢elik, cam ya da plastikten yapilmis kaplarda
saklanmalidirlar. Balmumunun renginde meydana gelen koyulasma kimyasal yollar

ile giderilebilir. En basit parlatma yontemi okzalik asitle kaynatmaktir [52, 64].

Balmumunun kimyasal bilesimi, arinin genetigi ve beslenmesi ile iligkilidir. Farkli ar1

irklarinin drettigi balmumlarimin igerdigi bilesenlerin yiizdesi arasinda farkliliklar
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olabilmektedir. Balmumunun kimyasal bilesimi %67 ester, %14 hidrokarbon, %12

serbest asitler, %1 alkoller ve %6 diger bilesenleri icermektedir [64].

Balmumunun kullanim1 antik ¢aglara uzanmaktadir. MS 4. yiizyildan itibaren Roma
Katolik Kilisesi’nde yalnizca balmumundan yapilan mumun kullanilmasi zorunlu hale
gelmistir. Ayrica balmumunun eski miithiirlerde kullanildig1 dahi bilinmektedir. Basta
miihiirlerde saf balmumu olarak kullanilsa da sonrasinda recine ve renkler eklenerek
kullanilmistir. Romalilarin  balmumunu heykel yapmak i¢in kullandigi da
bilinmektedir. Eski Misir’da ise balmumu firavunlarin mumyalanmasinda, tablet
yaziminda, papiriis parsomenlerinin ve resimlerin korunmasinda, kadinlarda kozmetik
amacl buklelerin kaliciligini saglamada ve iki yiizeyi birlestirmek igin yapistiric
olarak kullanilmistir. Balmumunun tedavi amagh kullanimi da eski c¢aglara
dayanmaktadir. Yunan-Romali doktor Galen, balmumunu MS 2. yiizyilda sogutucu
merhem olarak kullanmistir. Ibn-i Sina’nin da balmumunun iyilestirici etkisi sebebiyle
tedavilerde kullanilabilecegini anlatmigtir. Eski Cin tibbinda ise balmumunun

kullanimi, “The Shen Nong Book of Herbs” adli iinlii tip kitabinda anlatilmistir [52].

Balmumunun gec¢miste terapdtik amacla kullaniminin gilinlimiizde halen devam
etmesinin bir¢ok sebebi vardir. Balmumu antibakteriyel oOzellik gosterir. Cilt
elastikiyetini artirp piiriizsiizlestirerek  cildin  giizellesmesini saglar. Ilagla
karistirildiginda ise ilacin viicutta daha uzun siirede salinmasini saglar. Dis etlerini

giiclendirme, kas, sinir ve eklem iltihaplarin1 tedavi etme amaclariyla da kullanilir

[63].

3.8 An1 Sutu

An siitii, 5-15 giinliik is¢i bal arilarmin (Apis mellifera) hipofaringeal (yutak) ve
mandibular (alt cene) bezlerinden salgiladiklari, viskoz yapil, jel kivaminda, akici,
kremsi ve beyaz renkli bir ar iriiniidir. Eksi bir tada ve keskin fenolik yapida bir
kokuya sahiptir. Yogunlugu 1,1 g/cm? olup suda kismen ¢dzlinebilmektedir. Memeli
hayvanlarin iirettigi siite benzememesine ragmen, kovanda basta kraligce arinin ve
kismen is¢i arilarin larval donemde beslenmesi i¢in kullanildigindan ve goriiniis
itibariyle site benzemesinden dolay1 Tiirkgede “siit”, Ingilizcede ise kraliyet jeli
anlamma gelen “royal jelly” olarak isimlendirilir. Ingilizcedeki bu isimlendirmenin
sebebi, 1is¢i arilarin a1 siitinii asil olarak kralice ar1 i¢in iiretmesinden

kaynaklanmaktadir [21].
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Kralice ar1 pupadan ciktiktan 7 giin sonra, hayati boyunca bir kez olmak tizere
kovandaki erkek arilar ile ¢iftlesme ucusuna ¢ikar. Kovana donen kralige ar1 dollenmis
ve dollenmemis yumurtalarii larva ¢ukurlarina birakir. Erkek arilar dollenmemis
yumurtadan gelisirken (n=1), kralige ar1 ve is¢i arilar dollenmis yumurtadan gelisen
(n=2) disi bireylerdir. Disi bireyler basta ayni genetik yapiya sahiptirler. Bu yumurtalar
arasindan en saglikli olani, kralige ar1 olarak yetistirilmek tizere is¢i arilar tarafindan
tespit edilir ve daha iyi gelisebilmesi i¢in 5,5 mm’lik klasik larva yliksiiklerinden daha
biiyiik boyutlardaki “ana ar1 yiiksiigii” ad1 verilen yap1 olusturulur. Is¢i yavru arilar
larval donemde yalnizca 3 giin ar1 siitii ile beslenirken kralice arilar larval dénemde 15
giin boyunca ve tiim hayatlar1 boyunca art siitii ile beslenirler. Bu beslenme farkliligi,
her ikisi de disi bireyler olan is¢i ve kralice arilar arasinda fizyolojik ve morfolojik
farkliliklar1 olusturur. Arn siitiinde bulunan royalaktin adli protein, larvanin kralice
artya doniismesini saglayan ana bilesendir [22, 39]. Kralige ar1, ar1 siitii sayesinde
hastaliklara kars1 direng kazanir, giinde 3000°e kadar yumurta tiretebilir, 5-6 yila kadar
yasayabilir ve is¢i arilardan daha biiyiik boyutlardadir. Fakat isci arilar diisiik
bagisiklik sistemleri sebebiyle ¢ok kolay hasta olurlar, disi olmalarmma ragmen
ciftlesemez ve yumurta iiretemezler ve 2-3 aya kadar yasayabilirler [21]. Bir kovanda
ar1 siitlinlin tiretiminin sezon boyunca yiiksek verimde yapilmasi i¢in kralige arinin iyi
ve yeterli olmasi, koloninin biiylik ve giiglii olmasi, is¢i arilar i¢in yeterli besin

kaynagi, uygun sicaklik (20-30°C) ve deneyimli aricilar gerekmektedir [39].

Klasik ar1 siitiinlin iiretimi, kovana yapay larvalarin asilanmasi ile gerceklestirilir.
Larvalar yumurtadan ¢iktiktan 12-18 saat sonrasinda asilama kalemi kullanilarak
larvalar yapay kralice ar1 yiiksiiklerine yerlestirilir. Koloni ise bu larvalar1 beslemek
icin ar1 siitii tiretmeye tesvik edilir. Larvalar 68-72 saat sonra yerlestirildikleri yerden
cimbizla ¢ikarilir ve is¢i arilarin {irettigi ar1 siitii toplanir. Arn siitiinlin toplanma
islemine sagim denir ve yilin Nisan ve Eyliil aylar arasinda yapilmaktadir. Larva
asilama ve ar1 siitii toplamay1 igeren bu siire¢ olduk¢a zaman alicidir ve fazla emek
istemektedir [39]. Fakat bu siireci kolaylastiran bagka iiretim metodlar1 da literatiirde
yer almaktadir [65]. Normalde beyazimsi bir renge sahip olan ar siitii, depolanma
sirasinda sar1 renge donme egilimi gosterir. Uygun olmayan kosullarda
depolandiginda an siitiinlin viskozitesinde artis, renginde koyulasma ve tadinda
bozulma meydana gelir. Bu yilizden ar1 siitlinlin kalitesini korumak adina donmus

olarak saklanmasi 6nerilmektedir [39].
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Ar1 siitiiniin ekonomik degeri diger ar1 iiriinlerinden fazladir. Bu yiizden ticari olarak
tiretimi diinya ¢apinda 6nemlidir. Cin, yillik yaklasik 4000 ton ar1 siitii liretimi ile
diinyadaki toplam ar1 siitii iiretiminin ortalama %901 saglamaktadir. Vietnam,
Tayvan, Kore, Japonya, Yunanistan, Ispanya, Fransa, Italya ve Meksika’da da ar1 siitii

tiretimi gergeklestirilmektedir [39].

A siitiinlin besin degeri oldukca ylksektir. Taze art siitiiniin bilegsimi %60-70 nem,
%12-15 protein, %3-6 lipit, %10-16 karbonhidrat, %1,5 mineral tuzlar ve diger
bilesenleri icermektedir. Ar siitii depolanmadan direkt larva ¢ukurlara birakildigi
icin su miktarinin diisiik olmasina ihtiya¢ duyulmaz, bu yiizden nem oran1 yiiksektir.
Icerigindeki nem oranina ve tazeligine gore viskozitesi degisir [39]. Liyofilize ar1 siitii
orneklerinde ise su igerigi %5’ten azdir ve %27-41 protein, %22-31 karbonhidrat ve
%15-30 lipit icerirler. Art siitii ayrica bagisiklik sistemi diizenleyici, anti bakteriyel
protein, yag asitleri, peptitler gibi ¢ok sayida biyoaktif maddeler, antioksidan ve
antibakteriyel bilesenler de icermektedir. Bunlardan en o6nemlisi 10-HDA (10-
hidroksi-2 dekanoikasit) olarak bilinen kisa zincirli hidroksi yag asididir. A, D, E, K
vitaminleri ar siitlinde bolca bulunmasina ragmen C vitamini eser miktardadir. Ar1
sutiinde ortalama 7,30 mg g* serbest amino asit vardir. Prolin, lizin, B-alanin,
fenilalanin, aspartik asit ve serin en fazla bulunan serbest aminoasitlerdir. I¢erigindeki
en onemli protein ise royalaktindir [22]. Ar siitlinlin lipit icerigi %80-85 yag asidi,
%4-10 fenoller, %5-6 vakslar, %3-4 steroller ve %0,4-0,8 fosfolipitler olarak
bilinmektedir. Arn siitlinlin saglik sorunlar: tizerindeki terapotik etkisini yag asitleri
saglamaktadir. Ar siitlindeki yag asidi igerigi %32 10-hidroksi-2-dekanoik asit (10-
HDA), %24 glukonik asit, %22 10-hidroksidekanoik asit (10-HDAA), %5
dikarboksilik asitler ve diger yag asitleri olarak bilinmektedir. 10-HDA ve HDAA, ari
siitiiniin 6zel bilesenleridir. Ar siitiinden baska higbir ar1 iirtinii 10-HDA igermez. Ari
sitinun kalitesi ise 10-HDA orani ile iligkilidir ve 10-HDA miktar1 ar1 siitliniin
toplandig1 bolgeye gore degisir. Uluslararasi standartlara gore ar siitiindeki 10-HDA
igerigi en az %1,4 olmalidir. %1,8’den fazla 10-HDA igeren ar siitleri “yiiksek kalite”
olarak belirtilir. Tlrkiye’de ise Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan bu
degerler kabul edilmistir [21]. Tagsis (hilelendirme) ile piyasaya siiriilen ar1 siitleri 10-
HDA igermemekte ya da belirlenen standarttan ¢ok diisiik olmaktadir. Bu yiizden 10-
HDA’nin ar siitiindeki kantitatif tayini, ar1 siitiiniin orijinalligini belirlemek agisindan

onemlidir.
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Arn siitiindeki baslica sekerler glukoz ve fruktozdur. Glukoz igerigi %4-8 araliginda
iken fruktoz igerigi %3-13 araligindadir. Ayrica ar1 siitiindeki seker igerigi, is¢i arilarin
daha fazla ar1 siitii iiretmesi i¢in uyarici etki gostermektedir. Balda oldugu gibi, an
siitindeki glukonik asidin olusumu da glukozun glukoz oksidaz enzimi ile
parcalanmasina dayanir (Sekil 3.2) ve en ¢ok bulunan organik asittir [16, 21]. Ar
stitiinde organik asitlerin varlig1 asiditenin yiiksek olmasina (pH 3,4-4,5) neden olur
[21, 39].

