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Oz: Bu caligmanin amaci, Tiirkiye’nin kuzey-dogusunda yer alan Kars’ta
bulunan polifloral ar1 poleninin otanik kokeni, antibakteriyel ve antioksidan
aktivitelerinin yani sira toplam fenolik igerigi ve toplam flavonoid igerigini
aragtirmaktir.  Polenin, Cistaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Fabaceae,
Papaveraceae, Asteraceae, Polygonaceae, Rosaceae, Lamiaceae ve
Plantaginaceae dahil olmak iizere on takson igerdigi bulundu. Test edilen
mikroorganizmalara karst minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK) degerleri 2.5
ile 5 mg/mL arasinda degismektedir. Toplam fenolik icerigin belirlenmesinde
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmig ve bu miktarin 23.65 mg gallik asit egsdegeri
(GAE)/g oldugu belirlenmistir. Ar1 poleni etanolik ekstraktindaki toplam
flavonoid igerik degeri 14.56 mg kuersetin esdegeri (KE)/g olarak belirlenmistir.
Art  poleni etanolik ekstraktinin antioksidan kapasitesi, 1,1-Difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH), bakir iyon azaltici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) ve
2,2'-Azino-bis-3-etilbenztiyazolin-6-  siilfonik  asit (ABTS) yoOntemleri
kullanilarak degerlendirilmis, sirasiyla 16.18 mg Trolox esdegeri (TE)/g, 54. mg
TE/g ve 91.9 mg TE/g sonuglar elde edilmistir. Yag asidi bilesimleri, gaz
kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) kullanilarak belirlenmistir. Baskin
yag asidinin a -linolenik asit (%20.46) oldugu, bunu sirastyla linoleik asit
(%16.68), palmitik asit (%12.94) ve arasidonik asitin (%9.65) takip ettigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada, Kars'tan temin edilen polifloral ar1 poleninin botanik
cesitliligi, antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri ile kimyasal icerigi hakkinda
kapsamli bir degerlendirme sunmaktadir.
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Abstract: The aim of the present study is to investigate the botanical origin,
antibacterial and antioxidant activities, as well as the total phenolic content and
total flavonoid content of polyfloral bee pollen from Kars in the north-eastern
region of Tiirkiye. The pollen load was found to contain ten taxa, including
Cistaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Papaveraceae, Asteraceae,
Polygonaceae, Rosaceae, Lamiaceae, and Plantaginaceae. The minimal inhibitory
concentration (MIC) values against tested microorganisms ranged from 2.5 to 5
mg mL. The Folin-Ciocalteu method was used to determine the total phenolic
content, which was found to be 23.65 mg gallic acid equivalent (GAE) g*. The
TFC value in the bee pollen ethanolic extract was determined to be 14.56 mg
quercetin equivalent (QE) g*. The antioxidant capacity of the bee pollen
ethanolic extract was evaluated using the 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH),
cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC), and 2,2'-Azino-bis-3-
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ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) methods, which yielded results of
16.18 mg Trolox equivalent (TE) g, 54.23 mg TE g, and 91.9 mg TE g7,
respectively. The fatty acid compositions were identified using gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). The predominant fatty acid was
found to be a-linolenic acid (20.46 %), followed sequentially by linoleic acid
(16.68 %), palmitic acid (12.94 %), and arachidonic acid (9.65 %). This study
provides a comprehensive assessment of the botanical diversity, antibacterial and
antioxidant properties, and chemical composition of polyfloral bee pollen from
Kars.

1. Giris

Cicek poleni olarak da bilinen ar1 poleni, besleyici, iyilestirici ve tedavi edici 6zelliklere sahip,
kompleks bir bitkisel ar1 trtniidiir (Mischenko ve ark., 2020). Proteinler, karbonhidratlar, lipitler,
fenolik bilesikler, biyoelementler ve vitaminler gibi degerli biyoaktif maddeler icerir (Mosi¢ ve ark.,
2023). Gliglii antioksidan aktiviteye sahip olan ar1 poleninin, antibakteriyel, antifungal ve antitiimér gibi
cesitli biyolojik aktiviteler sergiledigi rapor edilmistir (Keskin & Ozkok, 2020).

Cografi konum ve botanik kdken, ar1 poleninin kimyasal bilesimini belirlemede kritik bir rol
oynar. Farkli bolgelerdeki bitki tiirleri ve arilarin tercih ettigi ¢igekler, polenin fitokimyasal profilini
etkiler. Rajs ve ark. (2022) ¢aligmasi, fenolik igerik ve antioksidan kapasitenin bitki tiirlerine ve cografi
konuma bagl olarak degisebilecegini gostermektedir. Ayrica, isleme teknikleri ve saklama kosullar1 da
polenin besleyici ve biyoaktif bilesenlerini etkileyebilir. Prdun ve ark. (2021) arastirmasi, bu faktorlerin
polenin kalitesini korumada ne kadar énemli oldugunu vurgulamaktadir. Yine Alici¢ ve ark. (2020),
yaptiklar1 ¢calisma ile floristik kompozisyonun, cografi bdlgenin, ar1 tiirlerinin, hazirlama kosullarmin
ve depolama siiresinin ar1 poleninin kimyasal bilesimi ve biyoaktif Ozellikleri {izerindeki etkisini
vurgulamiglardir. EI Ghouizi ve ark. (2023) ise, ar1 poleninde bulunan besleyici elementlerin ve
biyoaktif mikro besinlerin, onun ¢esitli kompozisyonunu ve tedavi edici 6zelliklerini nasil belirledigine
dikkat ¢ekmiglerdir.

