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1. OZET

Tiirk Propolisinin Sulu ve Etanollii Ekstraktinin HPLC ve GC-MS ile
Karakterizasyonu

Propolis, bal arilar tarafindan gesitli bitki kaynaklarindan toplanan yapiskan,
re¢ineli bir maddedir. Propolisin etanollii ekstrakti re¢ineden arindirilmis polifenolik
bilesenlerce zengin propolis ekstrakti elde etmek icin yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Propolisin sulu ekstrakti ve kafeoilkuinik asitleri igeren baslica bilesenleri ¢ok biiyiik
antioksidan aktiviteye ve bazi enzimlere kars1 yliksek inhibitor/aktivator etkiye sahiptir.
Propolisin tiim bilesenlerinin karakterizasyonu hem kalitatif hem de kantitatif kimyasal
analizini kapsamaktadir. Ozellikle HPLC ve GC-MS gibi kromatografik teknikler her
bir polifenolik bilesigin profilini ve tanimlanmasini saglamaktadir. Bu g¢alisma ile
Tiirkiye’nin c¢esitli yorelerinden toplanan ve giliniimiizde 6nemi giderek daha fazla
anlasilmaya baglanan Tirk propolisinin sulu ekstrakti ve etanollii ekstraktinda HPLC-
DAD ve GC-MS araciligiyla igeriginde bulunan bilesenlerin Kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmesi amaclanmistir. HPLC-DAD ile yapilan analizlerinde Tiirk propolisinin
sulu ekstraktinin fazla miktarda kafeik asitin (204.00 pg/mL) yanisira trans-sinnamik,
klorojenik ve kafeoilkuinik asitleri igerdigi, etanollii ekstraktin ise ¢ok yiiksek miktarda
krisin (641.33 pug/mL), kafeik asit fenetil ester (630.67 pg/mL), pinosembrin (572.67
ug/mL), galangin (534.11 pg/mL), naringenin (372.39 pg/mL) ve aymi zamanda
kaempferol, trans-sinnamik asit, kafeik asit, mirisetin, kuersetin gibi diger flavonoid ve
fenolik asitleri igerdigi belirlenmistir. Rtx-1 ve Rtx-5ms olmak tizere farkli iki kolon
kullanilarak yapilan GC-MS analizlerinde ise Rtx-5ms kolon ile sulu propolis
ekstraktinda ¢ok daha fazla bilesen tespit edilmistir. Rtx-5ms kolon ile yapilan analizde
sulu propolis ekstraktinin kuinik asit ve ferulik asit igerdigi, Rtx-1 kolon kullanilarak
yapilan analizde ise etanollii propolis ekstraktinin kafeik asit bulundurdugu
belirlenmistir. Bu analizler neticesinde her iki kolon ile belirlenen sulu ve etanollii
propolis ekstraktlarinin sekerler bakimindan ¢ok daha zengin igerige sahip oldugu

saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Flavonoidler, GCMS, HPLC, Kafeoilkuinik asit, Polifenoller,

Propolis



2. ABSTRACT

Characterization of Water and Ethanolic Extracts of Turkish Propolis by HPLC
and GC-MS

Propolis is an adhesive, resinous substance collected by honey bees from various
plant sources. Ethanolic extract of propolis is widely used for obtaining resin-free
concentrated propolis extracts. Water extract of propolis and its components containing
caffeoylquinic acids have a strong antioxidant activity and inhibitor/activator effects on
some enzymes. Characterization of all components of propolis involves qualitative and
quantitative chemical analysis. Chromatographic techniques, especially HPLC and GC-
MS provide identification and determination of profiling of each polyphenolic
compounds. The aim of this study is qualitative and quantitative determination of
contents of Turkish propolis, a food supplement used by people, collected from various
regions of Turkey using HPLC-DAD and GC-MS in water extract containing
caffeoylquinic acids that is responsible of its antioxidant activity, and also ethanolic
extract. In HPLC-DAD analyses, it was determined that water extract of Turkish
propolis contains phenolic acids such as caffeic acid (204.00 pug/mL), trans-cinnamic,
chlorogenic, and caffeoylquinic acids; whereas, the alcoholic extract of Turkish propolis
contains chrysin (641.33 pg/mL), caffeic acid phenethyl ester (630.67 pg/mL),
pinocembrin (572.67 pg/mL), galangin (534.11 pg/mL), naringenin (372.39 nug/mL),
and also kaempferol, trans-cinnamic acid, caffeic acid, myricetin and quercetin. GC-MS
analyses done with Rtx-1 and Rtx-5ms columns showed that more compounds have
been detected by Rtx-5ms column in water extract of propolis. It was determined that
water extract of propolis contains quinic acid and ferrulic acid by Rtx-5ms column,
whereas ethanol extract of propolis contains caffeic acid by Rtx-1 column. Various
sugar derivatives were detected by both columns in water and alcoholic extracts of

Turkish propolis.

Key Words: Caffeoylquinic acid, Flavonoids, GCMS, HPLC, Polyphenols, Propolis



3. GIRIS ve AMAC

Dogal tiriinler hastaliklarin tedavisi amaciyla ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli bir
rol oynamaktadir (1). Dolayisiyla bircok ilag binlerce yildir insanlar tarafindan
kullanilan mikroorganizmalar, bitkiler veya hayvanlardan dogal olarak elde edilen ara

tirlinler ve/veya yan {rtinlerdir (2).

Dogal gidalar, insan saglhigin1i korumaya yardim edebilecegi diisiiniilerek, son
yillarda tiiketiciler, gida endiistrisi ve arastirmacilar tarafindan artan bir ilgiyle
karsilanmaktadir (1). Bu konuda fonksiyonel gidalar olarak bilinen nutrasotikler,
tasarlanmis gidalar, tedavi edici gidalar, siipergidalar ya da tibbi gidalar 6nemli bir rol
oynamaktadir (1, 3). Bu gidalar arasinda bal, propolis ve ari siitii gibi ar1 kovanlarinda
meydana getirilen besinleri sayabiliriz. Bunlarin hepsi sadece besin degeri bakimindan
degil, ayn1 zamanda fonksiyonel ve biyolojik oOzellikleri nedeniyle de Onemli

tamamlayict gidalardir (4).

Propolis (ar1 zamki), ¢esitli bitki kaynaklarindan bal arilari tarafindan toplanan ve
yine arilar tarafindan kovanlarindaki delikleri kapatmak, i¢ duvarlar1 diizgiinlestirmek
ve girisi davetsiz misafirlere kars1 korumak amaciyla kullanilan recineli maddenin genel
adidir (5). Propolis yapiskan, rengi koyu sari, yesil, kirmiz1 ve kahverengiye kadar
degisen, recineye benzeyen karakteristik kokulu bir maddedir (6, 7). Propolis filiz,
yaprak ve cam, mese, okaliptiis, kavak, kestane gibi aga¢ ve bitkilerin benzer

kisimlarindan arilar tarafindan toplanir ve mumla karistirilir (7).

Genel olarak, propolis % 50 recine ve bitkisel balsam, % 30 mum, % 10 esansiyel
ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 organik artiklar igeren ¢esitli baska maddelerden
olusmustur (8). Farkli propolis 6rneklerinde 300°den fazla bilesen tanimlanmistir (9).
Propolis polifenoller (flavonoid aglikonlar, fenolik asitler ve esterleri, fenolik aldehitler,
alkoller ve ketonlar), seskuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler, amino asitler ve

inorganik bilesikler gibi ¢esitli kimyasal bilesenleri igermektedir (10, 11).

Propolisin kimyasal bilesiminin cografik konum, bitkisel kaynak, toplanma
zamanit ya da bal arilarinin cinsi gibi ¢esitli faktorlere gore belirlendigi ¢esitli
aragtirmalarla gosterilmistir (12-14). Bu agidan propolisin standardizasyonu zordur ve
cesitli coziicliler (etanol, metanol ve su) aktivitesini etkileyen farkli bilesiklerin

ekstrakte edilebilmesine neden olur (15, 16).



Cografik farkliliklar sebebiyle Avrupa, Giiney Amerika ve Asya’ya ait propolis
ornekleri Kalitatif ve kantitatif olarak degisik kimyasal bilesimlere sahiptir (17, 18).
Propolisin temel bilesenleri Avrupa, Cin ve Kuzey Amerika’da flavonoidler ve fenolik
asit esterleridir. Brezilya propolisinde bulunan ana bilesikler arasinda diterpenler,
lignanlar, p-kumarik asitin prenillenmis tiirevleri, seskuiterpenler ve asetofenonlar
vardir (19). Bulgaristan, Tirkiye, Yunanistan ve Cezayir’e ait propolis érnekleri baslica

flavonoidler ve kafeik ve ferulik asitin esterlerini igerir (20).

Propolis geleneksel tipta (halk hekimliginde) sagliga yardimct madde olarak eski
caglardan beri bir¢cok iilkede kullanilmakta ve Dogu Avrupa iilkelerinde kapsamli
sekilde c¢alisilmaktadir (18). Antibakteriyel, antifungal, antiviral, lokal anestezik,
antiinflamatuar, antioksidan, hepatoprotektif, immunostimiilan ve sitostatik aktiviteleri

kapsayan bir¢ok biyolojik 6zellik propolise atfedilmistir (21).

Yakin gegmiste propolis olduk¢a popiilerlik kazanmis ve Amerika, Avrupa ve
Japonya’y1 kapsayan diinyanin degisik bolgelerinde tamamlayict tip ya da gida
takviyesi olarak saglig: iyilestirmek ve yaslanma, inflamasyon, kalp hastaliklari, diyabet
ve kanser gibi hastaliklar1 6nlemek amaciyla icecek ve yiyeceklerde yaygin sekilde
kullanilmaya baglanmistir (22, 23). Tiim bu nedenlerden dolayi ilag sanayiinde, i¢ecek,
yiyecek ve kozmetik gibi insanlarin tiikketimi yoniiyle agirlikli olarak Asya {ilkelerinde

bu dogal iirline ilgi uyanmustir (24).

Cok sayida flavonoid, aromatik asit ve fenolik bilesigin varliginin propolisin pek
cok biyolojik ve farmakolojik aktivitesinden sorumlu oldugu one siiriilmiistir (22).
Flavonoidlerin antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar, antialerjik ve damar genisletici
etkisini kapsayan biyolojik aktivitesini genis bir aralikta sergiledigi rapor edilmistir.
Ayrica flavonoidler lipid peroksidasyonunu, trombosit agregasyonunu, kapiller
gecirgenlik ve kirilganlhigi, siklooksijenaz ve lipooksijenazi igeren enzim sistemlerinin

aktivitesini engellemektedirler (25).

Propolis ham halde kullanilamadig1 i¢in ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon ile
saflastirilmast gerekir. Bu siiregte inert maddeler uzaklastirilmali, polifenolik kisimlar
ise korunmalidir. Etanol ile ekstraksiyon re¢ineden arindirilmis polifenolik bilesenlerce
zengin propolis ekstrakti elde etmek i¢in 6zellikle uygundur (26). Tirkiye nin farkli

bolgelerinden toplanan propolis Orneklerinin etanollii  ekstrakti antibakteriyel,



antifungal, antioksidan ve antikarsinojenik aktiviteler sergilemektedir (27). Saf su,
metanol, hekzan, aseton ve kloroform ile ekstraksiyon da ayni zamanda
kullanilmaktadir (28).