An siitiindeki fenolik bilesiklerin ¢ogu flavonoid yapidadir. Flavonoidler, biyoaktif
yag asitleri ve proteinler ile birlikte ar1 siitiiniin biyolojik 6zelliklerinin baglica
kaynagidir. Ar siitiindeki fenolik madde miktar1 bal, polen ve propolis gibi diger ar1

tirtinleri ile karsilastirildiginda daha diisiik seviyededir [21, 39].

Ar siitiiniin icerigi Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1 : Ar siitiiniin kimyasal bilesimi [21].

Bilesen Miktar Arahgi (%, a/h)
Su 60-70
Ham protein 12-15
Toplam karbonhidrat 10-16
Fruktoz 3,0-13,0
Glukoz 4,0-8,0
Sakkaroz <3,0
Diger sekerler 7,0-18,0
Toplam yag asidi 3,0-6,0
10-HDA 1,4-1,8
Mineral 1,5

An siitli yiiksek besin degeri ve igerigi sayesinde biyolojik olarak 6nemli etkilere
sahiptir. Antioksidan, antitumdral, hipoglisemik, antiinflamatuvar, antibakteriyel,
antiviral, bagisiklik sistemi diizenleyici, yorgunluk giderici, hipertansif, diyabet
Onleyici, sinir ve sindirim sistemi duzenleyici, kolajen artirict etkilerinden dolay1
tiptaki kullanim potansiyeli yiiksektir [21, 22]. Bu aktivitelerin ¢ogundan 10-HDA
sorumludur. Cilt beyazlatici ve yaslanmay1 geciktirici etkileri sebebiyle kozmetik
tiriinlerde kullanim alan1 bulmustur. Gida olarak kullaniminin yani sira gidalara katki
maddesi olarak da kullanilmaktadir [21]. Ticari olarak ar siitii saf halde ya da bal,

polen, propolis gibi diger ar1 lriinleriyle karistirilarak piyasaya siiriilmektedir. Ari
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stitiiniin dogrudan tiiketimi ise sivi, toz kapsiil, draje, tablet, jel ya da liyofilize

(dondurulmus kurutulmus) formlarinda olabilmektedir [39, 66].

Ar siitii iretimi yapan isletmeler ayni zamanda ana ar1 larvasi tiretimi de yapabilir.
Bunun i¢in ar siitii iiretiminin yapildig1 sirada, ar1 siitii toplanmadan 6nce cimbizla
cikarilan kralige ar1 larvalari toplanarak ana ar1 larvast iiretimi saglanmaktadir.
Apilarnil gibi ana ar1 larvalar1 da hasat sonrasinda hemen sogutulmazsa bozulmakta
ve besin degerinin bir kismini kaybetmektedir. Ana ar1 larvasi da ar1 siitii gibi 10-HDA
icermektedir. Fakat apilarnilde 10-HDA’ya rastlanmamistir. Ana ar1 larvasi ve
apilarnilin  esansiyel aminoasitler bakimindan ar1 siitinden zengin oldugu
bilinmektedir. Karbonhidrat igerigi ise ar1 siitiinden diisiiktiir [67]. Ana ar1 larvasinin
kimyasal bilesimi, Margaoan ve arkadaslar tarafindan 2017°de gerceklestirilen bir
calismada %75,17 su, %12,03 protein, %10,30 yag, %0,09 10-HDA, %1,25 fruktoz,
%2,10 glukoz %0,08 siikroz olarak belirlenmistir [67].

3.9 Antioksidan Aktivite

Reaktif oksijen turleri (ROS), canli organizmalar tarafindan hiicresel metabolizma
sonucu Uretilir. Diisiik ila orta konsantrasyonlarda, fizyolojik hiicre siire¢lerinde islev
gorurler, ancak ylksek konsantrasyonlarda, lipitler, proteinler ve DNA gibi hiicre
bilesenlerinde olumsuz degisikliklere neden olurlar. ROS, atomik yada molekiler
yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron bdliimlerine verilen isimdir. Bagka molekiiller ile
cok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere serbest radikaller de
denmektedir. Serbest radikaller, hiicresel metabolizmanin dogal bir yan {irlinii olarak
uretilirler, ancak cevresel faktorler, kirlilik, radyasyon ve sigara gibi etkenlerden de

kaynaklanabilirler [68].

Antioksidan maddeler, kimyasal yapilarmi degistirerek hiicrelere, proteinlere ve
DNA’ya zarar verebilen kararsiz molekiiller olan serbest radikalleri nétralize
edebilirler. Boylece antioksidanlar, bir canli sistemde bulunan bazi metabolitlerin
kararsizligt nedeniyle diger maddelerin/makromolekiillerin geri dondiiriilemez
hasarmi geciktirir ve hatta onleyebilir. Oksidan/antioksidan dengesinin oksidanlar
lehine degismesine oksidatif stres denir [68]. Oksidatif stres kanser, nérolojik
bozukluklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/reperfiizyon, diyabet, akut solunum
sikintist sendromu, idiopatik pulmoner fibrozis, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve

astim dahil olmak {izere birgok patolojik duruma sebep olur [69].
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Antioksidan tiiketiminin gida yoluyla artirtlmasinin 6nemi, gidalarin antioksidan
icerigini degerlendiren 6lgiim tekniklerinin gelistirilmesine biiyiik ilgi ¢ekmistir [70].
Dogal antioksidanlar, biyolojik olarak aktif bilesikler olarak kabul edilebilir ve
ozellikle gida ve tibbi bitkilerden, meyveler, sebzeler, tahillar, baharatlar ve geleneksel
bitkilerden tiiretilirler. Gidalarda bulunan fenolik fitokimyasallar gibi dogal
antioksidanlar, metabolik faydalar saglar ve ¢esitli saglik sorunlarinin gelisme riskinin

daha diisiik olmasiyla iligkilidir.

Antioksidan aktivite testleri farkli yaklasimlar gerektirir [70]. Cinkii 6rnegin
antioksidan 6zelligi iyi bilinen C vitamini gibi maddelerden, hayvansal veya bitkisel
kaynaklardan tiiretilen peptidlere kadar bir¢cok farkli madde siniflari antioksidan
aktivite  gosterebilir.  Antioksidan  kapasitesi dogrudan  Ol¢iilemediginden,
degerlendirme yoOntemleri oksidasyonun kapsamini  kontrol etmek igin
antioksidanlarin etkilerini degerlendirmeye yardime1 olur. Oksidasyon reaksiyonu bir
substrat, bir oksidan, bir baslatici, ara tiriinler ve nihai Grlnler icerir. Antioksidan
kapasitesinin degerlendirilmesi, bu 6gelerin herhangi birinin Slgiilmesiyle
gerceklestirilebilir. Meyveler, sebzeler, bitki ekstraktlari veya ticari antioksidanlardan
gelen orneklerin antioksidan Ozelliklerini incelemek igin ¢esitli yontemler kullanilir

[71]. Temel olarak, iki tiir yaklagim kullanilir:
1. Hidrojen atomu transferine (HAT) dayal1 yontemler
2. Elektron transferine (ET) dayali yontemler

Bununla birlikte, toplam antioksidan kapasiteyi (TAC) veren analizler, 6rnegin
2,20-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit (ABTS) analizi, genellikle

rekabetci olmayan ET ve karma mod (ET/HAT) 6l¢iim yontemlerini kullanir.

Hidrojen atomunun transferi veya antioksidanlardan serbest radikallere elektron
transferinin dogrudan Sl¢iimii i¢cin ¢ok sayida test mevcuttur. Bu yontem grubunda
rapor edilen antioksidan aktiviteler, genellikle belirli tirdeki radikal turlerini nétralize
etme kapasiteleri ile iligkilidir. Bu yontemlerle elde edilen hidrojen atomu transferine
iliskin veriler veya elektron transfer kapasitesine iligskin veriler, minimum g¢evresel etki

ile antioksidan potansiyelleri hakkinda 6nemli bilgiler saglar.

Antioksidan aktivitenin tek bir yontemle test edilmemelidir. Ilgili 6rnegin antioksidan

aktivitelerini  belirlemek icin birka¢ antioksidan prosediriin in vitro olarak
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gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu durum goz Oniine alindiginda, bir ydntemi

tamamen bagka bir yontemle karsilastirmak zordur.

3.9.1 Hidrojen atomunun transferine dayah testler (HAT)

Hidrojen atomunun transferine dayali testler, bir antioksidanin hidrojen atomunu
serbest radikale vererek onu inhibe etme yetenegini 6lcer. Antioksidan etkinligin HAT
mekanizmalari, bir fenoliin (ArOH) hidrojen atomunun (H) bir peroksil radikale

transfer edildigi asagidaki reaksiyonda verilmistir [71]:
ROO- + AH/ArOH <> ROOH + A+/ArOe

Burada fenoliin (bir antioksidan olan ArOH) bir peroksil radikal (ROQ¢) ile reaksiyonu
sonucu olusan aryoksil radikal (ArOe) rezonans ile stabilize edilir ve AH korunan

biyomolekadllerdir.

HAT tabanl testlerin tipik ornekleri, oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),
toplam peroksil radikali yakalayici antioksidan parametresi (TRAP) ve toplam

oksiradikal giderme kapasitesi (TOSC) analizleridir.

3.9.2 Elektron transferine dayah testler (ET)

Bu testler, bir antioksidanin metal iyonlarini, karbonil gruplarini ve serbest radikalleri
azaltmak icin bir elektron transfer yetenegini tespit eder. Antioksidanin ET

mekanizmalari, asagidaki reaksiyonlarla 6zetlenebilir [71].
ROO® + AH/ArOH — ROO™ + AH""/ArOH""
AH"/ArOH™ + H20 «— A'/ArO" + H3O*
ROO™ + H3z0" <& ROOH + H-0

ET yoOntemlerindeki goreceli reaktivite, Oncelikle reaktif fonksiyonel grubun
deprotonasyon ve iyonizasyon potansiyeline dayanmaktadir. Bu nedenle, ET
reaksiyonlart ortamin pH degerine baghdir. Aryoksil radikali (ArO"), ona karsilik
gelen kinona (Ar = O) oksitlenir. Aryoksil radikali ne kadar stabil ise, ArOH’dan
Ar = O’ya oksidasyon o kadar kolay olur ¢iinkii redoks potansiyeli azalir. Bu testlerde
antioksidan etki genellikle peroksil radikalleri yerine uygun bir floresan veya renkli

bir numune ile simule edilir.

Spektroskopik ET testleri, Folin-Ciocalteu (FC) testi, demir iyonu indirgeyici
antioksidan gii¢ (FRAP) ve bakir(Il) iyonu indirgeme esasli antioksidan kapasite dahil
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olmak iizere, bir antioksidanin bir oksidan indirgeme kapasitesini dlger. indirgenince
renk degisir. Renk degisimi derecesi, toplam antioksidan kapasitesinin
konsantrasyonuyla iliskilidir. Ayrica, elektrokimyasal ve nanoteknolojik yontemler de

ET temelli testler kategorisine dahildir [71].

Bu tez kapsaminda ar1 siitii Orneklerinin antioksidan aktivitesini belirlemede
Folin-Ciocalteu (FC) testi ve FRAP testi kullanildigi i¢in bu bdlimde sadece ilgili

testler detayli olarak agiklanacaktir.

3.9.2.1 Folin-Ciocalteu (FC) testi

Folin—Ciocalteu testi, toplam fenolik i¢erigi (TPC) belirlemeye yonelik bir yontemdir.
Bu test, bitkisel gida ve biyolojik 6rneklerdeki toplam polifenolik icerigi 6lgmek igin
klinik ve beslenme ¢aligmalarinda genis 6lgiide kullanilmistir. Aslen proteinleri analiz
etmek i¢in gelistirilmis olmasina ragmen Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventos
(1999) tarafindan sarapta fenolik bilesiklerin analizi i¢in adapte edilmis ve bu sayede
gida ve bitki ekstraktlariin antioksidan degerlendirmesinde rutin bir test haline

gelmistir [72].