Kars ili Turkiye'nin kuzeydogusunda yer alan, 1500-2000 metre rakimli, uzun kis mevsimi ve
kisa, yagisli yaz mevsimi olan bir bolgedir. Tiirkiye'nin bal {iretiminin %0.8'ini kargilayan Kars bali
(Ozenirler ve ark., 2018), 2018 yilinda Tiirk Patent ve Marka Kurumu tarafindan cografi isaret olarak
tescillenmistir (Tiirk Patent ve Marka Kurumu, 2018). Ancak yapilan literatiir taramast dogrultusunda,
Kars ar1 poleninin kimyasal igerigi, antioksidan ve antimikrobiyal &zellikleri ile palinolojik
ozelliklerinin birlikte degerlendirildigi detayl1 bir calisma yapilmadigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
amaci, Kars bolgesinden elde edilen bir ar1 poleni 6rneginin kimyasal bilesimi, antioksidan kapasitesi
ve antimikrobiyal etkilerini analitik yontemlerle ayrintili olarak inceleyerek, bu bolgedeki polenin
potansiyel biyolojik 6zelliklerini belirlemek ve ileride yapilacak kapsamli calismalara bir referans
noktasi olusturmaktir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Ar poleni 6rnegi

Ar poleni 6rnegi, Tiirkiye'nin Dogu Anadolu bolgesinde yer alan Kars'in Arpacgay ilgesinden
(40°50'54"K 43°19'54"D) 2020 yilinin agustos ayinda bal iireticisinden temin edilip analizler baslayana
kadar -20 °C'de saklanmustir.

2.2. An poleninin botanik kékeni

An poleni 6meklerinin ¢igek kaynagi, Barth ve arkadaslar1 ile Wodehouse'un ydnteminin
modifiye edilmesiyle mikroskobik analiz yoluyla tanimlanmstir (\Wodehouse, 1936; Barth ve ark.,
2010). Ogiitiilmiis ar1 poleni 6rneginden 2 gram alinarak, 13 mL %70 etanol ile 30 dakika boyunca
karigtirllmistir. Daha sonra karisim 10 dakika vortekslenmis ve ardindan 3500 rpm'de 30 dakika santrifiij
edilmistir. Ustte kalan sivi dokiilmiis, altta kalan tortu ise bazik fuksinli gliserin jelatin boyasi ile
karistirilmistir. Bu karisim lam iizerine alinarak polen preparati hazirlanmistir. Hazirlanan preparat,
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Leica DM500 151k mikroskobu altinda 400X biiylitmede incelenmistir. Toplam 1000 polen tanesi
sayilarak, polen taksonlari ve bu taksonlarin yiizdeleri hesaplanmistir. Polen tanelerinin sikligi,
dominant (>%45), sekonder (%15-45), minor (%3-15) ve eser polen (%1-3) olmak iizere dort kategoriye
ayrilmistir (Ozkok ve ark., 2021). Polen fotograflari, 400X biiyiitmede Bestscope (BLM-280)
mikroskobu kullanilarak ¢ekilmis ve Sekil 1'de gdsterilmistir.

2.3. Ar1 poleni ekstrakt

Ultrasonik ekstraksiyon islemi, Zhou ve ark. (2015) yonteminde bazi degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir. Ik olarak, ar1 poleni numuneleri ev tipi bir giitiicii ile toz haline getirilmistir.
Ardindan, 1.5 gramlik numune tartilarak 100 mL %95 etanol (Sigma-Aldrich, ABD) i¢inde, 40 °C'de
ve 60 dakika boyunca ultrasonik banyo (Bandelin Electronic RK 255H, Almanya) kullanilarak
coOziindiiriilmiistir. Elde edilen karisim, 3500 rpm'de 30 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra
siipernatant toplanmistir. Bu ekstraksiyon iglemi ii¢ kez tekrarlanmistir. Toplanan siipernatant,
0.22 um'lik bir membran filtreden siiziilerek -20 °C'de stok ¢ozelti olarak saklanmugtir.