Propolisin etanollii ekstrakti en yaygin sekilde kullanilmasina ragmen sulu
ekstrakti ile ilgili calismalar artmaktadir. Bugiine dek propolisin sulu ekstraktinin hem
kimyasal hem de immunolojik karaciger hasar1 modellerinde hepatoprotektif aktivite,
antiviral aktivite, trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve antiinflamatuar aktivite
gosterdigi ve polifenolik bilesiklerinin yiiksek icerigiyle birlikte iyi bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (29).

Propolisin i¢indeki maddelerin ¢ogu lipofilik bilesiklerdir. Lipofilik bilesikleri
etanol kullanarak ekstrakte etmek kolay oldugundan propolisin etanollii ekstrakti iyi
bilinmektedir ve olduk¢a dikkat ¢gekmektedir. Propolisin sulu ekstrakti ve kafeoilkuinik
asitleri igeren baslica bilesenlerinin ise daha yiiksek antioksidan aktiviteye ve bazi

enzimlere kars1 yiiksek inhibitor/aktivator etkisine sahip oldugu bildirilmistir (30).

Propolisin tiim bilesenlerinin Karakterizasyonu hem kalitatif hem de kantitatif
kimyasal analizini kapsamaktadir (28). Propolisteki flavonoidler ve fenolik asitlerin
analizi i¢in spektrofotometri, ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografisi-
kiitle spektrometrisi (GC-MS), yiiksek basin¢li sivi kromatografisi (HPLC), yiiksek
basinglt sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (HPLC-MS) ve kapiller elektroforez
(CE) gibi birgok farkli metod gelistirilmistir (31, 32).

Gaz kromatografisi ve ozellikle HPLC gibi kromatografik teknikler her bir
polifenolik bilesigin profilini ve tamimlanmasini saglar. Polifenolik bilesiklerin
karakterizasyonundaki 6nemi nedeniyle dedektdr sistemlerine ayr1 bir ilgi gosterilmistir
(28). HPLC ultraviyole (UV)-absorblayan bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasinda giiglii bir
ara¢ iken, GC-MS ugucu maddelerin belirlenmesinde miikemmel bir tekniktir (33). GC
kusursuz bir ayirma saglar, fakat flavonoidleri analiz i¢in uygun hale getirmede
genellikle analizden Once ekstra tiirevlendirme basamagina ihtiya¢ vardir. Tiim bu
metodlar arasinda, polifenolik bilesiklerin karakterizasyonu i¢in HPLC kuskusuz halen
en gegerli ve giivenilir analitik teknigi temsil etmektedir (32). Bununla birlikte daha
onceden yapilan ¢alismalarda propolisin analizi yoniinde bilgimiz dahilinde ¢ogunlukla

ham propolisin ¢ok az Orneginde flavonoidlerin icerik ve miktarinin belirlenmesi



tizerine odaklanilmistir. Baska bir deyisle ¢ok az pratik uygulama ticari propolis
irlinlerinin analizi amaciyla kabul gérmiistiir ve HPLC ile yapilan ¢alismalar bile ¢ok

azdir (26, 32).

Bu calismada, propolisi ekstrakte etmek i¢in kullanilan farkli ¢doziciiler,
iceriginde bulunan farkli bilesiklerin ¢6ziinmesini saglayacagindan dolay1 Tirkiye’nin
cesitli yorelerinden toplanan Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktinin HPLC-
DAD ve GC-MS yontemleri kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak igeriginin
belirlenmesi amaglanmistir. Ozellikle insanlarda giiglii antioksidan iceriginden dolay1
bir gida takviyesi olarak kullanilabilirligini giindeme getirmek acgisindan
laboratuarimizda kendi yontemlerimizle hazirladigimiz sulu propolis ekstraktinin analizi
ve bunun etanollii ekstrakt ile karsilastirilmasi da amaglanmistir. Bu ¢alisma ile Tirk
propolisinin etanollii ekstraktinin daha Onceki c¢alismalarda sadece GC-MS ile
belirlenen igerigine HPLC ile elde edilecek ve 6zellikle polifenolleri gosterecek icerik
eklenecektir. Tiirk propolisinin sulu ekstraktinin karakterizasyonu ise ilk defa

caligilacaktir.

Bu amagla hazirlanan ¢alismanin belirlenen hedeflere ulasmasi durumunda Tiirk
propolisinin diinya pazarindaki degerinin daha fazla artacagi ve iilke ekonomisine

onemli katki saglayacagi diistiniilmektedir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Propolis

Propolis (ar1 zamki), ¢esitli bitki kaynaklarindan bal arilari (Apis mellifera)
tarafindan toplanan ve yine arilar tarafindan kovanlarindaki delikleri kapatmak, i¢
duvarlar diizgiinlestirmek ve girisi yilan, kertenkele gibi yabanci istilacilara, riizgar ve
yagmura karsit korumak amaciyla kullanilan re¢ineli maddenin genel adidir (5, 34). Bu
terim Yunanca’dan tiiretilen bir ifade olup pro- i¢in ‘6n, giris’ ve -polis igin ‘sehir,
topluluk’ kelimeleri bir araya getirilerek bal arilarinin kovan savunmasi ile ilgili olarak
‘sehrin ya da kovanin savunulmasi’ anlaminda kullanilir (35). Bal arilari agaglarin
kabuklarindan ve yapraklarin tomurcuklarindan topladiklar regineyi ¢igneyip, tiikiiriik

enzimlerini ilave ederler. Kismen sindirilen maddeyi bal mumu ile karistirirlar ve

kovanda kullanirlar (8).

Ham propolisin kesin bilesimi kaynagina bagli olarak ¢esitlilik kazanmaktadir (8).
Marcucci (12) propolis reginesindeki (ham, islenmemis propolisteki) bilesiklerin iig
kaynaktan meydana geldigini belirtmistir (8). Bunlar arilar tarafindan toplanan bitki
salgilari, ar1 metabolizmasindan salgilanan maddeler ve propolisin dikkatle iglenilmesi
esnasinda ortaya ¢ikarilan maddelerdir (8). Son 30 yil i¢inde propolisin farkli tiirleri
sagligin desteklenmesi ve hastaliklarin engellenmesi amaciyla yogun farmakolojik ve

kimyasal ¢aligsmalarin bir konusu haline gelmistir (36).

Propolis ar1 kovaninin yan {irliniidiir ve kovan araci ile kovanin {ist yapisini
kaziyan aricilar tarafindan toplanir. Bu islem genellikle her y1l sonbahar mevsiminde
balin 6zii ¢ikarildiktan sonra yapilmaktadir. Propolis ve mum karisimi sandiklar, variller

veya cuvallar yardimiyla iglenmek iizere nakledilir (8).

Ozellikle Avrupa’dan Dogu Asya’ya kadar bircok iilkede geleneksel tipta yaygin
bir sekilde kullanilan, giiniimiizde giderek artan bir 6énem kazanan ve dogal bir iirlin

olan propolis ilag, kozmetik ve gida endiistrisinde oldukga ilgi gormektedir (14, 22, 37).

Propolisin medikal uygulamalar1 kaynaginin yanisira, kimyasal bilesimine
duyulan Onemin de artmasina yol agmaktadir (21). Propolisin 6nemli biyolojik ve
biyomedikal 6zellikleri sadece akademik ¢evrelerin degil, ayn1 zamanda tiiketicilerin de

ilgisini ¢gekmesi nedeniyle kimyasal igeriginin aydinlatilmas1 gerekliligini beraberinde

getirmektedir (14, 38).



4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis cografi kokenine, bitki kaynagina, yasina bagl olarak koyu sar1, yesil,
kirmizi ve kahverengiye kadar degisen renklerdedir ve igerigindeki ugucu yaglar
sayesinde karakteristik bir kokuya sahiptir (6, 39, 40). Propolisin ciltte yaglar ve
proteinlerle oldukca giiclii etkilesimi oldugundan insan cildinden ¢ikmasi zordur,

dolayisiyla yapiskan 6zellik gosterir (8, 41).

Propolis genellikle sogukta (10 °C’nin altinda) sert ve kirillgan, sicakta ise
yumusak ve oldukg¢a yapiskan bir sekilde olup, 15-25 °C arasinda mum kivaminda
elastik bir yap1 gosterir, 30-40 °C’de yumusayip yapiskan bir hal alir ve 80 °C’de ise
kismen erir (8, 42). Fakat bazi 6rneklerin erime sicakligi 100 °C’lere kadar ¢ikar (34).

Resim 1°de propolis gosterilmistir.

Resim 1. Propolis (Wikipedia’dan, 43)

4.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolisin kimyasal bilesimi olduk¢a komplekstir ve yapilan caligmalar
gostermistir ki bu bilesim, propolisin cografik konumu, bitkisel kaynagi, toplanma
zamani ya da bal arilarinin cinsi gibi faktorlere gore ¢esitlilik gostermektedir ( 10, 12,
13, 14). Genel olarak, propolis % 50 regine ve bitkisel balsam, % 30 mum, % 10
esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 organik artiklar iceren ¢esitli baska

maddelerden olusmustur (8).



Farkli propolis 6rneklerinde 300°den fazla bilesen tanimlanmustir (9). Propolis
polifenoller (flavonoid aglikonlar, fenolik asitler ve esterleri, fenolik aldehitler, alkoller
ve ketonlar), seskuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler, amino asitler ve inorganik

bilesikler gibi ¢esitli kimyasal bilesenleri igermektedir (10, 11).

Propolisin yapisinda pinosembrin, akasetin, krisin, rutin, naringenin, galangin,
luteolin, kaempferol, apigenin, mirisetin, Kuersetin gibi flavonoidlerin yanisira kafeik
asit ve sinnamik asit gibi fenolik asitler de tespit edilmistir (12, 44). Propolis
magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot (I), potasyum (K), sodyum (Na), bakir (Cu),
¢inko (Zn), mangan (Mn) ve demir (Fe) gibi baz1 mineralleri, B1, B2, B6, C ve E
vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi igerir. Ayrica siiksinat dehidrogenaz, glukoz-6-

fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimleri ihtiva eder (9).

Polifenoller olarak da adlandirilan fenolik bilesikler (¢cogunlukla flavonoidler)
propolisin toplam agirliginin % 50’sinden fazlasini olusturmaktadir (45). Tablo 1’de

propoliste bulunan basglica bilesenler verilmistir.

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (Cuesta’dan, 46)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)
Flavonoidler
Regine Terpenler 45-55
Kumarinler

Fenolik asitler ve esterleri

Mum ve yag asitleri Arilar ve bitkilerden ¢oklu doymamus yag asitleri 25-35
Esansiyel yaglar Ugucular 10
Proteinler
Polen Serbest aminoasitler 5

Vitaminler (A, B, C, E, PP, vs)

Eser elementler (Cu, Fe, Zn, Al, Ag, Ca, Mg, Co, vs)
Ketonlar
Diger maddeler Laktonlar 5
Kinonlar
Steroidler

Sekerler




4.1.3. Polifenoller (Fenolik Bilesikler)

Polifenoller veya fenolik bilesikler bitkilerde meydana gelen en 6nemli ve en
yaygin bulunan bilesiklerdendir. Ayrica polifenoller bitkilerin ikincil metabolizma
tirtinleridir (47, 48). Polifenoller sahip oldugu aromatik halkada cesitli fonksiyonel
gruplara (esterler, metil esterler, glikozitler gibi) ilaveten iki veya daha fazla hidroksil
(-OH) grubu tasiyan bilesiklerdir (49).