Gunimuzde, Folin—Ciocalteu testi birkag 6énemli kurulus tarafindan bitki kaynakli
ekstrelerdeki, gidalarda ve iceceklerdeki polifenollerin nicel analizinde genis 6l¢iide
kullanilmaktadir. Farmakope de Folin—Ciocalteu testini icermekte olup Avrupa
tilkeleri saraptaki toplam fenol icerigini 6lgmek icin resmi bir prosediir olarak

benimsemistir.

Folin—Ciocalteu testinin temeli fenolik bilesiklerle alkali ortamda Folin—Ciocalteu
reaktifinin indirgenmesine dayanir. Folin—Ciocalteu reaktifinin tam kimyasal yapisi
net olarak tanimlanmamis olmasina ragmen, bu reaktifin fosfomolibdat/fosfotungstat
asit kompleksi icerebilecegi diistiniilmektedir. Merkezindeki Mo(VI)’dan dolay1 sari
renge sahiptir. Bu kompleks, fenolik antioksidan tarafindan verilen bir elektron ile
Mo®" iyonundan Mo®* iyonuna indirgenerek mavi renkli bir kromofor olusturur. Bu

kromoforun maksimum dalgaboyu 760 nm’dir [73].
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Sekil 3.3 : Fenolik bilesikler ile fosfotungstik ve fosfomolibdik asit tiirevlerinin
alkali ortamda reaksiyonu [73].

Fosfotungstik ve fosfomolibdik asitlerin anyonik tiirevleri a-Keggin yapisina sahiptir

ve mavi kompleks biiyiik bir tekerlek yapisinda Mo154 kiime bilesigidir [74].

oI o) &~
o o]

Sekil 3.4 : (A) Molibden (Mo) veya tungsten (W) i¢in M’nin durdugu anyonik tiirev
[PM12040]* “iin a-Keggin yapist; (B) Mavi kompleksin biiyiik tekerlek
yapist [Mo126°"M0zgs*Oas2H1a(H20)70]'* [74].

Gallik asit bu testte yaygin olarak kullanilan bir referans standarttir ve TPC (Toplam
Fenolik Bilesen) sonuglar1 genellikle Gallik asit esdegeri olarak ifade edilir.

3.9.2.2 Demir (111) iyonu indirgeme antioksidan kapasite (FRAP) testi

FRAP testi, asidik ortamda (pH = 3,6) antioksidanlar tarafindan demir (Fe**)-ligand
kompleksinin siddetli mavi-mor ferrik komplekse (Fe?*) indirgenmesini élgen tipik bir
ET tabanli bir yontemdir. Antioksidan aktivite, kompleksin maksimum dalga boyu
olan 593 nm’de absorbans artis1 olarak belirlenir ve sonuglar Fe?* mikromolar
esdegerleri olarak veya bir standart antioksidanla iligkilendirilerek ifade edilir. Diger
ET tabanli yontemlerin aksine, FRAP testi demirin ¢okmemesi adina diisiik pH

kosullarinda gercgeklestirilir. Diisiik pH’da reaksiyon, elektron transferini yonlendiren
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iyonlagma potansiyelini azaltip redoks potansiyelini artirarak baskin reaksiyon

mekanizmasinda bir degisiklige neden olur.

FRAP testinin orijinalinde demir iyonuna baglanmak icin tripiridiltriazin (TPTZ)
kullanilirken, alternatif ligandlar olarak demir iyonunu baglamak i¢in ferrozin gibi

ligandlar da kullanilmastir.

Son zamanlarda, potasyum ferrisiyaniir FRAP testlerinde en yaygin olarak kullanilan
ferrik reaktifi olmustur. Bu durumda, Prusya mavisi spektrofotometrik olarak
Olctilebilen ve test edilen antioksidanlarin indirgeme giiciinii gosteren son {iriin olarak
elde edilir. Prusya mavisi olusumu iki farkli sekilde gergeklesebilir: Antioksidanlar
cozeltideki Fe®* iyonunu Fe?* iyonuna indirgeyebilir, bu da ferrisiyaniir ile baglanarak
Prusya mavisi olusturur veya ferrisiyaniirii ferrosiyaniire indirgeyebilir, bu da
cozeltideki serbest Fe3* iyonuna baglar ve Prusya mavisi olusturur [71] . Sekil 3.5, her

iki reaksiyonun da basitlestirilmis semasin1 gostermektedir:

antioksidan + Fe*3 = Fe*? + oksidan
Fe*? + Fe(CN)g® = Fe[Fe(CN)g]™
veya
antioksidan + Fe(CN)g® = Fe(CN)g* + oksidan

Fe(CN)z*+ Fe™® = Fe[Fe(CN)q]~

Sekil 3.5 : FRAP’a ait reaksiyon mekanizmasi [71].

FRAP testi gidalardaki antioksidan igeriginin tahmin edilmesi ve antioksidanlarin
sagladig1 katkinin yani sira depolama, biiytime, kuraklik, giines radyasyonu, igleme,
genetik modifikasyon ve besin takviyeleri etkilerinin arastirilmasi, gidalardaki
antioksidan iceriginin karsilastirilmasi, kalite kontrolii ve gelistirme amagli baharatlar,

caylar ve saraplarda {irlin farklilagmasi i¢in yaygin bir sekilde kullanilir.

Tepkimede yer alan komplekslerin kimyasal yapisi ise Sekil 3.6’da goriildiigii gibidir:
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Sekil 3.6 : Fe**-TPTZ ve Fe?*-TPTZ komplekslerinin kimyasal yapilar1 [71].
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4. MALZEME VE YONTEM

4.1 Kullamlan Kimyasallar

A suti orneklerinin;

» Seker analizinde kullanilan glukoz ve fruktoz Sigma-Aldrich’ten (Steinheim,
Almanya), glisilglisin (Gly-Gly) Fluka’dan (Buchs, Isvigre), sodyum hidroksit
(NaOH) Merck’ten (Darmstadt, Almanya) temin edildi.

» Organik asit analizinde kullanilan 2-Morfolin etansilfanik asit (MES) ve
Tris(hidroksimetil) aminometan (Tris) Fluka (Buchs, Isvigre)’dan, setil
trimetilamonyum bromir (CTAB) ve NaOH Merck’ten (Darmstadt, Almanya),
glukonik asit, malik asit, stksinik asit ve tartarik asit Supelco firmasindan
(Bellefonte, Pensilvanya, ABD) temin edildi.

» Total fenolik bilesen tayininde kullanilan Folin-Ciocalteu reaktifi ve gallik asit
Sigma-Aldrich’den (Steinheim, Almanya), sodyum karbonat (Na2COg) ise
Merck’ten (Darmstadt, Almanya) temin edildi.

» Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan kapasite (FRAP) tayininde kullanilan
sodyum asetat (CoHzO2Na), asetik asit (CH3COOH), demir(lll) klorir
hekzahidrat (FeClz.6H20), demir (Il) stlfat heptahidrat (FeSO4.7H20) ve
hidroklorik asit (HCI) Merck (Darmstadt, Almanya), 2,4,6 tripridil-s-triazin
(TPTZ) ise Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edildi.

4.2 Kullanilan cihazlar

Tez kapsaminda; kimyasal maddelerin tartilmasi i¢in Mettler Toledo marka MS204S
NewClassics model analitik terazi (Columbus, Ohio, ABD), c¢ozeltilerin
hazirlanmasinda Elga marka Purelab Option-7/15 model ultrasaf su cihaz
(Buckingham, Birlesik Krallik), kimyasal maddelerin kolaylikla ¢6ziinebilmesi igin
Bandelin Sonorex marka ultrasonik banyo (Berlin, Almanya), tampon cozeltilerin

hazirlanmasinda ve diger ¢ozeltilerin pH degerinin belirlenmesinde Thermo Scientific
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marka Orion Dual Star model pH-metre (Waltham, Massachusetts, ABD), drneklerin
analize hazirlanmasinda Heidolph MR Hei-Standart (Schwbach, Almanya) marka
manyetik karistiricili 1sitici, Velp Scientifica marka Tx4 model vorteks karistiric
(Usmate Velate, Italya), FRAP testinde reaktif sicakligim1 ayarlamada Niive marka
S432 model su banyosu (Ankara, Tirkiye) ve UV absorbans 6l¢iimlerinde Shimadzu

marka UV-1800 model spektrofotometre (Kyoto, Japonya) kullanilmistir.

Ar siitiindeki sekerlerin CE ile ayrimi Agilent marka 1600 model kapiler elektroforez
sistemi (Waldbronn, Almanya) ile gerceklestirildi. Ayrilan pikler CE sistemine bagl
UV-DAD detektor ile indirekt yolla dedekte edildi. Veri eldesi ve degerlendirmesi
Agilent ChemStation programinda yapildi. Ayrimlar 50 pm i¢ ¢apa, 65 cm toplam
uzunluga ve 57 cm etkin uzunluga sahip bir eritilmis silika kapiler kolonda (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, Amerika) gerceklestirildi. Yeni silika kapiler ilk
kullanimda 1 mol L™ NaOH ile 30 dk, deiyonize su ile 10 dk siireyle muamele edildi.
Her calisma giiniiniin basinda kapiler kolon 0,1 mol Lt NaOH ile 15 dk, deiyonize su
ile 10 dk ve ¢aligma tamponu ile 10 dK siireyle yikandi. Her iki enjeksiyon arasinda
2 dk deiyonize su ve 2 dk galisma tamponu ile yikama yapildi. Ar siitii 6rnekleri
hidrodinamik enjeksiyon ile 50 mbar basing ile 6 saniye siire ile anodik ugtan injekte
edildi. Ayrimlar 25 kV voltajda ve 25°C sicaklikta gerceklestirildi. Pikler 200 nm
dalga boyunda dedekte edildi ve negatif pikler 350 nm referans dalgaboyu ile pozitife

cevrildi.

Orneklerdeki organik asitlerin ayirim ve analizi icin kapiler elektroforez-temassiz
iletkenlik dedektorii kullanildi. Prince Technologies (Emmen, Hollanda) marka CE ve
Trace Dec marka bir dedektor kullanildi. Veri analizi Dax 8.0 Data Acquisition and
Analysis programi (Hollanda) ile gergeklestirildi. Caligmada kullanilan silika kapiler
kolonun (Polymicro Technologies, Phoenix, ABD) toplam uzunlugu 60 cm olup i¢
cap1 50 um idi. Kapiler kolon ilk kullanimdan énce 30 dk boyunca 1 mol L NaOH ile
sartlandi ve ardindan 10 dk deiyonize su ile yikandi. Her ¢alisma giiniiniin baginda 15
dk boyunca 0,1 mol L* NaOH, 10 dk boyunca deiyonize su ve ardindan 10 dk boyunca
caligma tamponu ile yikandi. Enjeksiyonlar arasindaki ara yikamalar sirasiyla 2 dk
deiyonize su ve 2 dk ¢alisma tamponu ile yapildi. Her 10 enjeksiyonda bir sirasiyla
5 dk 0,1 mol L' NaOH, 2 dk deiyonize su ve 2 dk calisma tamponu ile kolon
temizlenip yeniden sartlandirildi. Ar siitii 6rnekleri hidrodinamik enjeksiyon ile 60

mbar basing ile 6 saniye siire ile katodik uctan injekte edildi. Ayirma voltaj
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olarak -28 kV secildi ve sicaklik 20°C’de sabit tutuldu. Temassiz iletkenlik
dedektoriinlin uyguladigir ¢alisma voltaji -6 Db ve sinyal doniistiiriicii %200 gain

olacak sekilde ayarlandi.