2.4. Toplam fenolik icerik ve toplam flavonoid icerik

Toplam fenolik igerik Folin—Ciocalteu reaktani kullanilarak belirlenmistir. 100 pL polen
ekstrakti, 900 uL deiyonize su ve 5 mL Folin—Ciocalteu reaktifi (0.2 N) bir tiipte karigtirilmis ve 8
dakika bekletilmistir. 5 mL sodyum karbonat eklenip 30 saniye vortekslenmistir. Karisim, oda
sicakliginda 2 saat karanlikta bekletilmis ve ardindan absorbansi 765 nm'de UV-vis spektrofotometre
ile dl¢lilmiistiir. Sonuglar, mg galik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir (Capanoglu ve ark., 2013)
Toplam flavonoid igerik, Zhishen ve ark. (1999) tarafindan protokolde kiigiik degisiklikler yapilarak
belirlenmistir. Kuersetin (KE) standart olarak kullanilmistir. Yonteme gore, 20 ul standart ve 6rnek,
80 ul dH»0 iceren mikroplaka kuyucuklarina eklenmistir. Daha sonra 5 dakika sonra 6 pl %5 NaNO;
eklenmistir. 5 dakikadan sonra, 6 pl %10 aliiminyum kloriir (AICl3) eklenmis ve 6 dakika sonra 40 pl
NaOH (1 M) eklenmistir. Toplam hacim distile su ile 200 pl'ye tamamlanmigtir. Absorbans 510 nm'de
mikroplaka okuyucu kullanilarak okunmustur. Sonuglar KE esdegeri olarak ifade edilmistir. Toplam
fenolik ve flavonoid igeriklerin belirlenmesi i¢in tiim testler ii¢ kez tekrar edilmis olup, degerler ortalama
+ standart sapma olarak sunulmustur.

2.5. Antioksidan aktivite

Art poleni numunesinin antioksidan aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS) ve Cu(Il)'nin oksidan olarak kullanildigi toplam antioksidan
potansiyel yontemi (CUPRAC) ile belirlenmistir.

DPPH radikal temizleme Kkapasitesi, Bersuder ve ark. (1998) yontemine gore
gergeklestirilmistir. Her bir siipernatant (50 pL) 2 mL DPPH c¢6zeltisine eklenmis ve karigim karanlik
bir su banyosunda 30 dakika boyunca calkalanarak bekletilmistir. Absorbans, 517 nm'de 6l¢iilmistiir.

ABTS radikal katyon ¢ozeltisi hazirlamak igin, 2,2'-Azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asit, su icinde 7 mM konsantrasyonda ¢oziilmiistiir. ABTS ¢ozeltisi, 2.45 mM potasyum persiilfat ile
reaksiyona sokulmus ve kullanilmadan 6nce oda sicakliginda karanlikta 12-16 saat bekletilmistir. Ar1
poleni 6rneklerinin incelenmesi igin, ABTS ¢ozeltisi etanol ile 734 nm'de 0.70 absorbansa ulasana kadar
seyreltilmis ve 30 °C'de dengelenmistir. Ar1 poleni ekstresi, 1 mL etanol veya PBS i¢inde seyreltildikten
sonra, 1 mL ABTS c¢ozeltisi ile karistirilmistir. Tiipler, karigtirildiktan sonra 1 dakika bekletilmis ve
ardindan 30 °C'de 6 dakika boyunca kapali tutulmustur. Orneklerin absorbanslar1 734 nm'de 6lciilmiis
ve sonuglar mg TE/g cinsinden ifade edilmistir (Makhlouf-Gafsi ve ark., 2018; Mayda ve ark., 2020).

CUPRAC yonteminde, ar1 poleni ekstresi sirastyla 0.1 mL, 1.0 x 10 M Cu(II) kloriir ¢ozeltisi
ile karistirlmistir. Karisima ardindan 7.5 x 10 M neokuproin ¢ozeltisi ve 1 M amonyum asetat tamponu
(pH 7.0) eklenmistir. Karigimin toplam hacmi damitilmig su eklenerek 4 mL'ye tamamlanmis, oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmis ve ardindan absorbans degeri 450 nm'de 6l¢iilmiistiir. Elde edilen
absorbans degerleri, bir antioksidan ¢ozeltisi olmadan yapilan 6l¢iimlerle karsilastirilarak, sonuglar mg
Trolox Esdegeri/g (mg TE/g) olarak ifade edilmistir (Apak ve ark., 2004).
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Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in tiim testler ii¢ kez tekrar edilmis olup, sonuclar
ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.