Polifenoller igerdikleri fenol halkalarmin sayisina ve fonksiyonuna gore farkli
gruplara ayrilirlar. Bu gruplar fenolik asitler, stilbenler, lignanlar (non-flavonoidler) ve
flavonoidlerdir (50). Flavonoidler ve fenolik asitler halihazirda tanimlanmig 5000°den
fazla bilesik ile polifenollerin en 6nemli smifim1 olustururlar (48). Fenolik asitler
hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit tiirevleri olarak iki alt gruba ayrilirlar ve
igerdikleri hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve sayilarina gore gesitlenirler (51,
52). Flavonoidler flavan (2-fenol-benzo-dihidropiran) halkasindan tiireyerek flavanoller,
antosiyaninler, flavonoller, flavonlar ve flavanonlar olmak {izere bes gruba ayrilirlar
(50, 51). Her bir flavonoid ailesindeki yapisal farklilik halkanin degisimi ile ilgili gesitli
hidroksilasyon, metoksilasyon ve glikozilasyondan ortaya c¢ikmaktadir. Bitkilerdeki
polifenoller glikozidik bag ile serbest bilesikler ya da bazi durumlarda asetillenmis

tiirevler olarak meydana gelirler (51).

Polifenoller pek ¢ok bitkide renk, koku ve tattan sorumlu olan sadece 6nemli
duyusal ozellikleri nedeniyle degil, ayn1 zamanda oksidatif stres ile iligkili gesitli
hastaliklarin ~ engellenmesinde anahtar rol oynayabildikleri gerekgesiyle ilgi
¢cekmektedirler (50). Epidemiyolojik ¢alismalar; giinliik diyete ilaveten gesitli
kaynaklardan (yesil ¢ay, kirmizi sarap, propolis gibi) alinan polifenollerin, 6zellikle
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karsi koruyucu olabilecegini ortaya koymustur
(53).

Propolis agirlikli olarak flavonoidler ve ¢ok cesitli polifenoller igerir (54). En
onemli polifenoller sinnamil alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil alkol, benzoik asit,

kafeik asit ve ferulik asitlerdir (55).

Polifenoller gida maddelerinin goriiniis, tat ve lezzet gibi tiiketim agisindan
onemli olan kalite 6zellikleri lizerine etkileri ve dogal antioksidan olarak insan sagligi

tizerine olumlu etkileri nedeniyle 6nemli bilesenlerdir (54).
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Polifenoller indirgeyici ajan, hidrojen verici, metal selatlayicit ve ayrica singlet
oksijen stiptirici  olarak rol oynayan redoks Ozellikleri sayesinde oksidasyon
reaksiyonlarina kars1 dikkate deger olglide koruyucu etki gosterirler (56). Polifenoller in
vitro olarak reaktif oksijen ve azot tiirlerini siiplirme ve redoks-aktif gegis metal
iyonlarini selatlama 6zellikleri ile antioksidan olarak rol oynarlar (57). Bu bilesiklerin
antikarsinojenik, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiaterojenik, antitrombotik,
bagisiklig1 diizenleyici ve analjezik aktivite gibi insan sagligina yararl etkileri oldugu
gosterilmekle birlikte, bu gibi biyolojik fonksiyonlar1 serbest radikalleri siipirme ve
antioksidan aktivitelerine atfedilmistir (28, 51, 58). Sekil 1’de bazi 6nemli polifenollerin

molekiiler yapilar1 gosterilmistir.

CH.O
no—{ P—on—cn—coon

Rutin Ferulik a=it

Lutealin Apigenin

HO

HG@—CH —CHCOOH

Flafeik asit

Sekil 1. Rutin, ferulik asit, apigenin, luteolin, kuersetin and kafeik asitin molekiiler
yapilar1 (Cao’dan, 31)
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4.1.3.1. Flavonoidler

Flavonoidler yap1 ve ozellikleri bakimindan genis bir sekilde gesitlilik gosteren
polifenollerin bir grubudur (59). Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu iceren, A, B ve C
halkasindan meydana gelen difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapist olusturur (59-61). A ve B
aromatik halkalar, C ise hetero halka olarak ifade edilir. Karbon atomlari C halkasindaki
oksijenden baslayarak, B halkasindaki karbon atomlar1 ise {issii (’) rakamlarla

numaralandirilir (62). Sekil 2°de flavonoidlerin temel yapisi gosterilmistir.

Sekil 2. Flavonoidlerin temel yapisi (60)

Bu bilesikler halka yapisinda ¢esitli hidroksil, metoksi ve glikozid yan gruplari
icerirler. Halkalar arasindaki yapisal degisiklikler flavonoidleri ¢esitli siniflara

ayirmaktadir (62, 63).

Flavonoidler A ve B halkalarinin substitiisyon yapisindaki tekli bilesikler
dahilinde bir smifa ayrilirken, C halkasinin doymuslugu ve oksidasyon derecesi
bakimindan farkli siniflara ayrilirlar. Yapidaki ve substitiisyondaki farklilik fenoksil
radikallerinin  kararliligini  ve boylece flavonoidlerin antioksidan o6zelliklerini
etkilemektedir (64). A halkast 5 ve 7 pozisyonunda karakteristik bir hidroksilasyon
gosterirken, B halkas1 genellikle 4°-, 3°.4’- veya 3°,4°,5’- pozisyonlarinda hidroksillenir
(65).

Flavonoidler diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Bugiine kadar 4000°den fazla
bitkide tanimlanan flavonoidler biiylik Ol¢iide bitkinin yaprak, tohum, kabuk ve ¢icek
kisimlarina dagilmislardir (66, 67).
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Flavonidler bitkilerde, sekersiz formu ‘aglikon’ ve seker eklenmis formu
‘glikozit> olmak Ttizere iki farkli sekilde bulunmaktadirlar. Flavonoidlerin
adlandirilmasinda; glikozit tiirevleri halinde bulunan flavonoidlere -in ya da -idin
eklenirken, aglikon halinde bulunanlara da -etin eklenmektedir. Bagirsaklardan
flavonoid glikozitlerinin absorbsiyonlarini belirleyen en 6nemli faktor seker kismidir
(68).

Besinsel flavonoidler genellikle glikozillenmistir ve meyve ve bitkilerde turuncu,
kirmizi, mavi renklerden sorumlu olan antosiyaninler, flavanoller (katesinler), flavonlar,
flavanonlar ve flavonoller olarak siniflandirilabilirler (69, 70). Bunlardan son {i¢ tanesi
antoksantinler olarak adlandirilirlar. Flavonoidler neredeyse biitiin  bitkilerde
bulunmaktadirlar. Flavanonlar ve flavonlar c¢ogunlukla aymi bitkide (siklikla
turunggillerde) bulunmasina ragmen ne flavonlar ve flavonoller ne de flavanonlar ve
antosiyaninler genel olarak birlikte bulunmamaktadirlar. Baklagillerde (en ¢ok soya
fasiilyesinde) kayda deger yogunlukta bulunmalar1 nedeniyle izoflavonlar genellikle bu
bes alt gruptan ayr olarak ele alinirlar (69). Flavonoidlerin temel molekiiler yapilari

Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. Flavonoidlerin temel molekiiler yapilar1 (Karademir’den, 62)

Flavonoller, C halkasinin en fazla yiikseltgendigi flavonoid sinifidir. Bunlar 3.
karbonunda hidroksil grubu iceren 2-fenilbenzo-y-piran ¢ekirdegine sahiptirler. Bu
nedenle, flavonollere 3-hidroksiflavonlar da denilebilir. Flavonoller, flavonoidlerin
bitkilerde en ¢ok rastlanan ve yapi g¢esidi en fazla olan sinifidir (71). En Onemli
flavonoller kuersetin, mirisetin, rutin, fisetin ve kaempferoldiir. Kuersetin flavonoidlerin
en onemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik bilesenidir. Sogan, elma ve lahanada bol
miktarda bulunur. Rutin kuersetinin glikozidi olup kirmizi sarap ve domateste

mevcuttur (62, 72). Sekil 4’te 6nemli flavonollerden bazilar1 gosterilmistir.
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Sekil 4. Kuersetin, mirisetin, rutin, fisetin ve kaempferoliin molekiiler yapilari
(Karademir’den, 62)

Flavonlar, flavonoidlerin bitki aleminde yaygin olarak rastlanan sinifidir. Bu
bilesiklerin hetero halkasinda 2. ve 3. karbon atomlar1 arasinda ¢ift bagin bulunmasi
karakteristiktir. Flavonlar, flavononlarin 2,3-dihidro tiirevleridir. Bitkilerde hem serbest
(aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar (71). En 6nemli flavonlar apigenin,
krisin ve luteolindir. Apigenin; maydanoz ve kereviz sapinda, krisin; meyve kabugunda,
luteolin ise ac1 biberde bulunmaktir (62, 72). Onemli flavonlardan apigenin, luteolin ve

krisinin molekiiler yapilar1 Sekil 5°te gosterilmistir.
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Sekil 5. Apigenin, luteolin ve krisinin molekiiler yapilar1 (Karademir’den, 62)

Flavonun dihidroksi tiirevi flavanondur. En Onemlileri naringenin, naringin,
hesperidin  ve hesperetindir. Naringenin  3-hidroksi  flavanondur.  Greyfurtun
karakteristik aciligin1  veren bilesik naringeninin glikozidi olan naringindir.
Turunggillerden eksi portakalda bulunur ve son derece acidir. Naringinin aglikonu olan
naringenin ise aci degildir. Hesperidin ve hesperetin limon ve portakalda bol miktarda
bulunur. Hesperidin, hesperetinin glikozididir (62, 72). Sekil 6’da naringenin, naringin,

hesperetin ve hesperidinin molekiiler yapilart verilmistir.
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Sekil 6. Naringenin, naringin,
(Karademir’den, 62)

Fh-Ghc 0.2~
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hesperidin

hesperetin ve hesperidinin molekiiler yapilar

Flavonollerin C halkasinda bulunan cift bagli oksijen atomunun yerine -CH2

grubu geldiginde flavanoller (katesinler) olusur. Flavonlarin indirgenmis tiirevleridirler.

En oOnemlileri katesin ve epikatesindir.

Katesin ve epikatesinin gallik asitle

kombinasyonlar1 sonucu katesin ve epikatesin gallatlar meydana gelir. Bu bilesikler

cogunlukla yesil ve siyah ¢ay, kirmizi ve beyaz sarap, seftali ve elmada bol miktarda

bulunurlar (62, 72). En 6nemli flavanoller Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin gallatin
molekiiler yapilar1 (Karademir’den, 62)
Flavonlarin izomeri olan izoflavonlar ise aromatik B halkasinin, C halkasindaki 3.
karbon atomuna baglanmastyla olusur. Genistein, daidzein ve bunlarin glikozidleri olan
genistin ve daidzin baslica izoflavonlar olup soya fasulyesi ve soya fistiginda mevcuttur

(62). Sekil 8’de genistein ve daidzeinin molekiiler yapilar1 verilmistir.

oH S~

ol

genistein daidzein

Sekil 8. Genistein ve daidzeinin molekiiler yapilar1 (Karademir’den, 62)

Antosiyaninler, flavanollerin aromatik B halkasina bir hidroksil grubunun
baglanmasiyla meydana gelir. Aglikonlar: antosiyanidinlerdir. En 6nemlileri apigenidin,
siyanidin, malvidin ve delfinidindir. Renkli meyvelerde, 6zellikle kirmizi ve mor renkli
meyvelerde bol miktarda bulunurlar (62, 72). Baslica antosiyaninler Sekil 9’da

gosterilmistir.
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apigenidin delfinidin

Sekil 9. Siyanidin, malvidin, apigenidin, delfinidinin molekiiler yapilar
(Karademir’den, 62)
Hayvanlar ve insanlar flavanoidleri sentezleme yetenegine sahip degillerdir. Bu
nedenle flavanoidler genellikle yumurta, et, tavuk, siit ve deniz iiriinlerinde bulunmazlar
(73, 74).