4.3 An Siitii Ornekleri

4.3.1 Ari suti orneklerinin temini

An siitli Ornekleri Tiirkiye’de {iiretim yapan tecriibeli aricilardan temin edildi.
Kirklareli, Canakkale, Bilecik, Amasya, Ordu, Kastamonu, Gaziantep, Konya,
Karaman, Cankir, Igdir, Elazig ve Bingdl olmak iizere toplam 13 sehirden 15 adet ar1
sitd numunesi temin edildi. Aricilardan toplanan 6rnekler liyofilize edildi ve analiz

yapilincaya kadar -18°C’ de bekletildi.

4.3.2 Ari siuti orneklerinin analize hazirlanmasi

Arn siitli 0rnekleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Ardindan her 6rnekten ayri
ayrt 0,25 g olacak sekilde tartildi. Ekstraksiyon islemi i¢in 10 mL yaklasik 80°C’ye
1sitilmis deiyonize su behere eklendi ve manyetik karistirici ile oda sicakliginda 1 saat
boyunca karistirildi. Siire sonunda 6rnekler farkli tiiplere aktarildi ve 3 dk boyunca
3000 rpm’de vortekslendi. Daha sonra 0,45 pm’lik mikrofilteler kullanilarak
filtrelendi. Bu sekilde hazirlanan ar siitii 6rnekleri hem kapiler elektroforez
calismalarinda hem de antioksidan aktivite tayinlerinde kullanildi. Ornekler biitiin

analizlerde seyreltme olmaksizin dogrudan kullanildi.

4.4 An Siitii Orneklerinin Kapiler Elekroforetik Analizleri
4.4.1 An siitii 6rneklerinin seker analizi

4.4.1.1 Glukoz ve fruktoz standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Glukoz ve fruktoz stok standart ¢ozeltileri, derisimleri 20 mmol L olacak sekilde
deiyonize suda hazirlandi. Bunun i¢in 36 mg glukoz standart1 10 mL’lik balonjojeye
tartildi. Deiyonize su ile ultrasonik banyoda 5 dk tutularak ¢éziinmesi saglandi ve
deiyonize su ile hacmine tamamlandi. Fruktoz standardi da ayni sekilde 36 mg olacak
sekilde 10 mL’lik balonjojeye tartildi ve glukoz standardi ile ayn sekilde hazirlandi.

Hazirlanan stok ¢ozeltiler analize kadar buzdolabinda saklandi.
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4.4.1.2 Ayirma tamponunun hazirlanmasi

Glukoz ve fruktozun CE analizinde ayirma tamponu olarak Gly-Gly kullanildi. Stok
Gly-Gly ¢ozeltisi derisimi 1x107* mol L™ olacak sekilde deiyonize suda hazirland.
Bunun ic¢in 0,661 g Gly-Gly standardi 50 mL’lik balonjojeye tartildi. Deiyonize su ile
ultrasonik banyoda 5 dk tutularak ¢oziinmesi saglandi ve deiyonize su ile hacmine
tamamlandi. Hazirlanan bu stok c¢ozeltiden 5 mL alinarak, 10 mL’lik balonjojeye
aktarildi. Daha sonra pH degeri 0,1 mol L' NaOH ¢ozeltisi kullanilarak 12,52’ye
ayarlandi. Deiyonize su ile hacmine tamamlanarak 50 mmol L derisimde Gly-Gly

tamponu elde edildi. Hazirlanan bu tampon ¢6zelti giinliik olarak taze hazirlandi.

4.4.1.3 YOntem gegerlilik (validasyon) testleri

Gecgerlilik testi (validasyon), kalitatif ve/veya kantitatif analizlerde secilen yontemin
yontemlerin uygulanabilirligini gostermek icin yapilan testlerin tliimiidiir. Gida
tiriinlerinde etkin madde miktarlarinin tayini i¢in kullanilan yontemlerin validasyonu
yapilmis olmalidir. Ar siitii 6rneklerinin fruktoz ve glukoz tayini igin segilen analitik
yontemin validasyon parametreleri dogrusallik, gozlenebilme siir1 (LOD), miktar

tayin alt sinir1 (LOQ), kesinlik ve dogruluktur.

a) Dogrusalhk: Stok c¢ozeltilerin seyreltilmesi ile hazirlanan 20 mmol L%
konsantrasyondaki glukoz ¢ozeltisinden 5, 10, 15, 20, 25 mmol L™ konsantrasyonlarda
ve 20 mmol L konsantrasyondaki fruktoz ¢ozeltisinden 5, 10, 15, 20, 25 mmol L
konsantrasyonlarinda 10 mL’lik balon jojelerde hazirlandi. Kapiler elektroforeze
enjeksiyon yapilarak pik alanlari hesaplandi. Pik alanlarinin, piklerin gb¢ zamanina
boliinmesiyle diizeltilmis pik alanlar1 hesaplandi. Konsantrasyona karsi diizeltilmis pik
alanlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri ¢izildi. Kalibrasyon egrisinin regresyon

analizi yapilarak standart egrinin dogru denklemi ve regresyon katsayis1 hesaplandi.

b) LOD ve LOQ: Bir o6rnekte incelenen maddenin goézlemlenebilen en diisiik
miktaridir. Bu derigim kantitatif tayin i¢in tam olarak kesinlik ifade eden bir deger
olamayip sadece bir simir degeridir. Uygulanan analitik yontemin LOQ degeri ise
numune i¢indeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik
derisimdir. Glukoz ve fruktozun LOD ve LOQ degerleri, Uluslararasi Harmonizasyon

Toplulugu (ICH)’nun belirlemis oldugu standartlara gére hesaplanmistir [75].

¢) Dogruluk: Bir analitik yontemde elde edilen sonuglarin gercek degere veya gergek

olarak kabul edilen degere yakinligi dogrulugun bir ifadesidir. Glukoz ve fruktoz tayini
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icin uygulanan CE yonteminin dogrulugu geri kazanim testleri ile belirlendi. Y6ntemin
geri kazanimini belirlemek i¢in secilen bir ar1 siitli 6rnegine standart glukoz ve fruktoz
ilavesi yapildi. Ornek ekstraktinda bulunan glukoz ve fruktoz derisiminin yaris1 kadar
(%50), kendisi kadar (%100) ve iki kat1 kadar (%200) olacak sekilde ti¢ farkl
derisimde standart glukoz ve fruktoz eklendi. Geri kazanim analiz sonucunda bulunan
degerin gercekte bulunmasi gereken degere orani olarak ifade edilir. Bu ¢alismada geri

kazanim, % cinsinden, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

C, — G,

Geri Kazanim(%) = ( ) %X 100 (4.1)

3

Bu esitlikte Ci, standart ilave edilen numunede belirlenen analit derigimini; Co,
standart ilavesi yapilmamis numunenin igerisindeki analit derisimini; Cs, Ornege ilave

edilen standartin derisimini ifade eder.

d) Kesinlik: Uygulanan analitik yontem i¢in belirlenmis kosullar altinda ayni 6rnekten
bir¢ok bir seri 6l¢lim alinir. Kesinlik, bu 6l¢iim sonuglarinin birbirine yakinligi olarak
ifade edilir. Art siiti 6rneklerindeki glukoz ve fruktoz tayini igin uygulanan CE
yonteminin kesinligi glin i¢i ve gilinler arasi zaman ve diizeltilmis alan
tekrarlabilirlikleri ile hesaplandi. Giin i¢i tekrarlanabilirlik, glukoz ve friikktoz
standartlarinin ayn1 giin i¢inde 7 kez art arda enjeksiyonu seklinde yapildi. Giinlerarasi
tekrarlanabilirlik ise her iki standartin ti¢ farkli giin boyunca 7’ser defa enjeksiyonu
(3 glin x 7 enjeksiyon) ile belirlendi. Glukoz ve fruktozun diizeltilmis pik alanlarmnin
(A/t) ve gb¢ zamanlarinin (t) % bagil standart sapma (% BSS) degerleri hesapland.
Bu ¢alismayla elde edilen degerler ayn1 zamanda yontemin uygulanabilirliginin de bir

olcusuddr.
4.4.2 An siitii 6rneklerinin organik asit analizi

4.4.2.1 Organik asit standartlarinin hazirlanmasi

Glukonik asit, malik asit, siiksinik asit ve tartarik asit standart ¢ozeltileri, derisimleri
sirastyla 2,5x107° mol L%, 3,7x10° mol L%, 4,2x10° mol L ve 3,3x10° mol L
olacak sekilde deiyonize suda hazirlandi. Bunun i¢in glukonik asit, malik asit, siiksinik
asit ve tartarik asit standartlar1 ayr1 ayr1 25 mg olacak sekilde tartilarak 10 mL’lik
4 farkli balonjojeye tartildi. Deiyonize su ile ultrasonik banyoda 5 dk tutularak
¢oziinmesi saglandi ve deiyonize su ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan stok

¢Ozeltiler analize kadar buzdolabinda saklandi.
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4.4.2.2 Ayirma tamponunun hazirlanmasi

Organik asitlerin CE-C*D sistemi ile analizinde ayirma ortami olarak MES tamponu
kullanildi. Tampona katki maddesi olarak CTAB yiizey aktif maddesi ilave edildi.
MES stok ¢ozeltisi 2x10™ mol L™ olacak sekilde 4,265 g MES tartilip deiyonize suda
¢ozlindli. Deiyonize su ile 100 mL hacme tamamlandi. CTAB stok ¢ozeltisi 10 mmol
L7 derisimde olacak sekilde deiyonize suda hazirlandi. Bunun i¢in 91 mg CTAB
standart1 25 mL’lik balonjojeye tartildi. Deiyonize su ile ultrasonik banyoda 5 dk
tutularak ¢oziinmesi saglandi. Deiyonize su ile hacmine tamamlandi. Stok c¢ozeltiler
analize kadar buzdolabinda saklandi. Ayirma tamponun hazirlanmasi i¢in stok MES
¢ozeltisinden 5 mL ve stok CTAB ¢ozeltisinden 1 mL alinarak karistirildi. Bu ¢ozelti
karisiminin pH degeri tris ile 6,00’a ayarlandi. Hacmi deiyonize su ile 50 mL hacme
tamamlanarak 20 mmol L?* MES — 0,2 mmol L? CTAB tamponu elde edildi.

Hazirlanan bu tampon ¢dzelti glinliik olarak taze hazirlandu.

4.4.2.3 YOontem gegerlilik (validasyon) testleri

Kalitatif ve Kkantitatif tayinlerde secilen analitik yontemin uygulanabilirligini
gostermek amaciyla validasyon testleri gereklidir. Ar siitii 6rneklerindeki glukonik
asit miktarinin tayini i¢in validasyon parametreleri belirleme sinir1 (LOD), tayin sinirt
(LOQ), kesinlik ve dogruluktur.

a) LOD ve LOQ: Glukonik asit icin secilen CE metodunda LOD ve LOQ, tayin
limitini ifade eden iki farkli parametredir. LOD degeri, pik yiiksekliginin giiriiltii
yuksekligine oranin 3 oldugu derisim olarak ifade edilir. Glukonik asit icin LOD
degeri iki farkli baseline alanindan alinan ortalama giiriiltiiniin ii¢ kati olarak
hesaplandi. LOQ degeri ise, pik yiiksekliginin giiriiltii yiiksekligine oranin 10 oldugu
derigim olarak belirlenir. Glukonik asit i¢in LOQ degeri iki farkli baseline alanindan

alinan ortalama giiriiltiiniin on kat1 olarak hesaplanmistir.

b) Dogruluk: Glukonik asit tayini i¢in uygulanan CE yonteminin dogrulugu geri
kazanim testleri ile belirlendi. Bu c¢alismada geri kazanim testinin uygulanmasi ve
sonuclarin hesaplanmasi, sekerlerin analizindeki dogruluk calismasi ile ayni sekilde

Boliim 4.4.1.3’te anlatildig: gibi gergeklestirildi.

c) Kesinlik: An siitii 6rneklerindeki glukonik asit tayini icin uygulanan CE
yonteminin kesinligi giin i¢i ve giinler arast zaman ve diizeltilmis alan

tekrarlanabilirlikleri ile hesaplandi. Deneysel ¢alisma ve hesaplamalar sekerlerin
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analizindeki kesinlik caligmasi ile aynmi sekilde Boliim 4.4.1.3’te anlatildigir gibi
gerceklestirildi.