2.6. Gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi (GC/MS) analizi

Orneklerin yag asidi bilesimi, AOAC 920.39 (2000)’da tanimlanan yontem kullanilarak
belirlenmistir. Yag ekstraksiyonu, bir Soxhlet cihazinda ¢oziicli olarak hekzan kullanilarak
gergeklestirilmistir. Elde edilen lipitler, GC (Thermo Scientific Trace 1310, ABD) analizi igin yag asidi
metil esterlerine (FAME'ler) doniistiiriilmiistiir. Bu islem i¢in ¢ikarilan yag heptan i¢inde ¢oziilmiis ve
2N KOH eklenmistir. Karigim vortekslenerek 5000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi olusan berrak heptan fazi, GC/MS analizi i¢in cam deney tiiplerine transfer edilmistir.
Ornek, otomatik bir drnekleme cihazi (Autosampler Al 1310, Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilarak cihaza enjekte edilmistir (1 pL). Numune, Thermo Scientific (ABD) ISQ LT modeli
GC/MS kullanilarak analiz edilmistir. Analiz i¢in Thermo Scientific'ten Trace Gold TG-WaxMS kilcal
kolonu (60 m uzunlugunda, i¢ ¢cap1 0.25 mm, film kalinlig1 0.25 pm) kullanilmigtir. Enjeksiyon sicakligi
240 °C'ye ayarlanmus ve firin sicakligi 3 dakika boyunca 100 °C'de tutulmus, ardindan 4 °C/dakika hizla
240 °C'ye yiikseltilmistir. Tasiyici gaz olarak 1 mL/dakika akis hizi ve 1:20 boliinme orani ile helyum
kullanilmigtir. Kiitle spektrometresi tinitesi (ISQ LT, Thermo Fisher Scientific, ABD), elektron
iyonizasyon modunda (70 eV) ¢alistirllmistir. Yag asitleri, 37 bilesenli standart bir FAME karisimiyla
(CHEM-LAB n.v.-CL40.13093, Belg¢ika) tutma siireleri karsilastirilarak tanimlanmustir.

2.7. Antimikrobiyal etkinlik

Antimikrobiyal deneylerde toplam 18 insan patojenik mikrobiyal sus kullanilmistir (Tablo 3).
Antimikrobiyal etkinin test edildigi ATCC suslari, Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarindan, diger suslar ise Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
(RSKK) Laboratuvarindan temin edilmistir. Bakteri suslari, Tryptic Soy Agar'a (Oxoid, UK) ekilerek
37 °C'de 18 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra %0.9 steril salin tamponunda McFarland
Standard1 0.5'e (1-1.5 x 10® CFU/mL) ayarlanmistir. Ar1 poleninin stok ¢dzeltisinin sivi kismi, déner
buharlagtirici ile buharlastirilmistir. Kurutulan 0.02 g polen 6rnegi tartilmig ve antimikrobiyal aktivite
testleri i¢in 1 mL dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢Oziilmiistiir.

2.7.1. Disk difiizyon yontemi

Ar1 poleni Orneginin antibakteriyel etkisini belirlemek i¢in disk diflizyon yontemi
uygulanmigtir. Capt 6 mm olan bos diskler, 20 mg/mL konsantrasyondaki ar1 poleni 6rnegi ¢ozeltileri
ile emdirilmistir. Negatif kontrol olarak DMSO, standart antibiyotik olarak ise 10 pg/disk
konsantrasyonunda siprofloksasin kullanilmistir. Inkiibasyonun ardindan (18-24 saat boyunca, 37 °C'de)
inhibisyon bolgelerinin boyutlar1 dl¢iilmiistiir. Sonuglarin dogrulugunu saglamak amaciyla test {i¢ kez
tekrarlanmistir.

2.7.2. Minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) testi

Arn poleni ekstresinin farkli konsantrasyonlarini elde etmek i¢in iki katli seri seyreltmeler,
dogrudan Mueller Hinton besiyeri i¢ceren bir mikrotitre plaginda hazirlanmistir (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.62
ve 0.31 mg/mL). Her bir kuyuya, nihai olarak 5 x 10° CFU/mL konsantrasyonuna ulasacak sekilde 20
pL bakteriyel inokulum eklenmistir. Standart ila¢ olarak ampisilin kullanilmigtir. Plaka, steril bir
kapakla kapatilarak 37 °C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Optik yogunluk, 600 nm'de bir
mikroplak okuyucu (Bio-Tek, Eon, ABD) kullanilarak 6l¢iilmistiir. Minimum inhibitor konsantrasyon
(MIC), gozle goriiliir mikrobiyal biiylimeyi engelleyen en diisiik konsantrasyon olarak kaydedilmistir.
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3. Bulgular

3.1. Botanik kokeni

Bu ¢aligmada, Kars bélgesinden toplanan bir adet ar1 poleni 6rnegi incelenmis ve Cistaceae
(%27.8), Boraginaceae (%19.9), Brassicaceae (%19.6), Fabaceae (%16.4), Asteraceae (%8.7),
Papaveraceae (%4.2), Polygonaceae (%2.0), Rosaceae (%1.0), Lamiaceae (%0.2) ve Plantaginaceae
(%0.2) olmak iizere 10 farkli polen taksonu tespit edilmistir. Kars’tan temin edilen ar1 poleni 6rneginin
polifloral oldugu belirlenmistir.

. 0088
O(\ 8 - |

Sekil 1. Bazi polen taksonlarinin mikroskobik goriintiileri. a) Karisik polen (Cistaceae, Asteraceae,
Brassicaceae ); b) Karisik polen (Cistaceae, Rosaceae); ¢) Brassicaceae; d) Karigik polen
(Brassicaceae, Boraginaceae); e) Asteraceae; f) Karigik polen ( Cistaceae, Asteraceae,
Brassicaceae); g) Cistaceae; h)Boraginaceae.