Flavonoidler ikincil bitki metabolitleri olarak bulunduklar1 ve insanlar tarafindan
sentezlenemedikleri i¢in beslenmenin (insan diyetinin) 6nemli kismin1 olustururlar (75).
Flavonoller biyolojik yonden flavon ve flavononlardan c¢ok daha aktiftirler. Bu
bilesiklerin ayr1 ayr1 kullanimlarina gore flavonol ve flavonlarin birlikte kullanilmasi

sinerjik ve daha baskin etki elde edilmesini saglar (76, 77).

Besinsel flavonoidler hidroksil, metoksi ve glikozidik yan gruplarin yerlesimi ve
A ve B halkalar1 arasindaki konjugasyon (birlesme) bakimindan degisiklik gosterirler.
Metabolizma stiresince hidroksil gruplari eklenir, metillenir, stilfatlanir ya da
glukuronidasyona ugrar. Besinlerdeki flavonoidler esas olarak 3-O-glikozitler ve
polimerleri seklinde bulunurlar. Bununla beraber yeni olusan bilesiklerin yapisal ve
fizikokimyasal nitelikleri emilimi, farmakokinetigi, biyotransformasyonu ve
metabolitlerin rolatif aktiviteleri organizmadaki biyolojik etkilerinin ciddi belirleyici

faktorleridir (67).
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Flavonoidlerin biyolojik etkileri biyolojik polimerlere baglanma afiniteleri, agir
metal iyonlarina baglanmalari, elektron transportunu katalizlemeleri ve serbest

radikalleri siipiirme yetenekleri olmak tizere dort farkli sekildedir (8).

Genel olarak flavonoidler 70 yildan fazladir in vivo ve in vitro sistemlerde
calisilmaktadir (78). Flavonoidlerin antibakteriyel, antiviral, antiinflammatuar,
antiallerjik ve vazodilator etkiler gibi ¢ok sayida biyolojik aktivite sergiledigi
belirtilmistir. Ayrica flavonoidler lipid peroksidasyonunu, trombosit agregasyonunu,
kapiller gegirgenligi ve kirillganligi, siklooksijenaz ve lipooksijenazi iceren enzim

sistemlerinin aktivitesini engellerler (25, 79).

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi siliperoksit, hidroksil radikali, peroksil
radikali, hipoklordz asit ve peroksinitroz asit gibi reaktif oksijen, azot ve klor tiirlerini
dogrudan  siipirme yeteneklerine dayanir (80). Flavonoidlerin  hidroksil
substitiientlerinin yiiksek reaktifliginden dolay1 radikaller etkisiz hale gelirler (81).
Flavonoidler ayni zamanda endojen antioksidan enzim sistemlerinin [sliperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR)
ve glutatyon] fonksiyonunu arttirirlar (80, 81). Buna ek olarak, antioksidan etkiler,
radikal temizleme ve enzim islevleri ile etkilesimin, her ikisinin birlesiminin bir sonucu

olabilir (81).

Flavonoidlerin  gili¢lii antioksidan aktiviteleri yapisindaki {i¢ unsurdan

kaynaklanmaktadir (59, 67, 72, 82, 83). Bunlar:

- B halkasindaki orto-dihidroksi (katekol) grubu oksijen ve azot radikallerini
kayda deger sekilde siipiirme yetenegi sergiler ve fenoksil radikalllerini olusturan
yiiksek kararlilig1 saglar. B halkasindaki hidroksil gruplar radikaller igin elektron ve

azot vericidirler.

- 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag (doymamis bag) ve B halkasindaki
elektronun ayrilmasi (dislokasyonu) nedeniyle C halkasindaki 4-okso (4-keto, karbonil)
grubunun varligi. Antioksidan 6zellikler aromatik halkanin elektronunun ayrilmasindan
kaynaklanir. Serbest radikaller ile bilesiklerin reaksiyonu sirasinda fenoksil radikalleri

olusur ve aromatik halka rezonansinin etkisi ile kararli hale gelir.
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- A ve C halkalarindaki 4-0kso (4-keto, karbonil) grubunun yapisinda 3. ve 5.
karbonlardaki hidroksil gruplart maksimum serbest radikal siipiirme etkisi meydana
getirir (59).

Flavonoidlerin antioksidan etkileri hidroksillenme derecesine gore artarken,

yapiya baglanan sekere ve cinsine gore de azalir (84).

Giderek artan kanitlar, flavonoidlerin DNA (tek zincir kiriklar, ¢ift zincir
kiriklari, seker ve baz kalintilarindaki oksidatif hasar, kromozom anomalisi ve
mutasyon) ve diger hiicresel bilesenlerin oksidatif hasarini engelledigini gdstermektedir

(80).

Flavonoidlerin tespitine (tanimlanmasina) yonelik metodlar farkli dogal

tirtinlerdeki bu bilesiklerin genis ¢apta bulunmasi nedeniyle ilgi uyandirmaktadir (85).

Flavonoidler gibi polifenoller propolisin biyolojik aktivitesinden baglica sorumlu
olan maddelerdir (86). Flavonoidlerin sentezinde rol oynayan ve dogal kaynaklardan
elde edilen bilesiklerden biri olan sinnamik asit, propolisin aktif bir bilesenidir (87).
Bugiine kadar propoliste galangin, kaempferol, kuersetin, pinosembrin, pinostrobin,

pinobanksin gibi bilesikleri i¢eren en az 38 flavonoid tespit edilmistir (55).

Flavonoidler spesifik enzimleri inhibe etme, serbest radikalleri yakalayarak hiicre
membranlarimi  lipid peroksidasyonuna karst koruma ve bazi hormonlar1 ve
norotransmitterleri stimiile etme gibi kanitlanmig yetenekleri sayesinde propolisin
icinde bulunan 6nemli farmakolojik agidan aktif molekiiller olarak nitelendirilirler (25,

79).
4.1.3.2. Fenolik Asitler

Bitkilerin ikincil metabolitlerinden olan fenolik asitlerin kimyasal yapilari basittir
(C6-C1) ve genellikle islevsel bir karboksilik asit i¢ceren fenoller olarak tanimlanirlar
(47, 88). Fenolik asitler benzen halkasi, hidroksil ve karboksil gruplarindan insa edilmis
bilesiklerdir (59). Bununla birlikte, fenolik asitler hidroksisinnamik (Xa) ve
hidroksibenzoik (Xb) yapisinda olan iki ayirt edici temel karbon iskeleti ihtiva ederler.
Temel olarak ayni iskelet yapisina sahip olmalarina ragmen yapilar1 arasindaki ¢esitlilik

aromatik halkadaki hidroksil gruplarinin sayis1 ve pozisyonuna gore farklilik gosterir.
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Birgok durumda aldehit analoglar1 da 3. bir grubu (Xc) olusturur (88). Sekil 10°da

fenolik asitlerin yapis1 ve aralarindaki ¢esitliligi saglayan bu ti¢ yap1 gosterilmistir.

O 0

i ,__J\ )k
%
Rs X Xa =% OH Xb= 2 OH
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R3 Xe= QL
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Sekil 10. Fenolik asitlerin yapisi ve aralarindaki cesitliligi saglayan iic yap1
(Ozkok ten, 74)

Fenolik asitler bitkinin kok, govde, yaprak ve tohumuna diizenli olarak

dagilmislardir. Ozellikle sinnamik ve benzoik asitin kafeik, p-kumarik, vanilik, ferulik

ve protokatesuik asit gibi tiirevleri meyve, sebze ve tahillarda bulunurlar (74, 88).

Dogal olarak meydana gelen bu bilesikler kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi bircok kronik hastaliga sebep olan serbest radikaller ve diger reaktif oksijen

tiirlerine kars1 giiglii antioksidanlardir (89).

Fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisina
ve sterik etkilere baglidir. Aromatik halkadaki substitiisyon (yer degistirme) tipinin
yanisira hidroksil gruplarinin pozisyonu da bu bilesiklerin antioksidan aktivitesini
etkiler. Bunun sonucu olarak aromatik halka sistemine bagli hidroksil grubundaki
hidrojen ve oksijen atomu arasindaki bagin enerjisi alifatik bilesiklerinkinden daha
kiigiiktiir. Oksijen atomundaki azalmis elektron yogunlugu, hidroksil grubundan ayrilan
hidrojen atomundan 6tiirli aromatik halkanin rezonans etkisinin sonucudur. Fenolik
bilesikler aromatik halkadaki yiiklerin yerini degistirmeleri nedeniyle nispeten kararl
fenoksil radikalleri haline gelirler (Sekil 11). Birlesen fenoksil radikalleri kinonlari
meydana getirirler ya da dimerizasyon veya radikal substitiisyonu gibi diger

reaksiyonlara katilirlar (59).
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Sekil 11. Fenolik bilesiklerin oksidasyonu (Kurek-Gorecka’dan, 59)

Fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi tersine zayif polar ortamdaki O-H baginin
ayrismasinin entalpisinin biyiikliigi ile orantihidir. Fenolik halkadaki O-H bagimin
ayrilmasinin mekanizmasi bir siiperoksit radikaline hidrojen atomunun transferine
dayanir. Halkadaki orto- ve para- pozisyonundaki bir hidroksil grubu ile benzoik asidin
monohidroksi tiirevleri antioksidan aktivite gdstermezler. Aksine radikallerin meta-
monohidroksi tiirevleri sulu fazda ortaya gikarlar. Bu da elektronlari kendine ¢eken
karboksil gruplarmin kabiliyeti ve halkadaki orto- ve para- pozisyonunun etkisi ile
alakalidir. Monohidroksi asitler etkili hidroksil radikali siipiiriictidiirler. Buna ek olarak
halkadaki fazladan metoksi grubunun varligi ile birlikte bir hidroksil grubu beraberinde
asitli ortamda antioksidan aktivite artar. Orto- pozisyonundaki alkil ve metoksi
gruplarinin substitiisyonu, kararliligi ve fenolik asitlerin antioksidan 6zelligini arttirir

(59).
4.1.4. Kafeoilkuinik Asitler

Klorojenik asitler, g¢esitli izomerik sekillerde bulunan kafeoilkuinik asitler,
feruloilkuinik asitler ve p-kumaroilkuinik asitler olarak bilinen bir dizi konjuge yapidan
sekillenerek kuinik asit ile kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik asitler gibi
hidroksisinnamik asitlerin  esterifikasyonundan olusan non-flavonoid fenolik
bilesiklerdir (90).

Son birkag yilda klorojenik asitlerin tiiketiminin kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 2
diyabet, Alzheimer gibi hastaliklarin rolatif riskini diisiirmesi, antibakteriyel ve

antiinflamatuar aktiviteleri gibi sagliga yararlar iliskilendirilmistir (91).
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Kafeoilkuinik asitler kafeoil gruplarinin sayisi ve pozisyonuna gore cesitli
tirevleri seklinde simiflandirilirlar (92). Sekil 12°de kafeoilkuinik asitlerin molekiiler

yapis1 gosterilmistir.