4.5 Antioksidan Aktivite Testleri
4.5.1 Total fenolik bilesen analizi

4.5.1.1 Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

» Gallik asit stok ve ¢calisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 50 mg gallik asit 10 mL
deiyonize suda ¢oziilerek 5 mg mL* derisimde stok gallik asit ¢ozeltisi hazirlandi.
Stok gallik asit ¢ozeltisinden 1 mL alinarak deiyonize su ile 25 mL’lik bir
balonjojede seyreltildi ve 0,2 mg mL™lik bir ara stok hazirlandi. Daha sonra
0,01 mg mL?, 0,025 mg mL?, 0,050 mg mL?, 0,075 mg mL™?, 0,1 mg mL? ve
0,125 mg mL*? derisimde gallik asit ¢alisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi icin
5 mL’lik balon jojeleri kullanarak uygun seyreltmeler yapildi.

» 1:10 (h/h) Folin-Ciocalteu reaktifinin hazirlanmasi: 5 mL Folin-Ciocalteu
reaktifi 45 mL deiyonize su ile seyreltilerek 50 mL’lik balon jojede hazirlandi.

Reaktif giinliik olarak taze hazirlandi ve analize kadar karanlik bir ortamda tutuldu.

» %75 (a/h) Na2COs ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 7,5 g Na2COs deiyonize su ile

¢oziindiikten sonra 100 mL’lik hacme deiyonize su ile tamamlandi.

4.5.1.2 Gallik asite ait kalibrasyon egrisinin cizilmesi

6 ayr1 vial igerisine, hazirlanan gallik asit standartlarindan 0,3 mL eklendi. Kor (blank)
¢ozelti i¢in ayrilan viale 0,3 mL deiyonize su koyuldu. Viallere sirasiyla 1,5 mL
1:10 (h/h) Folin-Ciocalteu reaktifi ve 1,2 mL %7,5’luk (a/h) NaoCOs ¢ozeltisi eklendi
ve karigtirildi. Vialler karanlikta 30 dk bekletildi. 30 dk sonunda UV-VIS
spektrofotometre 760 nm dalga boyuna ayarlandi. Kor c¢ozelti ile sifirlanarak

standartlarin absorbansi belirlendi.

4.5.1.3 An siitii 6rneklerinin total fenolik bilesen analizi

Vialler adlandirilarak igerisine hazirlanan 6rnek c¢ozeltilerinden 0,3 mL eklendi.
Uzerlerine 1,5 mL 1:10 (h/h) Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi ve karistirildi. Her bir
vial lizerine 1,2 mL %7,5’luk (a’h) Na,COz ¢ozeltisi eklendi ve karigtirildi. Vialler
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karanlikta 30 dk bekletildi. 30 dk sonunda spektrofotometre 760 nm dalga boyuna

ayarlandi. Kor ¢ozelti ile sifirlanarak drneklerin absorbansi ol¢iildii.

4.5.1.4 Hesaplama

Gallik asit i¢in alinan absorbanslara karsilik derisim degerlerinin regresyon esitligi
Excel ile belirlendi. Regresyon esitligi y=80,288x-0,0086 olarak, regresyon katsayisi
ise 0,995 olarak bulundu. Bu esitlik kullanilarak absorbansi 6Slgiilen 6rneklerin
derisimleri hesaplandi. Her bir ornegin seyreltme orani dikkate alinarak ar1 siitli
orneklerindeki fenolik bilesik miktar1 “pg gallik asit esdegeri (GAE) 1009 ar1 siitii”

olarak ifade edildi.
4.5.2 FRAP analizi

4.5.2.1 Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

» FeS04.7H20 stok ve calisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 0,139 g FeS04.7H.0
10 mL deiyonize suda ¢oziilerek 50 mmol L derisimde FeSO4.7H,0 stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden 2 mL alinarak 10 mL’ye seyreltilmesiyle
10 mmol L? ara stok; bu ara stoktan da 2 mL almarak 10 mL’ye seyreltilmesiyle
2 mmol L™ ikinci bir ara stok ¢dzeltisi hazirland1. Bu ara stok ¢dzeltisinden uygun
seyreltmelerle 5 mL’lik balon jojelerde 4x10° mmol L?, 6x10° mmol L*,
8x10° mmol L?, 1x102 mmol L*, 2x10? mmol L?, 3x102 mmol L7,
4x102 mmol Lt ve 5x102 mmol L derisimde FeSO4.7H20 calisma ¢ozeltileri

hazirlandi.

> 20 mmol L' FeCls.6H20 c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 54 mg FeCls.6H.0

deiyonize su ile ¢oziildiikten sonra 10 mL’lik hacme deiyonize su ile tamamlanda.

> 10 mmol L derisimde TPTZ c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 31 mg TPTZ,
40 mmol L*ye seyreltiimis HCI ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’lik hacme

40 mmol L ye seyreltilmis HCl ile tamamlandi.

> 0,3 mol L' (pH: 3,6) asetat tamponunun hazirlanmasi: 0,31 g C2H3zO2Na
tartild1 ve deiyonize suda ¢dziindii. Uzerine 1,6 mL derisik asetik asit eklendi.
Ardindan deiyonize su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi. pH metre ile pH degeri

kontrol edildi.
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> FRAP reaktifinin hazirlanmasi: 0,3 mol L asetat tamponu, 10 mmol L™ TPTZ
ve 20 mmol L FeCls.6H20 stok ¢ozeltilerinden sirasiyla 83,34 mL, 8,34 mL ve
8,34 mL hacminde alinarak 100 mL’lik bir balon jojede karistirildi.

4.5.2.2 Demir siilfata ait kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi

8 ayr1 vial igerisine, hazirlanan FeSO4.7H20 standartlarindan 0,1 mL eklendi. Kor
(blank) ¢6zelti i¢in ayrilan viale 0,1 mL su koyuldu. FRAP reaktifi kullanilmadan 6nce
37°C’ye 1sitildi. Viallere 1,8 mL FRAP reaktifi ve 0,1 mL su eklendi ve karistirildi.
Vialler su banyosunda 37°C’de 1 saat bekletildi. 1 saat sonunda UV-VIS
spektrofotometre 593 nm dalga boyuna ayarlandi. Kor c¢ozelti ile sifirlanarak

standartlarin absorbansi1 belirlendi.

4.5.2.3 An siitii orneklerinin FRAP analizi

Vialler adlandirilarak igerisine hazirlanan 6rnek cozeltilerinden 0,1 mL eklendi.
Uzerlerine 37°C’ye 1sitilmis FRAP reaktifinden 1,8 mL ve 0,1 mL su eklendi ve
karigtirildi. Vialler karanlikta 1 saat bekletildi. 1 saat sonunda spektrofotometre
593 nm dalga boyuna ayarlandi. Kor c¢ozelti ile sifirlanarak orneklerin absorbansi

slctldi.

4.5.2.4 Hesaplama

FeSO4.7H20 i¢in alinan absorbanslara karsilik derisim degerlerinin regresyon esitligi
Excel ile belirlendi. Regresyon esitligi y=0,5296x+0,0376 olarak, regresyon katsayis1
ise 0,999 olarak bulundu. Bu esitlik kullanilarak absorbansi Olgiilen Orneklerin
derisimleri hesaplandi. Her bir ornegin seyreltme orani dikkate alinarak ari siitii

orneklerindeki fenolik bilesik miktar1 “mg Fe*2 g™ ar1 siitii” olarak ifade edildi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1 An Siitii Orneklerinin Seker Analizi

5.1.1 Ornek ekstraksiyonu optimizasyonu

Orneklerden ultrasonik banyo ile ultrases destekli ekstraksiyon ve manyetik
karistiricida ekstraksiyon gerceklestirilerek ekstraksiyon yonteminin glukoz ve fruktoz
miktarina etkisi belirlendi. Ekstraksiyon kosullari olarak siire (15, 30, 45 ve 60 dKk) ve
ar1 siitli-su ekstraksiyon yontemi segildi. Seker ve organik asitler suda ¢oziinebildikleri

icin ekstraksiyon ¢6zlicusu olarak su secildi.

Ar1 siitli numuneleri i¢in yapilan ekstraksiyon isleminde ilk olarak, Bingdl’e ait bir ar1
stitii numunesinden 0,1 g tartilarak deiyonize su ile 10 mL’de ¢oziindii ve 60 dk
ekstraksiyon suresi uygulanarak ekstraksiyon yoénteminin glukoz ve fruktoz pik

alanlarma etkisi Sekil 5.1°de goriilmektedir.

D
o

o O

m Glukoz
® Fruktoz

o

Diizeltilmis Pik Alan1 (A/t)

o

N
(S]

Ultrasonik Banyo Manyetik Karistirict
Ekstraksiyon Yontemi

Sekil 5.1 : Ekstraksiyon yonteminin diizeltilmis glukoz ve fruktoz pik alanlarina
etkisi.

Ultrasonik banyo ile gerceklestirilen ekstraksiyon igleminde 0,1 g ar1 siitii numunesi
deiyonize su ile 10 mL’de ¢oziindiiriildii ve ekstraksiyon siresinin glukoz ve fruktoz

pik alanlarina etkisi Sekil 5.2°deki gibi gozlendi.
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Sekil 5.2 : Ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyonun siiresinin diizeltilmis
glukoz ve fruktoz pik alanlarina etkisi.

Manyetik karistirict ile gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde 0,1 g ar1 siitli numunesi

deiyonize su ile 10 mL’de ¢6zuldi ve ekstraksiyon suresinin glukoz ve fruktoz pik

alanlarna etkisi Sekil 5.3’teki gibi gozlemlendi.
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Sekil 5.3 : Manyetik karistirici ile yapilan ekstraksiyonun siiresinin diizeltilmis
glukoz ve fruktoz pik alanlarina etkisi.

Bu ¢alismada ekstraksiyon siiresinin artisiyla pik alanlarinda artis goriildii. Glukoz ve

fruktoz icin en yiiksek pik alan1 degerleri manyetik karistirici ile 60 dk’da elde edildi.

Pik alanlar1 glukoz ve fruktoz i¢in sirastyla 56,96 ve 43,86’dr.
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Manyetik karistirict ile 60 dk ekstraksiyon sonucunda elde edilen pik alanlar
ultrasonik banyo ile ekstraksiyon sonucunda elde edilenlerden glukoz igin 1,66 Kat,
fruktoz icin 1,44 kat daha fazla bulundu. Bu sebeple ekstraksiyon yontemi olarak

manyetik karistirici secildi.

Ardindan 6rnek miktari-su oraninin manyetik karistiricida optimizasyonu galisildi. Ari
sty numunesinin miktar1 0,10 g’dan 0,25 g’a ¢ikarildi ve manyetik karistirict ile 60
dk ekstrakte edildi. Beklendigi gibi ornek miktarindaki artis ile daha yiiksek pik
alanlar1 elde edildi. Ornek miktarindaki artisin glukoz ve fruktoz piklerine etkisi

Sekil 5.4°te verilmistir.

210 |
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130 E
110
90 f
70
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m Fruktoz

Diizeltilmis Pik Alanni (A/t)

0.1 0.25
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Sekil 5.4 : Ar siitii-su oranindaki artisin diizeltilmis glukoz ve fruktoz pik
alanlarina etkisi.