3.2. Toplam fenolik-flavonoid igerigi ve antioksidan kapasitesi

Toplam fenolik igerik, Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmistir ve sonuglar mg
GAE/g polen olarak ifade edilmistir. Ar1 poleni etanol ekstraktindaki Toplam fenolik igerik 23.65 mg
GAE/g olarak bulunurken, toplam flavonoid igerik ise 14.56 mg KE/g olarak saptanmistir.

Bu calismada, ar1 poleni etanol ekstresinin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢cin DPPH,
CUPRAC ve ABTS yontemleri kullanilmis ve elde edilen sonuglar sirasiyla 16.18 mg TE/g, 54.23 mg
TE/g ve 91.9 mg TE/g olarak bulunmustur (Cizelge 1).

Cizelge 1. Polen 6rneginin toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik ve antioksidan aktiviteleri

Toplam fenolik Toplam flavonoid

icerik icerik CUPRAC DPPH ABTS
(mg GAE/g) (mg KE/g) (mg TE/g) (mg TE/g) (mg TE/g)
23.65+0.21 14.56 = 0.22 54.23 +0.44 16.18 +0.18 91.9+0.75

Not: Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

3.3. Gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi (GC/MS) analizi

Arn poleni yag ekstraktinin GC-MS analizi sonucunda, toplamda 33 yag asidi tanimlanmaistir;
bunlarin 15'1 doymus, 8' tekli doymamis ve 10'u ¢oklu doymamis yag asididir. Bu yag asitlerinin
miktarlari, toplam yag asitlerinin ylizdesi olarak ifade edilmistir (Cizelge 2). En baskin yag asidi olarak
%20.46 oraninda a-linolenik asit belirlenmis, bunu sirasiyla %16.68 linoleik asit, %12.94 palmitik asit
ve %9.65 arasidonik asit izlemistir.
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Kantitatif analiz, test 6rneginde palmitik asidin (%12.94) baskin doymus yag asidi oldugunu
ortaya koymustur. Diger baskin doymus yag asitleri ise sirasiyla stearik asit (%3.00), behenik asit
(%2.61), heneikosanoik asit (%2.51), aragidonik asit (%1.45) ve miristik asit (%1.42) olarak %1'in
tizerinde seviyelerde tespit edilmigtir. Tekli doymamis yag asitleri arasinda, oleik asit (%8.01),
eikosenoik (cis-11) asit (%4.99), erusik asit (%4.11), nervonik asit (%2.01) ve elaidik asit (%1.62) en
fazla bulunanlar olarak belirlenmistir. En fazla bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin ise sirastyla a-
linolenik asit (%20.46), linoleik asit (%16.68), arasidonik asit (%9.65), eikosatrienoik (cis-8_11 14)
asit (%3.25) ve eikosadienoik (cis-11_14) asit (%1.46) oldugu tespit edilmistir. Test drneginin, doymus
yag asitlerine kiyasla daha yliksek oranda doymamuis yag asitleri (Doymus yag asitlerinin / Doymamais
yag asitlerinin 2.76) i¢erdigi ve n-6/n-3 yag asitleri oraninin %4'ten diisiik oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 2. Ar poleninin yag asit igerigi

O e Kimyasal
No tr*™ Yag Asitleri isimler)ll dirme % Toplam
Doymus yag asitler
1 24.43 Palimitik C16:0 12.94+£0.20
2 27.93 Stearik C18:0 3.00+£0.25
3 34.17 Behenik C22:0 2.61 £0.14
4 33.57 Heneikosanoik C21:0 2.51+£0.23
5 31.17 Aragidik C20:0 1.45+0.15
6 20.45 Miristik C14:0 1.42+£0.02
7 36.93 Lignoserik C24.0 0.76 £0.03
8 16.24 Laurik C12:.0 0.49 +0.09
9 11.96 Kaprik C10:0 0.38 £ 0.06
10 5.89 Kaproik C6:0 0.32 £ 0.05
11 35.94 Trikosanoik C23:0 0.25£0.06
12 26.17 Heptadekanoik C17:0 0.17 +0.03
13 8.27 Kaprilik C8:0 0.12£0.02
14 22.36 Pentadekanoik C15:0 0.09£0.03
15 4.87 Buirik C4:0 0.01
Tekli doymamig yag asitleri
16 28.57 Oleik C19:1n9c 8.01 £0.36
17 31.79 Eikosenoik (cis-11) C20:1 499 +0.18
18 34.79 Erusik C22:1n9 4.11+0.10
19 37.55 Nervonik C24:1 2.01+0.13
20 28.7 Elaidik C19:1n9t 1.62+£0.06
21 26.71 Heptadekanoik (cis-10) Cir1 0.38 +0.21
22 23.43 Pentadekanoik (cis -10) C15:1 0.03
23 25.38 Palmitoleik Cl6:1 0.03£0.01
Coklu doymamis yag asitleri
24 30.98 a-Linolenik C18:3n3 20.46 £ 0.46
25 29.71 Linoleik C18:2n6c¢ 16.68 £ 0.30
26 33.94 Aragidonik C20:4n6 9.65+0.62
27 33.57 Eikosatrienoik (cis-8_11_14) C20:3n6 3.25+0.28
28 32.83 Eikosadienoik (cis-11_14) C20:2 1.46 +0.09
29 30.44 y-Linolenik C18:3n6 0.25+0.03
30 38.48 Dokosaheksaenoik (cis-4 7 10 13 16 19) C22:6n3 0.17 £0.01
31 35.57 Dokosadienoik (cis-13_16) C22:2 0.14 +£0.02
32 30.17 Linoelaidik C18:2n6t 0.13+0.01
33 35.2 Eikosapentaenoik (cis-5_8 11 14 17) C20:5n3 0.08 £0.02
% Doymus yag asitlerinin 26.52
% Doymamis yag asitlerinin 73.45
% Toplam 99.97
Doymus yag asitlerinin / Doymamis yag asitlerinin 2.76