Kuinikasit: R; = R, = Rs = H Kafeoil { Kafeik asit )
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dikafeoilkuinik asit : R; = Rs = kafeoil R, = H
3, 4- dikafeotlkuinik asit : R; = R = kafeoil ,Rs = H
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Sekil 12. Kafeoilkuinik asitlerin molekiiler yapist (Urushisaki’den, 93)

Kafeoilkuinik asitler kahve ¢ekirdekleri, tatli patates, propolis ve diger bitkiler
gibi dogal kaynaklarda bulunan biyoaktif fenilpropanoidlerdir (94).

4,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit ve 3,4-di-O-kafeoilkuinik
asitin yanisira propolis monokafeoilkuinik asit (klorojenik asit) ve 3,4,5-tri-O-
kafeoilkuinik asit gibi kafeoilkuinik asit tiirevlerini icerir (95, 96). Klorojenik asit, di-
kafeoilkuinik asitler ve tri-kafeoilkuinik asit; kuinik asitlerin ve 1, 2 ve 3 kafeik asitlerin

esterleridir (96).

Kafeoilkuinik asitler dogal bilesiklerin farmakolojik olarak aktif gruplarindan en
onemlileri arasindadirlar (97). Kafeoilkuinik asitler antioksidan, antibakteriyel,
antikanser, antihistaminik, anti-HIV, noroprotektif, hepatoprotektif, analjezik,
antimutajenik, antitiimér, antimikrobiyal, antiinflamatuar, immiinmodiilatér ve diger
biyolojik etkiler gibi farkli aktivitelere sahiptirler (30, 92, 98-111).

En cok bilinen ve tanman kafeoilkuinik asit kahve c¢ekirdekleri, elma, domates
gibi ¢ogu bitki, meyve ve sebzede bulunan ve monokafeoil tiirevi olan klorojenik asittir
(112). Klorojenik asit sinnamik asitler ve kuinik asitten meydana gelen ester yapida bir
bilesiktir ve 5-O-kafeoilkuinik asit (IUPAC adlandirmasi) ya da 3-O-kafeoilkuinik asit
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(pre-IUPAC adlandirmasi) olarak bilinir (113, 114). Ancak en yaygin kullanimi 5-O-
kafeoilkuinik asittir. Klorojenik asitin hipoglisemik ve hipolipidemik etkiler basta
olmak tizere antibakteriyel, antioksidan ve antikarsinojenik aktiviteler gibi bir¢ok
biyolojik 6zellik sergiledigi kanitlanmigtir (98, 114-119). Son zamanlarda klorojenik
asitin glukoz ve lipid metabolizmasini in vivo olarak metabolik bozukluk durumunda

hem saglik acgisindan hem de genetik olarak diizenledigi ileri stirtilmistir (114, 116,
120, 121).

4.1.5. Propolisin Bitkisel Kaynagi

Arilar farklh habitatlarda propolisin kaynagi olarak siklikla degisik bitki tiirlerini
tercih ederler (122). Propolisin bilesimi arilar tarafindan kavak (Populus spp.), hus
(Betula alba), kayin (Fagus sylvatica), at kestanesi (Aesculus hippocastanum), kizilagag
(Alnus glutinosa), ¢cam (Pinus spp.), sogiit (Salix spp.), karaagag (Ulmus spp.), mese
(Quercus spp.), ladin (Picea spp.), disbudak (Fraxinus spp.) gibi farkli agaglardan
toplanan tomurcuk salgilar1 ile dogrudan iligkilidir (10, 123-125).

Propolisin kimyasal bilesimi cografi kdkenine, bolgesel bitki Ortiisiine, mevsime,
ar1 tlriine gore kalitatif ve kantitatif olarak cesitlilik gostermektedir (126-129).

Dolayisiyla bu dogal {iriiniin tiim diinyada farkli tiirleri bulunmaktadir (130).

Poplar cinsi propolis Avrupa, Kuzey Amerika, Asya’nin tropik olmayan (1liman)
bolgeleri ve Yeni Zelanda’da bulunur ve c¢ogunlukla kavak filizlerinden
(tomurcuklarindan) elde edilir (16, 131, 132). Hem Kuzey hem de Giiney
yarimkiiredeki 1liman bolgelerdeki poplar cinsi propoliste yaygin olan baslica biyoaktif
kimyasal bilesenler flavonoid aglikonlar (flavonlar ve flavanonlar), fenolik asitler ve
esterlerini iceren polifenollerdir (16, 111, 132). Fenolik bilesenler (flavonlar ve
flavonoller) ayn1 zamanda Rusya kaynakli hus cinsi propolisin de ayirt edici 6zelligidir,
ancak poplar cinsi propolisten belirgin bigimde farklidir (16, 41, 123, 132, 133). Pasifik
propolisi karakteristik olarak prenillenmis flavanonlarca zengindir. Diger 6nemli
propolis tiirleri Tayvan, Japonya ve Solomon Adalari’nda bulunur. Tropikal bolgelerden
elde edilen propolis daha ¢ok prenillenmis p-kumarik asit tiirevleri, flavonoidler,
benzofenonlar, lignanlar ve terpenleri igerir (134). Propolisin diger tiirleri, Kiiba ve
Meksika’da bulunan kirmizi propolisteki izoflavonoidler, Sicilya, Yunanistan, Girit

Adas1 ve Malta’daki Akdeniz cinsi propolisteki diterpenler ve Kiiba [Clusia nemorosa
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(Clusiaceae)] ve Venezuella (Clusia major ve Clusia minor)’da rastlanan Clusia cinsi

propolisteki poliprenillenmis benzofenonlar gibi farkli kimyasal bilesenlere sahiptir (16,

132, 135, 136).

Brezilya’da oldukga farkli bitkiler bulunmasindan &tiirti propolis Ornekleri
simdiye kadar renk, yapi, kimyasal igerik bakimindan fizikokimyasal o6zellikler ve
cografi koken olarak 13 grupta siniftandirilmistir ve Kuzeydogu, Giineydogu ve Gliney
olmak tizere iilkenin cografik bolgelerinin iigiinde dagilmistir (126, 137-139). Yesil ve
kahverengi propolis Brezilya propolisinin en ¢ok karsilasilan tiirleridir (134, 140). Yesil
propolis (Gilineydogu ve Giiney Brezilya) Baccharis dracunculifolia (Asteraceae,
alecrim bitkisi)’dan elde edilmistir ve prenillenmis fenilpropanoidler, triterpenoidler,
klorojenik ve benzoik asitlerce zengindir (140, 141). Copaifera tiirlerinden elde edilen
kahverengi propolis baglica flavonoidler ve terpenleri igerir (134). Bununla beraber
kirmizi Brezilya propolisi (Kuzeydogu Brezilya) Dalbergia ecastophyllum (L) Taub.
(Leguminosae)’dan eclde edilmistir ve izoflavonoidler, prenillenmis benzofenonlar ve

naftakinon epoksit igerir (134, 135, 140, 142, 143).

Bulgaristan, Tiirkiye, Yunanistan ve Cezayir’deki propolisler genellikle daha ¢ok
flavonoidler ve kafeik ve ferulik asitlerin esterlerini igerir (144).

Daha ileri ¢alismalar ile birbirinden farkli yeni bitki kaynaklar1 bulunmaya devam
edilmektedir (145). Japonya’daki Okinawa ve Okayama propolisi Avrupa ve Brezilya
gibi baska bolgelerde goriilmeyen bazi fenil flavonoidler igerir. Okinawa propolisinin
bitki kaynagi Macaranga tanarius iken, Okayama propolisininki Rhus javanica var.
chinensis’tir (145, 146).

Yakin ge¢miste ise Akdeniz propolisi olarak adlandirilan agirlikli olarak
diterpenlerden meydana gelen ve Akdeniz bolgesinde (Yunanistan, Sicilya ve Malta)
yaygin olan Cupressaceae ve Pinaceae arasindaki kozalakli agaglardan {iretilen
propolisin yeni bir tiirii tespit edilmistir (147). Son zamanlarda Akdeniz propolisi
denilen potansiyel tiir gibi Akdeniz Avrupa {ilkelerinin yanisira Akdeniz Afrika
tilkelerinin spesifik diterpenlerce zengin propolis tipinin kimyasal profili agiklanarak,
birgok farkli yayinda bahsedilmis ve kullanilmistir (147-151). Tablo 2’de bitki kaynagi,

cografik kokeni ve baslica bilesenlerine gore en yaygin propolis tiirleri verilmistir.
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Tablo 2. En yaygin propolis tiirleri: Bitki kaynagi, cografik kokeni ve baslica bilesenler

[Sforcin’den (16), Graikou’dan (147), Catchpole’den (152)]

Propolis Tipi Bitki Kaynag Cografik Kokeni Bashca Bilesenler
Avrupa, Asya’nin
tropik olmayan Flavonoid aglikonlar (flavonlar ve
Poplar tipi Populus spp. bolgeleri, Yeni flavanonlar), fenolik asitler ve
Zelanda, Kuzey esterlerini igeren polifenoller
Amerika
Birch tipi Betula verrucosa Rusya Flavonlar ve flavonoller
Kahverengi tip Copaifera Brezilya Flavonoidler ve terpenler
Prenillenmis fenilpropanoidler,
Yesil tip Baccharis spp. Brezilya triterpenoidler, klorojenik ve
benzoik asitler
r . izoflavonoidler, prenillenmis
) . Brezilya, Meksika, .
Kirmizi tip Dalbergia spp. benzofenonlar ve naftakinon
Kiiba .
epoksit
Clusia tipi Clusia spp. Kiiba, Venezuela Poliprenillenmis benzofenonlar
Pasifik Bolgesi
o Macaranga ) ]
Pasifik tipi ) (Endonezya, Tayvan Prenillenmis flavanonlar
tanarius ] ] ]
ve Okinawa vilayeti)
Cupressaceae i ini
Akdeniz tipi lesi Yunanistan, Sicilya, Diterpenler
ailesi

Girit Adasi, Malta

Propolisin standardizasyonu cografik ve bitkisel kokenindeki farkliliktan dolay1

kimyasal bilesimindeki ve farmakolojik aktivitesindeki degisiklikler nedeniyle
gercekten zordur (10, 153). Cografik kokeninin kontrolii propolisin bilesiminin
tutarliligini saglamak agisindan olduk¢a onemlidir (129). Propolis i¢in evrensel bir
standardizasyon formiile etmek olanaksizdir, fakat bitki kaynagi ve benzer kimyasal
profiline gore farkli propolis tiirlerine uygun bir¢cok standart belirlemek miimkiindiir
(122). Simdiye kadar bu durum yalnizca Avrupa, Asya ve Amerika, hatta Yeni

Zelanda’daki 1liman bolgelerde kimyasal olarak baskin propolis tiirii olan poplar cinsi
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propolise uygulanmistir (122, 154-158). Ote yandan tropikal propolis bitki kaynag1 ve
kimyasal bilesimi ile ilgili olarak ¢ok daha fazla tiirde bulunmaktadir (10, 122).

4.1.6. Propolisin Céziiciiler ile Yapilan Ekstraksiyonu

Kompleks yapist dikkate alindiginda propolis dogrudan, ham halde kullanilamaz
(26, 34). Dolayisiyla ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon ile saflastirilmasi gerekir. Bu

stirecte inert maddeler uzaklastirilmali, polifenolik kisimlar ise korunmalidir (26).

Propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerini ekstrakte etmek i¢in c¢esitli
ekstraksiyon yontemleri uygulanmaktadir (145). Propolis ticari olarak uygun ¢oziiciiler
ile ekstrakte edilir (34). Etanol ile ekstraksiyon re¢ineden armndirilmis polifenolik
bilesenlerce zengin propolis ekstrakti elde etmek i¢in 6zellikle uygundur (26). Bununla
birlikte su (bu ekstraktlar biiyilik ihtimalle suda ¢ok iyi ¢oziinen fenolik asitleri igerir),
metanol, hegzan, aseton, kloroform, diklorometan ve eter ile ekstraksiyon da ayrica
kullanilmaktadir (28, 34, 145).

Farkli metodlar ve ¢oziiciiler ile yapilan ekstraksiyonlar neticesinde propolisten,
ayr1 kimyasal bilesimler elde edilebilir (38). Bir¢ok bakteri oldiiriicii bilesen inert
maddeleri uzaklastiran ve ¢oOziinmiis bilesikleri koruyan su veya etanolde ¢oziiniir.
Propolisin bilesimi cografik kaynagmin yanisira ekstraksiyon metoduna da baglidir.

Dolayisiyla ekstraksiyon isleminde kullanilacak olan ¢oziicii 6zenle se¢ilmelidir (34).

Degisik c¢oziiciiler, farkli bilesenleri ¢oziip ekstrakte edebilecegi icin propolis
ekstraksiyon metodlari, propolisin aktivitesini etkileyebilmektedir. Bu nedenle
propolisin standardizasyonu zordur (15, 41). Biyolojik 6l¢imlerde ¢ok daha yaygin

olarak kullanilan ekstraktlar, farkli konsantrasyonlardaki etanol, metanol ve sudur (41).

(Coziiciniin  tiiri  ve konsantrasyonu propolis ekstraktlarinin  biyolojik
aktivitesindeki ¢esitliligin bir diger kaynagini temsil eder (159). Tirkiye nin farkli
bolgelerinden toplanan propolis oOrneklerinin etanollii ekstrakti antibakteriyel,

antifungal, antioksidan ve antikarsinojenik aktiviteler sergilemektedir (27).

Propolisin etanollii ekstrakti en yaygin sekilde kullanilmasina ragmen sulu
ekstrakt1 ile ilgili ¢aligmalar da artmaktadir (29). Bununla birlikte etanol keskin tat, ters
reaksiyonlar ve bazi kisilerde alkol intoleransi gibi birtakim dezavantajlara sahiptir

(160). Etanollii ekstrakttan daha fazla flavanonlar ve flavonollerin yiiksek
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konsantrasyonunu igermesi nedeniyle ¢oziicii olarak metanol de kullanilir. Ancak

metanol ¢ok zehirlidir ve bu durum kullanimini imkansiz hale getirir (160, 161).

Bugiine dek propolisin sulu ekstraktinin hem kimyasal hem de immunolojik
karaciger hasar1 modellerinde hepatoprotektif aktivite, antiviral aktivite, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu ve antiinflamatuar aktivite gosterdigi ve polifenolik
bilesiklerinin yliksek igerigiyle birlikte iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (29). Bununla birlikte propolis uygulamasinin uzun vadeli etkileri

hakkinda bilinenler azdir (25).

Propolis suda diisiik ¢Oziiniirliige sahiptir ve calismalar gergekten de bu gibi
tirevlerinde az sayidadir (162). Su ekstraktlar1 daha basit bir bilesen profili sergiler
(33). Propolis ornekleri sinnamik asit ve tiirevleri (p-kumarik asit, artepillin C,
drupanin, bakkarin); kafeoilkuinik asit tiirevleri [dikafeoilkuinik asit; 3-mono-O-
kafeoilkuinik asit (klorojenik asit, ChA); 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit (3,4-diCQA); 3,5-
di-O-kafeoilkuinik asit (3,5-diCQA); 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit (4,5-diCQA) ve 3,4,5-
tri-O-kafeoilkuinik asit (3,4,5-triCQA)]; kafeik asit (CA) ve digerleri gibi fenolik asitler
ve esterleri olarak yiiklii ve nispeten polar bilesenlerini izole etmek igin su ile ekstrakte

edilmektedir (163).

Propolisin i¢indeki maddelerin ¢ogu lipofilik bilesiklerdir (30). Ham propolisin
suda ¢ozilinen tiirevlerine nazaran propolisin etanollii ekstrakti flavonlar, flavonoller ve
flavanonlar gibi flavonoid aglikon sinifindan lipofilik bilesikleri yiiksek oranda igerir
(164-166). Lipofilik bilesikleri etanol kullanarak ekstrakte etmek kolay oldugundan
propolisin etanollii ekstrakti iyi bilinmektedir ve olduk¢a dikkat ¢gekmektedir. Propolisin
sulu ekstrakti ve kafeoilkuinik asitleri igeren baslica bilesenlerinin ise daha yiiksek
antioksidan aktiviteye ve bazi enzimlere kars1 yiiksek inhibitor/aktivator etkisine sahip
oldugu bildirilmistir (30).

Tiim bunlarin yanisira hidroetanolik ¢ozeltiler (% 30-50 agirliktaki tincture olarak
adlandirilan) propolisin en ¢ok karsilasilan ticari olarak hazirlanmig seklidir (167).
Ayrica farmasotik ve kozmetik uygulamalara yonelik olarak propolis ekstraksiyonu i¢in

gliserin ve propilenglikol kullanilmaktadir (16, 130).
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4.1.7. Propolisin Analizinde HPLC-DAD ve GC-MS Kullaniminin Onemi

Kromatografik yontemler kesin olarak ¢ok daha genis capta uygulanan ve
miilkemmel ayirma yetenegi ve bilesiklerin ayn1 anda (eszamanli) ¢oklu analizindeki

kabiliyetinden dolay1 popiiler metodlardir (168).

Propolisin tiim bilesenlerinin karakterizasyonu hem Kkalitatif hem de kantitatif
kimyasal analizini kapsamaktadir (28). Propolisteki flavonoidler ve fenolik asitlerin
analizi ig¢in spektrofotometri, TLC, GC-MS, HPLC, HPLC-MS, yiiksek basingli sivi
kromatografisi-diyod array dedektor (HPLC-DAD) ve CE gibi bir¢ok farkli metod
gelistirilmistir (31, 32, 168). Bunlar en gii¢lii analitik ayirma metodlaridir (169).

Gaz kromatografisi ve ozellikle HPLC gibi kromatografik teknikler her bir
polifenolik bilesigin profilini ve tanimlanmasini saglar. Polifenolik bilesiklerin
karakterizasyonundaki 6nemi nedeniyle dedeksiyon sistemlerine ayri bir ilgi

gosterilmistir (28).

Dedeksiyon genel olarak, ¢ogu kez fotodiyod array dedektorii (PDA) kapsayan
ultraviyole absorpsiyon ile yapilir (28). HPLC vasitasiyla genel dedeksiyon (tespit,
belirleme) ¢ogu kez DAD kullanan genellikle UV absorpsiyonun &lgiimiine dayalidir.
UV-Goriiniir bolge spektrumu ve alikonma zamaninin her ikisinin birbirine uygunlugu
ayrilmis analitlerin son derece kesin olarak tanimlanmasina yol agabilir. DAD ayni1 anda
(eszamanli olarak) farkli dalga boylarindaki kromatogramlar: saptayabilir. Bu 6zellik
bilhassa bir drnekteki polifenollerin farkli gruplari karigtirildiginda ayirma sistemlerinin
performansini 6nemli Olgiide arttirir. Uygun dalga boyu segildiginde (maksimum
absorbansta) tiim gruplar en yiiksek hassasiyette belirlenebilir. Dedeksiyon dalga
boyunun uygun segilimi ayni zamanda ¢oziinmemis ya da zayif ¢oziinmiis piklerin
miktar Olglimiinii olanakli hale getirebilir (48, 170). Bununla birlikte geleneksel
yontemlerin kullanimima bagli olarak oOrnekler c¢ok benzer bilesikler igerdiginde
spektrumlar ¢ogu kez simirlandirilmistir (48). Birlestirilmis teknikler, 6zellikle kiitle

spektroskopisi rutin ¢aligmalarda artan bir sekilde kullanilmaktadir (28).

HPLC UV-absorblayan bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasinda gii¢lii bir ara¢ iken, GC-
MS ugucu maddelerin belirlenmesinde miikemmel bir tekniktir (33, 171). GC kusursuz
bir ayirma saglar, fakat flavonoidleri analiz i¢in uygun hale getirmede genellikle

analizden Once ekstra tiirevlendirme basamagina ihtiya¢ vardir (32). Tiim bu metodlar
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arasinda, polifenolik bilesiklerin karakterizasyonu i¢in HPLC ve beraberinde kullanilan
MS, UV, DAD ya da PDA sistemleri kuskusuz halen en gegerli ve giivenilir analitik
teknigi temsil etmektedir (31, 32, 168). Bununla birlikte HPLC’nin uzun analiz siireleri,
diisiik ayirma giicli ve kolayca kirlenme sebebiyle kolon dmriiniin kisa olmas1 gibi bazi
eksik yonleri vardir (172). Daha 6nceden rapor edilen ¢alismalarda propolisin analizi
yoniinde c¢ogunlukla ham propolisin ¢ok az oOrneginde flavonoidlerin igerik ve
miktariin belirlenmesi ilizerine odaklanilmistir. Bagka bir deyisle ¢ok az pratik
uygulama ticari propolis iriinlerinin analizi amaciyla kabul gérmiistir ve HPLC ile
yapilan ¢alismalar bile az sayidadir (26, 32). Ayrica ¢ogu analitik metod, karmagsik

eliisyon yontemleri icermektedir ve/veya uzun bir analiz siiresi gerektirmektedir (32).

GC-MS ve HPLC analizleri propolisin kimyasal bilesiminin belirlenmesi
amaciyla kullanilmasina ragmen, bilesimlerindeki farklilik nedeniyle HPLC ve GC
analizi gibi kimyasal yontemler ile farkli kitalarin propolisinin aktivitesini
degerlendirmek zor goriinmektedir. Bu suretle uygun biyolojik analizler farkli

kaynaklardaki propolislerin en iyi degerlendirme yolu olacaktir (173).
4.1.8. Propolisin Biyolojik Aktivitesi

Propolis geleneksel tipta (halk hekimliginde) sagliga yardimer madde olarak eski
caglardan beri bir¢cok iilkede kullanilmakta ve Dogu Avrupa iilkelerinde kapsamli
sekilde ¢alisilmaktadir (18). Propolisin biyolojik aktivitesi ¢ok sayida bileseni
biinyesinde bulundurmasindan dolayr kimyasal kompozisyonu ile birlikte cesitlilik
gostermektedir (137, 159). Ilging sekilde kimyasal bilesimindeki farkliliga karsin tiim
bolgelerdeki propolisler iliman kusaktan tropikal alana kadar uzanan benzer biyolojik
ozelllikler sergilemektedir (8, 12, 174). Cok sayida flavonoid, aromatik asit ve fenolik
bilesigin varliginin propolisin pek ¢ok biyolojik ve farmakolojik aktivitesinden sorumlu
oldugu o6ne siiriilmiistiir (22). Ancak tek bir propolis bileseni toplam ekstraktinkinden
daha biiyiik bir aktiviteye sahip degildir ve bundan dolay1 propolisin genel biyolojik
ozellikleri kendi bilesenlerinin dogal karisimindan ileri gelmektedir (41, 175).