Arn siitli numunelerinin ekstraksiyonu i¢in yapilan tiim optimizasyonlarin sonunda,
0,25 g ar siitii numunesinin deiyonize su ile 10 mL’de ¢oziindiikten sonra manyetik
karistirict ile 60 dk boyunca ekstrakte edilmesine karar verildi. 0,25 g ar1 siitiiniin
deiyonize su ile 10 mL’de ¢oziinmesi ile manyetik karistiricida 15, 30, 45 ve 60 dk
boyunca yapilan ekstraksiyon islemlerinin glukoz ve fruktoz pik alanlarina etkisi

Sekil 5.5’te verilmistir.
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Sekil 5.5 : Ekstraksiyon siiresindeki degisimlerin diizeltilmis glukoz ve fruktoz
pik alanlarina etkisi.

Bu ¢aligmada glukoz ve fruktoz igin en yiiksek pik alani degerleri sirasiyla 192,41 ve
172,15°tir.

Manyetik karistirict ile 60 dk ekstraksiyon sonucunda elde edilen pik alanlari
ultrasonik banyo ile ekstraksiyon sonucunda elde edilenlerden glukoz icin 1,89 Kat,
fruktoz icin 1,66 kat daha fazla bulundu.

5.1.2 Yontemin ari siitii 6rneklerine uygulanmasi

An siitii 6rneklerindeki basit sekerlerin analizi igin Glrel ve arkadaslar1 (2006)
tarafindan gelistirilen bir kapiler elektroforez yontemi uygulandi [76]. Bu yontemde
ayirma elektroliti olarak bir dipeptit olan glisilglisin kullanildi. Glisilglisin,
tirevlendirme veya tampon katki maddesi olmadan sekerlerin ayrimini ve indirekt
tespitini saglamaktadir. Glisilglisin i¢in optimum derisim 50 mmol L, pH degeri ise
12,52 olarak secildi.

Seker bilesimi, gidalarin enerji seviyesi i¢in en Onemli parametrelerden biridir.
Sekil 5.6, Kirklareli’ye ait bir ar1 siitii ekstraktinin elektroferogramini gostermektedir.
Tim ar1 siitii 6rneklerinde glukoz ve fruktoz tespit edilmistir. Ar siitii 6rneklerinin
glukoz (G) ve fruktoz (F) igerikleri ile F/G oranlar1 Cizelge 5.1°de verilmistir.
Orneklerin glukoz icerikleri 2,05 ile 7,69 g 100 g? arasinda, fruktoz icerikleri ise
3,15ile 7,09 g 100g™* arasindadir. F/G indeksleri ise 0,61 ile 1,70 arasinda degismekte
olup ortalama 1,004 tiir.
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Sekil 5.6 : Kirklareli iline ait ar1 siitii ekstraktinin elektroferograma.
Ayirma kosullari: kapiler kolon: 50 pum i¢ ¢ap, 65 cm toplam uzunluk ve 57 cm
etkin uzunluk; ayirma tamponu: 50 mmol L glisilglisin, pH 12,52;
voltaj: 25 kV. Pikler: EOA: Elektroosmotik akis, G: Glukoz, F: Fruktoz.

Cizelge 5.1 : Ar siiti drneklerinin glukoz ve fruktoz igerikleri ile F/G oranlari.

. . Glukoz Fruktoz

Arn Sutu Ornekleri FIG

(g 100g* + SS)* (g 100gt + SS)*
Kurklareli 4,39 +£0,01 4,88 + 0,05 1,11
Canakkale 4,33 +0,05 4,02 + 0,07 0,93
Bilecik 3,04 £0,26 3,85+ 0,06 1,26
Amasya 4,67 +0,20 4,40 + 0,06 0,94
Ordu 3,81+0,21 4,69 +0,18 1,23
Kastamonu 3,71+£0,01 3,21 +0,19 0,86
Konya 2,05+ 0,07 3,48+0,12 1,70
Karaman 4,52 +0,23 3,28 +0,05 0,72
Cankir 4,32 +0,07 5,07 £ 0,04 1,17
Elaz1g-1 4,78 +0,12 4,04 +0,09 0,85
Igdir 4,17 + 0,04 3,62+0,10 0,87
Elaz1g-2 6,51 + 0,09 3,99 +0,15 0,61
Bingol 7,69 +0,14 7,09 £ 0,04 0,92
Gaziantep-1 6,07 + 0,05 6,61 +0,23 1,09
Gaziantep-2 3,91+0,01 3,15+0,01 0,80

*n=3, SS: Standart Sapma

Seker bilesimi, ar1 siitii kalitesini belirlemek icin en yaygin kullanilan kriterlerden
biridir. Literatiirdeki caligmalar genellikle baslica sekerler olan fruktoz, glukoz ile
nadiren siikroz gibi diger sekerlerin de igeriklerini incelemistir. Bu ¢alismalarin iginde
kapiler elektroforez teknigine rastlanmamigtir. Farkli ar1 siitii 6rnekleri i¢in rapor

edilen fruktoz ve glukoz degerleri bu tez ¢alismasinda bulunan sonuglar ile uyumludur.
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Daniele ve Casabianca (2012) 400 adet Italyan ve Fransiz an siitiindeki baslica ve
ikincil sekerleri analiz etmek igin bir GC yontemi gelistirmistir [77]. Fruktoz ve glukoz
igerikleri, sirastyla %2,3—7,8 ve %3,4—7,7 araliginda bulunmustur. Tayin edilen ikincil
sekerler ise siikroz, erloz, maltoz ve maltotriozdur.

Farkl1 orijinlerden (Italya ve Cin) toplam 97 ar siitii 6rneginin seker tayini icin bir
HPLC-kirilma indeksi detektorii (RID) yontemi gelistirilmistir [78]. Ortalama fruktoz
miktar1 4,6 g 1009 ve glukoz miktari ise 5,8 g 100g™ olarak bulunmustur.

Zhu ve arkadaslar1 100 adet Cin ar1 siitiindeki sekerlerin analizini iyon kromatografi-
darbeli amperometrik yontem ile gerceklestirmis, glukozu %3,15-8,60 ve fruktozu
%2,88-7,73 araliginda bulmustur [79]. Siikroz igerigi ise %0,03 ila %2,21 arasindadir.
Bunlarin disinda daha az miktarlarda maltoz, trehaloz, melibioz, melezitoz,
gentiobioz, turanoz, fiikoz gibi sekerler de bulunmustur.

Giliney Kore’deki bir arilikta mevsimsel degisikliklere gére yapay yem ile 6zel olarak
beslenen ar1 kolonileri tarafindan iiretilen 60 art siitii 6rneginin seker analizi bir UPLC
yontemi ile gergeklestirilmistir [80]. Fruktoz %1,9-6,1, glukoz %2,8-5,5 ve sukroz

icin %0,7-7,7 araliginda bulunmustur.

Tiirkiye’den toplanan ar1 siitlerinin seker iceriklerine dair ise literatiirde sadece iki adet
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birinde dokuz adet ar1 siitli 6rneginin seker
analizi bir HPLC-kirilma indisi dedektorii ile belirlenmis, baslica fruktoz ve glukoz
tespit edilmistir [81]. Fruktoz miktar1 %4,19-6,29, glukoz ise %3,79-5,40 araliginda
bulunmustur. Digerinde ise Kolayl ve arkadaslar1 (2016) 18 adet ar1 siitiiniin seker
iceriklerini HPLC-kirilma indisi dedektérii ile analiz etmistir [82]. Orneklerdeki
glukoz miktar1 %3,5 ila %10,2 arasinda, fruktoz ise %3,0 ila %7,3 arasinda tespit

edilmistir.

Onceki yillarda laboratuvarimizda diger ari iirinleriden olan ar1 ekmegi ve ari
poleninde kapiler elektroforez ile basit sekerlerin analizi gergeklestirilmistir [14, 16].
Bu tez kapsaminda analiz edilen an siitiindeki glukoz ve fruktoz miktarlart ile
F/G orani, Cizelge 5.2°de ar1 ekmegi ve ar1 polenindeki sonuglarla karsilastiriimistir.
Calismalarda Anadolu’nun farkli bolgelerinden temin edilen 7 farkli ar1 ekmegi,
10 farkli ar1 poleni ve 15 farkli ari siitii 6rnegi kullanilmistir. Ar1 ekmegi, ar1 poleni ve
ar1 siitiindeki glukoz miktarlar1 sirastyla 6,2-21,5 g 100972, 2,4-4,9 g 100g* ve
2,1-7,7 g 100g* araliginda degismektedir. Fruktoz igerigi ise ar1 ekmegi, ar1 poleni ve
ar1 siitii igin sirastyla 11,6-32,1 g 10097, 5,5-6,2 g 100g™ ve 3,2-7,1 g 100g* araliginda
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bulunmustur. Art1 ekmegi, bal ve polenin karisimi olan bir ar1 Grtiniidiir. Glukoz ve
fruktoz igerigi bu nedenle ar1 ekmeginde beklendigi gibi en fazla bulunmustur. Ari
ekmegi, ar1 poleni ve ari siitii i¢in F/G oranlar ise sirasiyla 1,7-2,2, 1,1-2,5 ve 0,6-1,7
araliginda degisiklik gostermektedir.

Cizelge 5.2 : Ar1 ekmegi, ar1 poleni ve art siitiindeki seker miktarlari arasindaki

karsilastirma.
Glukoz Fruktoz
(g 100g7) (g 100g7) FIG Referans
Ar1 Ekmegi 6,20-21,5 11,6 - 32,1 1,7-2,2 [14]
Ar1 Poleni 2,40 -4,90 5,50 — 6,20 1,1-25 [16]
Ar Suti 2,10-7,70 3,20-7,10 06-1,7 Bu calisma

5.1.3 Metod validasyonu

5.1.3.1 Dogrusallik

Kalibrasyon egrileri glukoz igin 5-25 mmol L*, fruktoz icgin ise 5-25 mmol L*
konsantrasyon araliginda lineerlik gosterdi. Sekil 5.7a’da glukozun, 5.7b’de ise
fruktozun kalibrasyon egrileri goriilmektedir. Cizelge 5.3’te goriildiigii tizere glukoz
ve fruktoza ait regresyon denklemleri swrasiyla y = 8,6589x - 12,639 ve
y =6,7705x + 3,1061 olarak bulundu. Regresyon katsayilar1 ise glukoz ve fruktoz igin
0,996 olarak elde edildi.
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Sekil 5.7 : a) Glukoza ve b) Fruktoza ait kalibrasyon egrileri.

Cizelge 5.3 : Glukoz ve fruktoza ait regresyon denklemleri ve regresyon katsayilari.
Regresyon Denklemi Regresyon Katsayis1 (R?)
Glukoz y = 8,6589x - 12,639 0,996
Fruktoz y =6,7705x + 3,1061 0,996

5.1.3.2 LOD ve LOQ degerleri

LOD ve LOQ degerleri ICH nin belirlemis oldugu standartlara gdre hesaplandi.
Glukoz ve fruktoz ig¢in LOD degeri 1,214 mmol L?! ve LOQ degeri ise

3,679 mmol L olarak bulunmustur.
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5.1.3.3 Kesinlik

Kesinlik parametresi testinden elde edilen giin i¢i gd¢ zamanlar1 ve giin i¢i diizeltilmis
pik alanlar1 (A/t) tekrarlanabilirlik hesaplamalar1 glukoz ve fruktoz igin sirasiyla
Cizelge 5.4’te gorllmektedir. Goriildigi gibi hem glukoz i¢in hem de fruktoz igin
%bagil standart sapma (%BSS) degerleri %5’ten diisiiktiir. Bu degerler yontemin

tekrarlanabilirligini gostermekte olup kesinlik i¢in uygun bulundu.

Cizelge 5.4 : Glukoz ve fruktoz i¢in giin i¢i ve giinler arasi1 tekrarlanabilirlik
degerleri.