*tr: tutunma zamani
Not: Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.
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3.4. Antimikrobiyal etkinlik

Ar poleninin etanolik ekstraktinin antimikrobiyal profilini belirlemek amacryla toplam 18
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri segilmistir. Ancak ekstraktin, test edilen tim Gram-pozitif
bakterilere ve bazi Gram-negatif bakterilere karsi zayif bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmigtir. Ar1 poleninin etanolik ekstraktinin farkli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 in
vitro antimikrobiyal aktivitesine ait sonuclar Cizelge 3'te sunulmustur.

Cizelge 3. Ar poleni ekstraktiin (20 mg/mL) inhibisyon zonlar1 (mm + standart sapma) ve MIK

degerleri
An
poleninin Siprofloksasinin . o .
Mikroorganizma inhibisyon inhibisyon zonlar: I\/I(Izlgrge;g;rgn
zonlar1 (10pg/disk) g
(400ug/disk)

Staphylococcus aureus ATCC

25923 10.0+1.73 28 £1.15 2.5
Gram-pozitif Staphylococcus aureus ATCC 7.0£1.0 29.3+1.53 5

29213

Enterococcus faecalis ATCC

29219 9.5+0.5 25.0 5

Pseudomonas aeruginosa

1/Klinik 9.6+1.15 143 +1.15 5

Pseudomonas aeruginosa

2/Klinik TE 15.3+£0.58 TE

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 9.1+0.76 38.0£1.0 5

Klebsiella pneumonia ATCC

700603 8.6+1.15 250+1.0 5

Escherichia coli 1/Klinik TE 45.0+2.89 TE

Escherichia coli 2/Klinik TE 13.6 £2.89 TE

Escherichia coli ATCC 35218 TE 39.3+2.08 TE

Escherichia coli ATCC 25922 TE 38.6+1.53 TE
Gram-negatif gigherlchla coli 0:124 RSKK TE 450 TE

g;gherlchla coli 0:152 RSKK 234058 3564 0.58 5

Escherichia coli O:157 H:7

RSKK 09007 8.5+0.50 470 £1.0 5

gggherlchla coli 0:143 RSKK 214020 2734058 25

Eizherlchla coli O:28 RSKK TE 303 4 0.58 TE

Escherichia coli O:164 RSKK 754132 3634115 5

324

Acinetobacter TE TE TE

baumanii/Klinik

TE: Tespit edilmedi
Not: Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

Antimikrobiyal duyarlilik testinde 7.0 mm ile 10 mm arasinda degisen zon ¢aplar1 gozlenmistir.
Ar1 poleninin etanolik ekstraktr, S. aureus suslarina, E. faecalis'e, P. aeruginosa suslarina
(siprofloksasine direncli klinik izolat harig¢), K. pneumonia'ya, E. coli'nin ATCC susglarina ve bazi gida
kaynakli E. Coli suslarina kars1 zayif etki gostermistir (E. coli O:152, E. coli 0:157 H:7, E. coli 0:143,
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E. coli O:164). Test edilen mikroorganizmalara kars1t MiK degerleri Cizelge 3'te gosterildigi gibi 2.5 ile
5 mg/mL arasinda degismektedir.