Propolis ve igerigindeki bilesenlerin antioksidan, antiinflamatuar, antiproliferatif,
antitlimoral, antimikrobiyal, antihiperglisemik, néroprotektif, antibakteriyel, antifungal,

antiviral, sitotoksik, hepatoprotektif, antimutajenik, antikanser ve immiinmodiilatér
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aktiviteleri iceren c¢ok sayida biyolojik etki sergiledigi yapilan pek ¢ok c¢alisma ile
gosterilmistir (5, 17, 30, 41, 95, 162, 163, 174-187).

4.1.9. Propolisin Kullanim Sekilleri ve Kullamim Alanlari

Propolis insanligin ilk c¢aglarindan beri hem internal hem de eksternal olarak
geleneksel tipta (halk hekimliginde) kullanilmaktadir ve bu dogal iirline zamanla
Misirlilar, Araplar, Yunanlilar ve diger medeniyetler arasinda ilgi gosterilmistir (24, 41,
188). Yakin ge¢miste propolis Amerika, Avrupa, Brezilya, Tayvan ve Japonya’y1
kapsayan diinyanin degisik bolgelerinde bir gida takviyesi olarak sagligi desteklemek ve
yaslanma, inflamasyon, kalp hastaliklari, diyabet ve kanser gibi hastaliklar1 engellemek

amaciyla oldukga popiilerlik kazanmistir (22, 23, 189, 190).

Propolis degerli bir tedavi edici ve sagligi destekleyici madde olarak nitelendirilir
ve ¢ok defa ticari {irlin formiilasyonlarmin icine saglifa yararlarindan dolay1 dahil
edilmektedir. Kimyasal standardizasyonu kalite ve fayda saglamasi i¢in onkosuldur.
Propolisin standardizasyonu dogal kimyasal karmasikligi ve degiskenligi nedeniyle
merak uyandirmaktadir (123, 134). Dolayisiyla propolisin igeriginin belirlenmesi
standardize etmek icin kiymetli bir ara¢ olmasinin yanisira, olaganiistii sagliga faydalari
olabilecek kemotipine yonelik kimyasal bir isaret saglamaktadir (134). Propolisin tibbi
uygulamalar1 kaynaginin yanisira kimyasal bilesimine yonelik 6nemin artmasina yol

acmustir (191).

Son on yildir propolis insan sagligin1 korumak ve dogal bagisikligi arttirmak
amaciyla ¢ok yonlii biyolojik ve farmakolojik etkilerinin sonucu olarak tip, kozmetik ve
gida endiistrisinin yanisira halk arasinda da genis 6l¢iide kullanilmaktadir (19, 22, 150,
192, 193). Aymi zamanda propolis mumun uzaklastirilmasiyla saflagtirilmis iriin
seklinde ticari olarak piyasada bulunmaktadir (35). Son donemlerde propolis ¢ozeltisi
(tincture) ve ekstraktlar1 dis hijyeni {riinleri, antibakteriyel sabunlar, immiin sistemi
destekleyiciler, anti-romatizmal ilaglar (koruyucular), yiiz kremleri, merhemler,
losyonlar ve soliisyonlar gibi ¢ok sayida nutrasotik, farmasotik ve kozmetik
uygulamalarda kullanilmistir (8, 194). Propolis tabletler, kapsiiller, dis macunlari, agiz

gargaralar1 gibi farkli sekillerde marketlerde de bulunabilmektedir (8).

Propolisin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi biyoaktif gida paketlemesinin

formiilasyonunda elverisli bir unsur meydana getirir. Propolis et iirlinlerinde kimyasal

32



koruyucu olarak, gida ambalajlamada ise mikroorganizma ve bocek oldiiriicii olarak

kullanilmaktadir (195).

Giinlimiizde propolis bir inovatif (yenilik¢i, yaratici) koruyucu ve biyoaktif gida
takviyesi olarak kullanilmaktadir (196). Propolisin fenolik bilesiklerinin yiiksek
konsantrasyonunun 6ncelikli olarak acilik ve burukluktan sorumlu oldugu bildirilmistir,
ancak keskin ve hosa gitmeyen tadi diger gidalar ile birlesince duyusal Ozellikleri
degistirir (196, 197). Keskin ve buruk tadi nedeniyle propolis tiiketiciler tarafindan
giicliikle kabul gormiistiir (196).

Propolis diisiik dozlarda giivenilir olarak nitelendirilir (35). Burdock’a gore
propolis toksik degildir ve insanlar i¢in giivenli konsantrasyonunun 1.4 mg/kg viicut
agirligl/giin veya yaklasik olarak 70 mg/giin olabilecegini 6nermektedir (8). Bununla
birlikte yan etkilerine 15 g/giin’tin iizerindeki dozlarda sik¢a rastlanmaktadir. En yaygin
tecriibbe edilmis yan etkiler deri ya da mukoza membranlarinin tahrisi gibi allerjik
reaksiyonlardir. Egzema ve iirtikerli (kurdesen) hastalarda ve astimi olan kisilerin

tedavisinde kullanimina dikkat edilmelidir (35).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerecler
5.1.1. Kullanmilan Cihazlar
Kullanilan cihazlar marka ve modelleri ile birlikte Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar ve marka/modelleri

Kullanilan Cihazlar Marka/Model

HPLC Agilent 1100 Series

DAD AGILENT MWD TO DAD UPGRADE KIT Cat No: AGT-G1366A
GC-MS Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra
Derin dondurucu (-20 °C) Altus

Buzdolabi (+4 °C) Profilo

Hassas terazi METTLER TOLEDO AB204-S
Vorteks IKA® VORTEX GENIUS 3
Calkalayici inkiibator Biolab SHEL Lab Shaking Incubator
Santrifiij eppendorf Centrifuge 5804 R
Manyetik karistiric TERMAL (ikamag rh)

pH metre Hanna Instruments HI 2211

Etiiv Ecocell

Liyofilizator Telstar Cryodos

Evaporator Heidolph Heizbad Hei-VAP

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler/ Malzemeler Satin Alinan Firma
Kafeik asit fenetil ester (CAPE), > 97 % (HPLC), toz Sigma

Kafeik asit, > 98.0 % (HPLC), kristal Aldrich

p-kumarik asit, > 98.0 % (HPLC) Sigma

Naringin, > 95 % (HPLC) Sigma

Apigenin, > 95.0 % (HPLC) Sigma

Kaempferol, > 97.0 % (HPLC) Sigma

Pinosembrin, analitik standart, 95% (TLC), kat1 Fluka
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Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler (Devam)

Kullanilan Kimyasal Maddeler/ Malzemeler

Satin Alinan Firma

Mirisetin, > 96.0 % (HPLC)

Galangin, flavonoid i¢eren otofaji

Kuersetin, >95% (HPLC), kat1

Naringenin, >95%

Klorojenik asit, > 95.0 % (titrasyon)

trans-sinnamik asit, > 99.0 %

3,4,5-trikafeoilkuinik asit, > 98 % by HPLC
3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, > 85 % (LC/MS-ELSD)
3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, >90 % (LC/MS-ELSD)
4,5-di-O-kafeoilkuinik asit, > 85 % (LC/MS-ELSD)
Etanol, CHROMASOLV®, absolut, HPLC igin, >99.8%
Asetik asit, (Glasial asetik asit), (ACS reagent, > 99.7 %

Asetonitril, CHROMASOLV® Plus, > 99.9 % (HPLC)

Piridin, CHROMASOLV® Plus, HPLC igin, > 99.9 %

N,O-Bis (trimetilsilil) trimetilklorosilan ile
trifloroasetamid (1 mL, 1% TMCS igeren, 99% (TMCS
haric)

Enjektor (Steril Siringa)

1.5 mL’lik plastik tiip

Pipet ucu (Hacim: 100-1000 pl)

Pipet ucu (Hacim: 1-200 pl)

Pipet ucu (Hacim: 0.5-10 nl)

C18 kolon, ODS-2 HYPERSIL, Dim. (mm) 250x4.6
Guard kolon tutucu

Symmetry C18 koruyucu kolon, 1004, 5 um, 3.9 mm X
20 mm

Kartus ve koruyucu kolon i¢in tutucu kit
Rtx-1 kolon (Lenght: 30 m, ID: 0.25 mm)
Rtx-5ms kolon (Lenght: 30 m, ID: 0.25 mm)
Vidali kapak 2 mL’lik cam vial

Mavi vidali kapak, PTFE/kirmiz1 silikon septa

Enjektor filtresi, Membran: Naylon, Cap: 13 mm, Gozenek

biyiikligi: 0.2 pm
Konik cam insert (100 pL’lik)

Sigma

Sigma

Sigma

Aldrich

Aldrich

Aldrich

Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd.
Santa Cruz Biotechnology
Sigma

Sigma

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma

Sigma-Aldrich

Fluka

Sky Inject
Eppendorf

HTL

HTL

HTL

Thermo Scientific
Macherey-Nagel

Waters
Waters
Restek
Restek
Agilent Technologies
Agilent Technologies

Agilent Technologies
Agilent Technologies
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5.2. Yontemler

Calismamizin ekstrakt ve standart hazirlama kisimlar1 ile HPLC analizleri
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma
Laboratuar1’nda, tiirevlendirme ve GC-MS analizleri ise Karadeniz Teknik Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri Boliimii Analitik Kimya Laboratuari’nda
gergeklestirildi. Bu tez ¢alismasi, “’Tiirk Propolisinin Sulu ve Etanollii Ekstraktinin
HPLC ve GC-MS ile Karakterizasyonu’’ baslikli, 113S805 kodlu proje kapsaminda
TUBITAK tarafindan desteklendi.

5.2.1. Propolisin Kaynagi

Propolis ornekleri Trabzon, Erzurum, Zonguldak ve Adiyaman illerindeki
tireticiler tarafindan toplanarak Fanus Gida Ticaret A.S. (Trabzon) firmasi vasitasiyla

teslim alindi.
5.2.2. Tiirk Propolisinin Sulu ve Etanollii Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Tirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanarak buzdolabinda -20 °C’de dondurulan
dogal propolis oOrnekleri rendelendi ve tekrar -20 °C’de donduruldu. Rendelenen
propolis ornekleri blendirda toz haline getirilerek, tozlar bir karisim seklinde
birlestirildi. Boylece Tiirk propolisi ad1 verilen karma propolis 6rnegi elde edilmis oldu.
Bu 6rnekten hassas terazide 0.5’er g tartilip 50 mL’lik iki ayr1 cam siseye aktarildi. Her
bir cam siseye 20’ser mL deiyonize su ve etanol ilave edilerek iki ayr1 ¢oziicii ile
muamele edilen propolis 6rnekleri vortekslendi ve galkalayici inkiibatdrde 60 °C’de 150
rpm’de 24 saat siireyle ¢éziinmesi igin siirekli ¢alkalanarak inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi propolis ekstraktlari 4 000 rpm (2 057 g)’de 10 dakika santrifiijlendi
ve siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Boylece 25 mg/mL’lik sulu ve etanollii stok Tiirk
propolisi ekstraktlar1 hazirland1 ve gerekli denemeler ve analizlerde kullanilmak iizere
buzdolabinda +4 °C’de karanlikta saklandi.