Diizeltilmis Pik Alam (A/t) Zaman (t)

Gilin 191_ o Giinler Arasi
Tekrarlanabilirlik  Tekrarlanabilirlik

(n=7) (%BSS)  (n=3x7) (%BSS)

Giin Ici Giinler Arasi
Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
(n=7) (%BSS) (n=3x7) (%BSS)

Glukoz
Fruktoz

3,23
4,82

4,83
4,63

1,05
1,61

4,55
4,89

5.1.3.4 Geri kazanim

Yontemin geri kazanimi, Canakkale’ye ait ar1 siitii 6rneginde bulunan glukoz ve
fruktoz miktarinin (6 mmol L) yarisi, kendisi ve iki kat1 kadar standart glukoz ve
fruktoz cozeltisi ilavesi ile belirlendi. Geri kazanim sonuglar1 Cizelge 5.5te verildigi
gibidir.

Cizelge 5.5 : Glukoz ve fruktoz i¢in geri kazanim yiizdeleri.

Eklenen Miktar (mmol L)  %Geri Kazanim +SS*

3 %98,78 + 1,04
Glukoz 6 %99,07 + 0,63
12 %98,51 £ 0,81
3 %98,83 + 0,60
Fruktoz 6 %96,62 + 0,56
12 %98,66 + 0,53

*n=3, SS: Standart Sapma
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5.2 An Siitii Orneklerinin Organik Asit Analizi

5.2.1 Ornek ekstraksiyonu optimizasyonu

Art siiti  numunelerinin  ekstraksiyonu i¢in yapilan tiim optimizasyonlar,
Boliim 5.1.1°de anlatildig1 gibi gergeklestirildi. Optimizasyonlarin sonunda 0,25 g ar1
stiti numunesi tartildiktan sonra yaklasik 80°C’ye 1sitilmig deiyonize su ile 10 mL’de
¢oziilmesine ve manyetik karistirict ile 60 dk boyunca ekstrakte edilmesine karar

verildi.

5.2.2 Metod optimizasyonu

Birgok literatiirde ar1 iirlinlerinde major organik asit olarak belirtilen glukonik asidin
miktar tayini CE’e bagl temassiz iletkenlik dedektorii ile gergeklestirildi. Glukonik
asit, is¢i bal arilarinin tiikiiriik bezlerinden salgilanan glukoz oksidaz enzimi ile
glukozun enzimatik olarak pargalanmasi ile olusan bir tiriindiir [22, 83].

Yontemde tampon olarak organik asitlerin ayrimi i¢in yaygin olarak kullanilan MES
tamponu secildi [84-86]. EOA’mn yoniinii degistirmek, kapiler i¢ duvarini pozitif
kaplamak ve boylece organik asitlerin hizli gociinli saglamak icin, tampona katki
maddesi olarak bir yiizey aktif madde olan CTAB eklendi [84, 87].

Tampon konsantrasyonunu optimize etmek i¢cin CTAB miktari, tampon pH degeri ve
pH ayarlama materyali sabit tutularak denemeler yapildi. Tampon konsantrasyonunun
diismesi ile piklerde daha iyi rezoliisyon gozlendi. Bu ylizden MES tamponunun
konsantrasyonu 20 mmol L olarak segildi.

Yizey aktif madde konsantrasyonunu optimize etmek i¢cin MES konsantrasyonu
20 mmol L ve diger degiskenler (tampon pH degeri ve pH degerini ayarlarken
kullanilan ¢ozelti) sabit tutularak farkli CTAB konsantrasyonlart denendi. MES
tamponu icindeki CTAB miktar1 diisiik konsantrasyonlarda pik genislemesine ve
piklerde cephe olusumuna neden oldu. CTAB miktar arttik¢a da standart piklerinde
daha 1y1 ayrim gozlendi ve g0¢ stiresi kisaldi. Bu yiizden CTAB konsantrasyonu olarak
0,2 mmol L™ ’ye karar verildi.

Literatiirde MES tamponu ile organik asit ayrimlari pH 6,0-7,0 civarinda yapildigi i¢in,
tampon pH degerinin optimizasyonu bu aralikta yapildi [84-86]. 20 mmol L™ MES ve
0,2 mmol Lt CTAB igeren tamponun pH degeri tris ile 6,0, 6,5 ve 7,0’ye ayarland.
Tampon pH’min diismesiyle piklerin ayrimi iyilesti. Bu yiizden tampon pH’1 6,0

olarak belirlendi.
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Tampon pH degerini ayarlamak icin pH degerini ayarlarken kullanilan ¢ozelti
disindaki tiim degiskenler sabit tutularak tris ve histidin ile denemeler yapildi. Tris
kullanildiginda standart pikleri daha hizli gelirken histidin kullanildiginda gog siiresi
uzadi. Ayrica histidin kullanilan tamponla yapilan injeksiyonda pikler diizgiin
ayrilmadi. Bu yiizden tampon pH’1 tris ile ayarlandi.

Optimizasyonlar sonucunda art siitlerindeki organik asitlerin ayrimi igin, ylzey aktif
madde olarak 0,2 mmol L CTAB iceren 20 mmol L MES tamponu tris ile pH
degeri 6,0 olacak sekilde ayarlanarak kullanildi.

5.2.3 Yontemin ar siitii 6rneklerine uygulanmasi

An siitii Orneklerindeki organik asitlerin analizi i¢in Boliim 5.2.2°de anlatilan
optimizasyonlar sonucunda karar verildigi gibi, ylzey aktif madde olarak
0,2 mmol Lt CTAB igeren 20 mmol L™ MES tamponu kullanildi. Tampon pH degeri
ise tris ile 6,0’ya getirildi. Glukonik asit miktarlari her art siitii 6rneginden dnce injekte
edilen standart glukonik asit piki ile 6rnek pikinin karsilastirmasi ile gerceklestirildi

ve bu islem iki kez tekrarlandi.

Sekil 5.8, glukonik asit analizine ait elektroferogramlar1 icermektedir. Burada A,
100 ppm glukonik asit standardi eklenmis olan Bingdl ar1 siitii 6rnegine; B, Bingdl ar1
siitii 6rnegine; C, glukonik asit standardina ait elektroferogramlar1 gdstermektedir.
Tiim art siiti 0rneklerinde glukonik asit tespit edilmistir. Art siiti Orneklerinin
glukonik asit icerikleri Cizelge 5.6°da verilmistir. Orneklerin glukonik asit icerikleri
0,50 ile 4,59 g 100 g* arasindadir.
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Sekil 5.8 : A: 5x10™ mol L glukonik asit standardi1 eklenmis olan Bingd] ar1
siitii 6rnegi; B: Bingol ar1 siitii 6rnegi; C: 4x10 mol L glukonik asit standard.
Ayirma kosullart: kapiler kolon: 50 pum i¢ ¢ap, 60 cm toplam uzunluk; ayirma
tamponu: 20 mmol L™ MES/0,2 mmol L™ CTAB, pH 6; voltaj: -28 kV.

Cizelge 5.6 : Ar siitii 6rneklerinin glukonik asit igerikleri.

Ari Siitii Orekleri  Glukonik Asit (g 100g™* + SS)*

Kirklareli 1,25+ 0,03
Canakkale 1,02 + 0,08
Bilecik 1,05 + 0,07
Amasya 0,50 £ 0,06
Ordu 0,98 + 0,05
Kastamonu 0,65 + 0,05
Konya 0,77 £ 0,06
Karaman 0,51 +£0,06
Cankiri 459 +0,10
Elazig-1 0,80 + 0,05
Igdir 1,24 £ 0,06
Elaz1g-2 0,81 + 0,07
Bingol 0,96 + 0,05
Gaziantep-1 0,98 £ 0,05
Gaziantep-2 0,94 £ 0,06

*n=3, SS: Standart Sapma

Organik asitler ar1 siitinln uzun siire mikroorganizmalara karst bozulmadan
korunabilmesi icin 6nemlidir. Art siitiiniin kalitesinin belirlenmesi ig¢in en yaygin
kullanilan kriterlerden biridir.

Onceki yillarda laboratuvarimizda diger ari iiriinleriden olan ar1 ekmegi ve ar

poleninde kapiler elektroforez ile major organik asit olan glukonik asidin analizi
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gerceklestirilmistir [14, 16]. Bu tez kapsaminda analiz edilen ar siitiindeki glukonik
asit miktar1, Cizelge 5.7°de ar1 ekmegi ve ar1 polenindeki glukonik asit miktarlarryla
sonuglarla karsilastirtlmistir. Ar1 ekmegi, ar1 poleni ve ar1 siitiindeki glukonik asit
miktarlar sirastyla 43,66-63,2 g kg, 5,9-32 g kg ve 0,5-4,6 g kg araliginda tespit
edilmistir. Glukonik asit, glukozun glukoz oksidaz ile pargalanmasi sonucu olusan bir
triindiir. Cizelge 5.7°de glukonik asit miktarinin glukoz ile orantili degistigi
goriilmektedir. En yliksek glukoz ve glukonik asit igerigi ar1 ekmeginde bulunurken,

ar1 stitlinde glukoz miktarinin daha diisiik olmasi sebebiyle ar1 siitiindeki glukonik asit

miktar1 en azdir.

Cizelge 5.7 : Ar1 ekmegi, ar1 poleni ve art siitiindeki glukoz ve glukonik asit

miktarlari.
Glukonik asit
Glukoz (g 100g™ : Referans
Ar Ekmegi 6,20—-215 43,6 — 63,2 [14]
Ar1 Poleni 2,40 -4,90 5,90 - 32,0 [16]
Ar Suti 2,10-7,70 0,50 - 4,60 Bu calisma

5.2.4 Metod validasyonu

5.2.4.1 LOD ve LOQ degerleri

LOD degeri iki farkli baseline alanindan alinan ortalama giiriiltiiniin {i¢ kati, LOQ
degeri ise on kat1 olarak hesaplanmistir. Glukonik asit icin LOD degeri 1,34 pmol L
ve LOQ degeri ise 4,47 umol L? olarak bulunmustur.

5.2.4.2 Kesinlik

Kesinlik parametresi testinden elde edilen giin i¢i go¢ zamanlar1 ve giin i¢i diizeltilmis
pik alanlar1 (A/t) tekrarlanabilirlik hesaplamalart glukonik asit igin Cizelge 5.8’de
goriilmektedir. Goriildiigii gibi glukonik asit icin %bagil standart sapma (%BSS)
degerleri %S5’ten diisiiktiir. Bu degerler yontemin tekrarlanabilirligini gostermekte

olup kesinlik igin uygun bulundu.
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Cizelge 5.8 : Glukonik asit i¢in giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik degerleri.

Diizeltilmis Pik Alan1 (A/t)

Zaman (t)

Giin 1@_ o Giinler Arasi
Tekrarlanabilirlik  Tekrarlanabilirlik

Giin Ici Giinler Arasi
Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

(n=7) (%BSS)  (N=3x7) (%BSS) | (n=7) (%BSS)  (n=3x7) (%BSS)

Glukonik

Asit 0,68

3,95 4,98 3,95

5.2.4.3 Geri kazanim

Yontemin geri kazanimi, Bilecik’e ait ar1 siiti 6rneginde bulunan glukonik asit
miktarmin (0,12 mmol L) yaris1, kendisi ve iki kat1 kadar standart glukonik asit

cozeltisi ilavesi ile belirlendi. Geri kazanim sonuglar1 Cizelge 5.9°da verildigi gibidir.