4. Tartisma ve Sonug¢

4.1. Botanik kokeni

Ar1 poleni 6rneklerinin botanik kdkeni, bitki kaynagi, cografi koken, mevsimsel kosullar ve ar1
faaliyetleri gibi gesitli faktorlere baghidir (Gardana ve ark., 2018). Feas ve ark. (2012), Portekiz'de
arilarin genellikle Cistaceae ve Boraginaceae familyalarindan polen topladigini belirtmistir. Bu
calismada da arilar tarafindan en ¢ok tercih edilen polen taksonu olarak Cistaceae belirlenmistir. Ozkik
ve ark. (2021), Tirkiye'nin farkli bolgelerinden aliman 7 ar1 poleni 6rneginin botanik kokenini
mikroskobik analiz ile incelemislerdir. Bu c¢alisma, incelenen bolgeler arasinda Sivas'm art poleni
igeriginin, polen cesitliligi agisindan Kars’a en yakin 6rnek oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, Mayda
ve ark. (2020), Tirkiye'nin Beytepe-Ankara, Kahramankazan-Ankara, Bursa, Kirklareli ve Rize
bolgelerinden ar1 poleni 6rneklerini incelemis ve 33 farkli polen taksonu tanimlamistir. Ankara'dan
toplanan polen 6rneklerinin bitki familyalari agisindan Kars 6rnegine en yakin oldugu belirlenmistir.

4.2. Toplam fenolik-flavonoid icerigi ve antioksidan kapasitesi

Ar poleninin antioksidan etkisinin tiirlere 6zgli oldugu ve bitki kaynaklar1 arasinda biiyiik
farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (Denisow & Denisow-Pietrzyk, 2016). Caligsmalar, cografi
farkliliklar, ¢evresel faktorler ve polenin toplandigi bitki tiirlerine bagl olarak ar1 poleninin antioksidan
kapasitesindeki ¢esitliligi vurgulamaktadir (Dulger Altiner ve ark., 2020). Ar1 poleninin antioksidan
aktivitelerine ve oksidatif strese karsi koruyucu etkilerine fenolaminler ve flavonoidler de katkida
bulundugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2020).

Arn poleninin toplam fenolik igerigi, bitki kaynaklar1 ve cografi konumlara gore degisiklik
gosterebilmektedir. Ornegin, Tiirkiye'de yapilan bir calismada, polenin toplam fenolik icerik
degerlerinin 6.40 ile 16.4 mg GAE/g arasinda degistigi, en yiiksek toplam fenolik ve antioksidan
aktivitenin ise Salix taksonu polenlerinde bulundugu rapor edilmistir (Yildiz ve ark., 2013). Toplam
fenolik icerik degerlerindeki bu degiskenlik, italya'da yapilan ve farkli yillarda toplanan ar1 polenleri
icin 4.20 ile 29.60 mg GAE/g arasinda oldugunun rapor edildigi ¢calismalarda da agikca goriilmektedir
(Sawicki ve ark., 2022). Ayrica, ar1 poleninin etanolik veya metanolik ekstraktlarinin yiiksek
antioksidan kapasitesi ile bagta flavonoidler ve fenolik asitler olmak iizere yiiksek miktarda polifenoller
arasindaki korelasyon, bu bilesiklerin ar1 poleninin antioksidan 6zelliklerine olan katkisin1 daha da
vurgulamaktadir (Bleha ve ark., 2019). Ancak, ¢caligmamizda Kars poleninin toplam fenolik igerigi bu
degerlerden daha yiiksek bulunmustur. Sonuglarimizin, Tiirkiye'deki polenler icin bildirilen aralikta
(16.19 mg GAE/g ve 38.82 mg GAE/g) oldugu tespit edilmistir (Karkar ve ark., 2020).

Ar1 poleninin toplam flavonoid igerigi de geslth caligmalarda incelenmis ve farkli botanik
kokenler arasinda énemli farkliliklar ortaya konmustur. Ornegin, Brezilya'da yapilan bir arastirma, art
poleninin yiiksek antioksidan aktivite sergiledigini ve bunun potansiyel olarak flavonoidleri de
igerebilen yiiksek fenolik bilesik icerigine atfedilebilecegini bildirmistir (Carpes ve ark., 2009). Ayrica,
farkli botanik kokenlerden elde edilen ari polenleri {izerinde yapilan bir ¢aligma, toplam fenolik igerik
degerlerinde 4.2 (Magnolia) ile 29.6 mg/g GAE (Lamium) arasinda degisen belirgin farkliliklar
gostermistir; bu da bitki kaynaklarina bagli olarak flavonoid igerigindeki degisiklikleri ortaya
koymaktadir (Rocchetti ve ark., 2018).

Ar1 poleninin antioksidan kapasitesi, DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC gibi ¢esitli yontemlerle
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bitki ekstraktlarindaki antioksidan kapasite ile toplam fenolik icerik
arasinda anlamli bir iliski bulunmus, bu da fenolik bilesiklerin bu bitkilerin antioksidan dzelliklerine
onemli katkilar sagladigini gostermektedir (Dudonné ve ark., 2009). Bu bulgular, ar1 poleninin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde fenolik bilesikler ve flavonoidlerin 6nemini vurgulamaktadir.
Calismamizda, Tiirkiye'de yapilan bazi ¢alismalara (Yesiltas ve ark., 2014; Ceksteryte ve ark., 2016;
Mayda ve ark., 2020) kiyasla daha yiiksek bir antioksidan kapasite tespit edilmistir.
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4.3. Gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi (GC/MS) analizi