Cizelge 5.9 : Glukonik asit igin geri kazanim yiizdeleri

Eklenen Miktar (mmol L)  %Geri Kazanim + SS*

0,06 %101 + 3,0
Glukonik Asit 0,12 %97,9 + 3,2
0,24 %97,7+1,8

*n=3, SS: Standart Sapma

5.3 Total Fenolik icerikleri

Orneklerin total fenolik igerikleri gallik asit esdegerligi (GAE) cinsinden hesaplandi.
Bu amagcla oncelikle gallik asit kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon egrisinin
cizilmesinde 1,00-12,5 pg mL? konsantrasyon araligindaki gallik asit ¢ozeltileri
kullanildi. Gallik asite ait kalibrasyon egrisi Sekil 5.9°da verildigi gibidir. Kalibrasyon
egrisinin denklemi y=88,817x-0,041 olarak belirlenirken regresyon katsayis1 ise 0,986
olarak bulundu. Sekil 5.10°da ise kalibrasyon egrisini olustururken kullanilan standart

konsantrasyonlarinin renk siddeti verilmistir.
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Sekil 5.9 : Gallik aside ait kalibrasyon egrisi.

Sekil 5.10 : Farkli derisimdeki gallik asit standartlarinin olusturdugu renk
siddeti (A: 1,0 uygmL?, B: 2,5 ugmL?, C: 5,0 ugmL*?, D: 7,5 pyg mL?, E: 10
pug mL?, F: 12,5 ug mL?).
Bu yontemde numunelerin inkibasyon suresinin optimizasyonu icin 10 dk ila 120 dk
arasinda denemeler yapildi. Numuneye ait absorbans degerleri 30 dk’dan sonra sabit

kaldig1 i¢in optimum inkiibasyon siiresi olarak 30 dk’ya karar verildi.

Optimize edilmis kosullarda ar1 siitii Orneklerine ait total fenolik igerikleri

Cizelge 5.10°da verildi.
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Cizelge 5.10 : Ar siitii 6rneklerine ait total fenolik icerikleri.

An Siitii Ornekleri ug GAE mL* + SS*
Kirklareli 10,99 + 0,19
Canakkale 11,10+ 0,11

Bilecik 10,57 £ 0,21
Amasya 10,06 + 0,17
Ordu 10,59 + 0,00
Kastamonu 10,62 + 0,00
Konya 10,14 + 0,00
Karaman 10,20 + 0,00
Cankiri 12,60 + 0,00
Elaz1g-1 9,988 + 0,00
Igdir 12,20 + 0,00
Elaz1g-2 12,83 £ 0,00
Bingol 11,10 £ 0,00
Gaziantep-1 10,24 £ 0,00
Gaziantep-2 10,46 £ 0,00

*n=3, SS: Standart Sapma

Ar siitii drneklerinin toplam fenolik madde igerikleri 9,988-118,83 ug GAE mL™
araliginda olup ortalama 10,91 pg GAE mL™* olarak bulundu. Elaz1g’dan toplanan ar1
siitii 6rneginin diger Orneklere gore en yiiksek miktarda fenolik madde igerdigi
goriildi. En diisiik fenolik madde igerigi ise Elazig’dan toplanan diger Ornekte

bulundu.

5.4 FRAP Analizi

Orneklerin demir (III) iyonlarini indirgeme giiciine dayanilarak antioksidan aktivitesi
belirlemeye dayanan bu yontemde Orneklerin toplam antioksidan aktivitesi
“mg Fe*? g an siitii” esdegeri olarak verildi. Bu amagla 6ncelikle FeSO4.7H20
kullamlarak 4x103-5x102 mmol Fe*™? L konsantrasyon araliginda bir kalibrasyon
egrisi ¢izildi (Sekil 5.11). Kalibrasyon egrisinin denklemi y=0,5296x+0,0376 olarak
belirlenirken regresyon katsayisi 0,999 olarak bulundu. Sekil 5.12°de ise kalibrasyon

egrisini olustururken kullanilan standart konsantrasyonlarinin renk siddeti verilmistir.
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Sekil 5.11 : FeS04.7H20’a ait kalibrasyon egrisi.

Sekil 5.12 : Farkli derisimdeki FeSO4.7H20 standartlarinin olusturdugu renk
siddeti (A: 4x10° mmol Fe*?2 L1, B: 6x10° mmol Fe*2 L1,
C: 8x10° mmol Fe*2 L%, D: 1x102 mmol Fe*? L1, E: 2x10? mmol Fe*? L,
F: 3x102 mmol Fe*? L™!,G: 4x102 mmol Fe*? L™, H: 5x102 mmol Fe*2L1).
Bolim 4.5.2.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan FRAP reaktifi ile ar siitii ekstraktlari
karistirildiktan sonra 10 dk ila 120 dk arasinda inkiibe edildi. Karisima ait

absorbanslarin 60 dk’dan sonra sabit kaldigi gozlemlendi. Bu nedenle optimum

inklibasyon suresi 60 dk olarak segildi.

Yapilan FRAP analizi sonucunda tiim 6rneklerin toplam antioksidan aktivitesi 1 gram
ekstraktta mg Fe(Il) olarak belirlendi ve Cizelge 5.11°de verildi. Ar siitii 6rneklerinin
FRAP miktar1 0,023-0,114 mg Fe*? g arahiginda olup ortalama 0,041 mg Fe*? gt

olarak bulundu. Elazig bolgesinden toplanan ari siitii 6rneklerinden birinde diger
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orneklere gore en yiiksek miktarda fenolik madde icerdigi goriiliirken diger Elazig ari

stitii orneginde en diisiik fenolik madde icerigi tespit edildi.

Cizelge 5.11 : Arn siitii 6rneklerindeki FRAP analiz sonuglari.

FRAP

Ar1 Siitii Ornekleri
(mg Fe*? gt ar siitii + SS)*

Kurklareli 0,056 + 0,004
Canakkale 0,041 + 0,000
Bilecik 0,031 + 0,003
Amasya 0,040 = 0,003
Ordu 0,024 + 0,001
Kastamonu 0,038 + 0,001
Konya 0,033 £ 0,001
Karaman 0,039 £ 0,001
Cankir 0,029 + 0,001
Elazig-1 0,023 + 0,002
Igdir 0,047 + 0,001
Elazig-2 0,114 + 0,008
Bingdl 0,042 + 0,002
Gaziantep-1 0,027 = 0,000
Gaziantep-2 0,030 + 0,001

*n=3, SS: Standart Sapma
5.5 Tartisma

Diinya’nin farkli bolgelerinden toplanan ari siitii 6rneklerinin kimyasal bilesimi
tizerine pek cok calisma yapilmistir. Ancak literatiirdeki veriler iirliniin igsel
parametrelerinin farkli olmast (pH, su, titre edilebilir asitlik vb.) ve farkli analitik
yontemlerin kullanim1 nedeniyle oldukga degiskenlik gostermektedir. Ciinkii ar1 siitii

icin heniiz referans yontemler belirlenmemistir.

Uluslararas1 tartigmalar (ISO komitesi TC34/WG13), ar1 siitiiniin  tanimu,
fizikokimyasal parametreleri ve kalitesi i¢in uluslararasi bir standardin olusturulmasi
amaciyla ytriitiilmektedir ancak heniiz baglangi¢ asamasindadir. Bu standart, 6zellikle

ithalat-ihracat pazari ve tiiketici korumasi igin son derece 6nemlidir.

Ulkemizde ar siitii iiretimi yilda yaklasik 6-7 ton civarmdadir. Thtiyag duyulan ari
sutlnin %851 ithalat ile saglanmaktadir. Bugin diinyada yillik birkag bin ton iiretimle

tartismasiz en biiylik ari siitii tireticisi Cin’dir. Bu iiretim diinya piyasasinda oldukca
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rekabetgi bir fiyat sunmaktadir ve ar1 siitiiniin cografi kdkeninin belirlenmesi, ar1

sttiinun kalite kontrold icin 6nemli bir konudur.

Bal disindaki ar iiriinleriyle ilgili kalite standartlarina duyulan ihtiyag, hem tiiketici
gilivenligi hem de katma degerli liriinler yoluyla ariciligin gelistirilmesi i¢in genis capta
kabul gormistiir. An siitiinde, sekerler baglica bilesenler arasindadir ve bunlarin
miktarinin belirlenmesi, bal veya sekerle yapilan olast hilelerin tespiti de dahil olmak
tizere kalite kontrolii i¢in dikkat ¢eken bir konudur. Bu tez ¢alismasinda Anadolu’nun
farkli bolgelerinden toplanan ar1 siitii 6rneklerindeki baslica sekerler olan glukoz ve
fruktozun miktarlart hizli, hassas, ekonomik ve dogrulugu yiiksek bir kapiler
elektroforez-indirekt UV deteksiyon metodu ile belirlendi. Toplam seker analizi yerine
seker profilinin belirlenmesi ar1 siitiinin kalite kontroll icin énemli bir arac olabilir.
Yontem, Tiirk Gida Kodeksi Art Uriinler Tebligi i¢in degerlendirilebilir. Ayrica ar

siitlinlin enerji i¢in alternatif bir kaynak oldugu bu ¢aligma ile vurgulanmistir.

Alifatik organik asitler aroma, tat, asidite, pH ve elektriksel iletkenlige 6nemli bir katk1
saglar. Ar siitiinde alifatik organik asitler hakkinda az sayida c¢alisma vardir ve bu
bilesikler kiigiik bir oranda bulunmalarina ragmen ¢ok oOnemlidir. Cilinkii ar
tiriinlerinin stabilitesine, korunmasina, fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zelliklerine
giiclii bir katki sagladigi bilinmektedir. Son zamanlarda, organik asitler gida korumada
ve yeni nesil antibiyotikler olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda, ar1 siitiiniin organik
asit icerigi degerlendirildi. Hizli, ekonomik ve etkin bir kapiler elektroforez-temassiz
iletkenlik dedektoru ile ar iiriinlerinde baslica organik asit olan glukonik asidin

Anadolu ar siitii 6rneklerindeki miktarlari tespit edildi.

Bu tez calismasinda ari siitii Orneklerinin analizinde kullanilan her iki kapiler
elektroforez yonteminin kullanimu ilgi ¢ekicidir. Ciinkii seker ve organik asitler gibi
diisiik molar absorptiviteye sahip bilesiklerin ¢ok yonlii bir sekilde tespit edilebildigi
gosterildi. Bu bilesiklerin tayini, ¢cevre dostu ve hassas teknikler kullanilarak kisa

stirede gerceklestirildi.

Tezin amacina yonelik olarak ari siitii orneklerinin antioksidan aktiviteleri de
degerlendirildi. Dogal antioksidanlar, serbest radikallerin saldiris1 sonucu olusan
cesitli kronik hastaliklar1 6nlemeye yonelik saglik yararlart nedeniyle son zamanlarda

bilim insanlar1 ve arastirmacilarin dikkatini gekmistir. Besin degeri temelinde, diinya
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piyasalarinda gesitli bicimlerde giderek daha fazla ticari ar1 siitii iiriinii bulunmaktadir.

Tuketiciler ise kaliteli Urun talep etmektedir.

Art siitii 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri toplam fenolik madde miktar1 ve demir
(IIT) iyonu indirgeme antioksidan kapasite tayini yontemi ile belirlendi. Sonuglar farkl
bolgelerden toplanan ari siitii 6rneklerinin arasindaki farkliliklar1 gosterdi. GuglU
antioksidan aktivitelere sahip art siitli 0rneklerinin ortaya ¢ikarilmasi bu 6rnekleri cilt
bakim {riinleri ve kozmetiklerde ideal bir bilesen yapar ve gelecekteki {iiriin

gelistirmeleri i¢in olanaklar agabilir.

Bu tez ¢aligmast ile Anadolu ar siitiiniin 6nemli kimyasal bilesenlerin miktar1 rapor
edilmis, antioksidan aktiviteleri ortaya c¢ikarilmistir. Bu sayede hem ar1 {iriinleri
literatiirline hem de ar siitliniin yeni ve alternatif terapilerdeki klinik ve farmasotik

kullanimina katkida bulunulacaktir.
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