Ar1 poleninin yag asidi bilesimi, besinsel dnemi nedeniyle ilgi cekmektedir. Calismamiza benzer
sekilde, Mayda ve ark. (2020), Tirkiye'nin farkli bélgelerinden toplanan polen 6rneklerinde yiiksek
diizeyde a-linolenik asit, linoleik asit, palmitik asit, arasidonik asit ve oleik asit rapor etmislerdir.
Bununla birlikte, ¢alismamizda Mayda ve ark. (2020) ¢aligmasinda bildirilmeyen pentadekanoik asit ve
elaidik asit de tespit edilmistir. Ayrica, Mayda ve ark. (2020) ¢alismasinda belirlenen behenik asit,
heneikosanoik asit, erusik asit ve nervonik asit bu ¢alismada daha yiiksek diizeylerde bulunmustur.

Erusik asit, yenilebilir bir omega-9 yag asidi olarak bilinir ve Lorenzo yag1 olarak bilinen tedavi
edici bir bilesenin pargasidir. Bu asit, adrenolokodistrofi tedavisinde kullanilmakta ve néral hiicre
6liimiinii bloke ederek multipl skleroz ve Alzheimer hastaliginda terapdtik roller oynadigi bilinmektedir.
Ayn1 zamanda erusik asit, miyelinin 6nemli bir bileseni olan nervonik aside doniisebilmektedir (Altindz
& Ozpimar, 2019).

Calismamizdan farkli olarak, Ozcan ve ark. (2019) Tiirkiye ve Rusya'nin alt1 farkli bolgesinden
(Konya-Karapinar, Rusya-Altay Daglari, Rusya-Perm Bolgesi, Hatay, Antalya-Alanya, Nigde-Bor)
toplanan polen Orneklerinde en baskin yag asidinin oleik asit oldugunu bulmuslardir. Yag asidi
bilesimindeki bu farkliliklar, botanik ve cografi koken farkliliklarina ve ayrica yag asitlerinin izolasyonu
ve ekstraksiyonu i¢in kullanilan metodolojiye baglanabilir (Estevinho ve ark., 2011). Calismamiz,
Estevinho ve ark. (2011) Brezilya ve Portekiz ar1 polenleri iizerinde yaptiklari arastirma ile
karsilastirildiginda, yag asidi igeriklerinin benzer yiizdelerde oldugu gézlemlenmistir.

4.4. Antimikrobiyal etkinlik

Calismamizla uyumlu olarak, bir¢ok arastirmaci, ar1 poleninin etanolik ekstraktinin Gram-
negatif bakterilere kiyasla Gram-pozitif bakterilere karsi daha etkili oldugunu bildirmistir (Gercek ve
ark., 2022). Ancak, bizim bulgularimizin aksine, Karadal ve ark. (2018) polen 6rneklerinin E. coli O
157" ye karg1 antibakteriyel aktivite gdstermedigini, Erkmen ve ark. (2008) ise polen ekstraktinin E.
faecalis'e kars1 antibakteriyel aktivite gostermedigini rapor etmislerdir. Bu sonuglardaki farkliliklarin,
ar1 poleninde bulunan ve saglik agisindan yararli 6zelliklere sahip polifenoller ve diger kimyasal
bilesiklerdeki degisikliklerden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Estevinho ve ark., 2011).

Bulgularimiz, ar1 poleni ekstraktlarina karsi S. aureus'un en duyarl: tiir oldugunu ve E. coli'nin
en direngli tiir oldugunu belirten 6nceki bazi ¢alismalarla benzerdir (Graikou ve ark., 2011; Pascoal ve
ark., 2014). Benzer sekilde, calismamizda P. aeruginosa suslarinin (siprofloksasin direngli klinik izolat
hari¢) ar1 polenine duyarli oldugu goriilmiistiir, ki bu da diger bazi calismalarin sonuglariyla uyumlu
bulunmustur (Carpes ve ark., 2007; Fatrcova-Sramkova ve ark., 2013).

Bulgularimiz, Kars ar1 poleninin, daha dnce incelenen ar1 poleni 6rnekleriyle karsilastirildiginda
dikkate deger bir icerige, biyolojik 6zelliklere, toplam fenolik icerik degerine ve toplam flavonoid igerik
degerine sahip oldugunu ortaya koymustur. Kars ar1 poleninin gézlemlenen biyoaktivitesinin altinda
yatan mekanizmalarin daha iyi anlasilmas1 ve bu polenin gida, besin takviyesi ve ila¢ endiistrilerindeki
potansiyel uygulamalarmin degerlendirilmesi i¢in daha kapsamli arastirmalar gerekmektedir. Genel
olarak, ¢alismamizin, polen 6rnekleri lizerine artan bilgi birikimine katkida bulundugu ve Kars ar
poleninin potansiyel saglik faydalarina sahip degerli bir dogal kaynak olarak 6ne ¢iktig1 vurgulanmistir.
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