5.2.3. HPLC-DAD Analizleri
5.2.3.1. Standartlarin Hazirlanmasi

HPLC ile analizde kullanilan standart maddeler sulu ve etanollii propolisin
igeriginde en fazla bulunabilecek bilesiklerden segilerek toplam 17 standart belirlendi.
Bu standartlar 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 4,5-di-O-
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kafeoilkuinik asit, 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit, klorojenik asit, kafeik asit, kafeik asit
fenetil ester, apigenin, mirisetin, kaempferol, kuersetin, galangin, krisin, naringin, trans-
sinnamik asit, pinosembrin ve naringenin olarak kararlastirildi. Céziinme durumlarina
gore bu standart maddelerden 10’ar mg tartilarak kafeik asit, kafeik asit fenetil ester,
apigenin, mirisetin, kaempferol, kuersetin, galangin, krisin, naringin, trans-sinnamik
asit, pinosembrin ve naringenin % 100’liik metanolle, 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit %
50’1ik metanolle, klorojenik asit % 40’lik metanolle, 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-
O-kafeoilkuinik asit, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit deiyonize su ile c¢ozilip ilgili
¢oziciileriyle 10’ar mL’ye tamamlanarak 1 000 pg/mL’lik ana stok standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Tiim ana stok standart ¢ozeltileri 0.2 um’lik membran filtreden gecirildi.
Ardindan secilen 17 standartin alikonma zamanlarinin belirlenebilmesi amaciyla 1 000
png/mL’lik ana stok standartlarin her birinin % 40’lik metanolle 10 pg/mL’lik standart
¢ozeltileri hazirlandi. Ayrica tiim Standartlarin kalibrasyon grafiklerinin ¢izimi i¢in %
40’lik metanol ile seyreltmek kosuluyla bu ana stok standartlarin tiimiini i¢eren 2.5, 5,

10, 25 ve 50 pg/mL’lik farkli konsantrasyonlarda karisimlar hazirlandi.
5.2.3.2. HPLC-DAD ile Analiz Kosullarinin Belirlenmesi

Analiz kosullar1 Villiers ve ark. (198) uyguladiklari yontem modifiye edilerek
belirlendi (199). Bu metoda gére mobil fazlar hazirlanarak 0.45 pm’lik membran
filtreden gegirildi. Daha sonra mobil fazlarin tam ¢6ziinmesini saglamak ve ¢oziiciileri
degaz etmek amaciyla 30 dakika boyunca ultrasonik banyo kullanilarak asagida
belirlenen kromatografik kosullara gore HPLC-DAD cihazinda analizler yapildi.
Kromatografik analiz kosullar1 ve dalga boylar1 nanometre (nm) cinsinden asagidaki
sekilde belirlendi.

Kolon: Thermo RP18

Mobil fazlar: % 2’lik Asetik asit ¢ozeltisi (¢ozilicli A)
1:1 Asetonitril:Su igindeki % 0.5 Asetik asit ¢ozeltisi (¢oziicii B)
Asetonitril (¢oziicii C)

Kolon sicaklig: 25 °C

Dalga boyu: 265 nm, 280 nm, 290 nm, 320 nm, 360 nm

Enjeksiyon hacmi: 20 puL

Akis hizi: 1.2 mL / dak (Gradient eliisyon programi)

Caligma siiresi: 55 dakika
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% 2’lik Asetik Asit Cozeltisinin Hazirlanisi (Coziicii A)

40 mL asetik asit deiyonize su ile 2 L’ye tamamlandi.

1:1 Asetonitril:Su I¢indeki % 0.5 Asetik Asit Cizeltisinin Hazirlanist (Coziicii B)

5 mL asetik asit deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiye 1 L asetonitril

ilave edildi.

Calisma i¢in belirlenen gradient eliisyon programi Tablo 5’te verilen sekilde

uygulandi.

Tablo 5. Calisma i¢in belirlenen gradient eliisyon programi

Zaman (Dakika) % A % B %C
0 95 5 0
5 95 5 0
8 80 20 0
10 78 22 0
17 75 25 0
19 73 27 0
30 60 40 0
35 55 45 0
40 35 65 0
43 29 70 1
45 18 80 2
48 6 90 4
50 0 100 0
52 0 0 100
53 95 5 0
55 95 5 0

Gradient eliisyon programindan sonra bir sonraki analiz i¢in kolonu dengeye

getirmek amaciyla, kolondan 10 dakika % 95 ¢oziici A, % 5 ¢oziicli B igeren sivi

gegirilerek kolonun temizlenmesi ve tekrar analize hazir duruma gelmesi saglandi.

Analiz islemi her bir 6rnek i¢in en az li¢ kere tekrarlandi (n = 3).
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5.2.3.3. Standartlarm, Sulu ve Etanollii Tiirk Propolisi Ekstraktlarimmm HPLC-
DAD ile Analizi

Ana stok standartlarin her birinin % 40’lik metanolle hazirlanan 10 pg/mL’lik
standart c¢ozeltileri Agilent 1100 Series markali HPLC cihazinda, literatiirde yer alan
(26, 28, 51), maksimum absorbans gosterdikleri dalga boylar1 segilip, farkli bes dalga
boyunda DAD ile calisilarak her bir standart pikinin alikonma zamanlar1 belirlendi.
Daha sonra ana stok standartlarin tiimiinii icerecek sekilde 2.5, 5, 10, 25 ve 50
ng/mL’lik farkli konsantrasyonlarda hazirlanan karisimlar HPLC cihazinda analiz edildi
ve bes farkli dalga boyunda Ol¢iim gergeklestirildi. Alikonma zamanlar1 belirlenen
standart piklerine gore farkli konsantrasyonlarda hazirlanan tiim standartlarin karigimi

vasitastyla her bir standart i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi.

HPLC-DAD ile analiz igin sulu ve etanollii Tiirk propolisi ekstraktlari analizden
once 0.45 um’lik membran filtreden gecirildi. Analize uygun hale getirilen sulu ve
etanollii Tiurk propolisi ekstraktlari da HPLC cihazinda c¢alisilarak hem standart
piklerinin alikonma zamanlarma gore kalitatif olarak hem de kalibrasyon grafiginden

hesaplanan miktarsal sonuglar ile kantitatif olarak analiz edildi.

Yapilan tiim analizler ile birlikte sulu ve etanollii Tirk propolisi ekstraktlarinin
verimi (Coziiciide ¢6ziilen propolis miktart x 100 / Tartilan toplam propolis miktari) de
calisilarak hesaplandi. Sulu ve etanollii Tiirk propolisi ekstraktlarinin verimi sirasiyla %
20 ve % 90 olarak bulundu. Dolayisiyla % verim dikkate alindiginda sulu ve etanollii
Tiirk propolisi ekstraktindaki tim degerler ve sonuglar Tablo 8 ve Tablo 9’a en son

sekliyle yansitildi.
5.2.4. GC-MS Analizleri
5.2.4.1. Tiirevlendirme

Bu asamada Tiirk propolisinin etanollii ekstrakti 0.45 um’lik membran filtreden
stiziildiikten sonra tiirevlendirme islemi i¢in evaporatérde vakum altinda 50 °C’nin
asagisinda kuruluga kadar uguruldu. Kuru ekstraktin 7 mg’1 350 pL piridin + 700 pL
bis-trimetilsilil trifloroasetamid (BSTFA) karisim1 ve % 1 trimetilklorosilan (TMCS) ile
reaksiyona sokulan ornekler, 100 °C’de 30 dakika bekletmeye uygun viallerde gaz
kromatografisi i¢in hazirlandi. Tiirk propolisinin sulu ekstrakti da aymi sekilde 0.45

pm’lik membran filtreden siiziildii ve -80 °C’de dondurulup, daha sonra liyofilizatorde
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suyu uzaklagtirilarak kuru halde elde edilip gaz fazina gecebilecek sekilde

tiirevlendirmeye uygun hale getirildi.
5.2.4.2. Rtx-1 ve Rtx-5ms Kapiller Kolon ile GC-MS Analizi

Tiim analizler Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra markali GC-MS cihazinda kiitle
spektrometresi (MS) alev iyonizasyon dedektorii (FID) (70 eV) ile birlikte kullanilarak
gerceklestirildi. Analizler igin kromatografik kolonlar olan Rtx-1 ve Rtx-5ms kapiller
kolonlar (30 m) ve tastyict gaz olarak akis hiz1 1 mL/dak olan helyum gaz1 kullanildi.
Enjeksiyon split modda 250 °C’de uygulandi. Tiirevlendirilen sulu ve etanollii Tiirk
propolisi 6rnekleri enjeksiyon hacmi 2 pL olarak belirlenip, cihaza enjekte edildi ve
kolon baslangigta 2 dakika 60 °C’de tutuldu, sonra dakikada 3 °C’lik artigla 240 °C’ye
yiikseltildi. Toplam analiz siiresi 62 dakika olarak belirlendi. Ayrilmis bilesiklerin bagil
yilizde miktar1 bilgisayarli integrator ile toplam iyon kromatogramlarindan hesaplandi.

Tiim bilesenler Nist ve Wiley kiitiiphaneleri kullanilarak tanimlanda.
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6. BULGULAR
6.1. HPLC-DAD Analizleri
6.1.1. Standartlarin HPLC-DAD ile Analizi

Calismada kullanilan polifenol ve Kkafeoilkuinik asit standartlarinin HPLC-DAD
ile maksimum absorbans gosterdigi dalga boylar1 okunan bes dalga boyu icinden

secilerek Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Calismada kullanilan polifenol ve kafeoilkuinik asit standartlarinin HPLC-
DAD ile maksimum absorbans gosterdigi dalga boylar1

Maksimum Dalga Boyu

Bilesik No Bilesik ismi

(nm)
1 Klorojenik asit 320
2 Kafeik asit 320
3 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit 320
4 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit 320
5 Naringin 280
6 Mirisetin 360
7 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit 320
8 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit 320
9 Kuersetin 360
10 Trans-sinnamik asit 280
11 Naringenin 290
12 Apigenin 320
13 Kaempferol 360
14 Krisin 265
15 Pinosembrin 290
16 Galangin 265
17 Kafeik asit fenetil ester 320

Yapilan tiim analizler neticesinde ¢alismada kullanilan polifenol ve kafeoilkuinik

asit standartlarinin HPLC-DAD ile belirlenen pikleri Sekil 13’te gosterildi.
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Sekil 13. Calismada kullanilan polifenol ve kafeoilkuinik asit standartlarinin HPLC-
DAD ile belirlenen pikleri (1: klorojenik asit, 2: kafeik asit, 3: 4,5-di-O-
kafeoilkuinik asit, 4: 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 5: naringin, 6: mirisetin, 7:
3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 8: 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit, 9: kuersetin, 10:
trans-sinnamik asit, 11: naringenin, 12: apigenin, 13: kaempferol, 14: krisin,
15: pinosembrin, 16: galangin, 17: kafeik asit fenetil ester)

grafiklerinden elde edilen alikonma zamanlari, regresyon denklemleri,

Calismada kullanilan polifenol ve kafeoilkuinik asit standartlarinin kalibrasyon

korelasyon
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katsayilari, yiizde bagil standart sapma (% BSS), tayin sinir1 (limit of detection-LOD)
ve Ol¢iim sinir1 (limit of quantification-LOQ) degerleri Tablo 7°de verildi.
Tablo 7. Calismada kullanilan polifenol ve kafeoilkuinik asit standartlarinin

kalibrasyon grafiklerinden elde edilen alikonma zamanlari, regresyon
denklemleri, korelasyon katsayilari, % BSS, LOD ve LOQ degerleri

Alikkonma

Bilesik s . Korelasyon % BSS LOD LOQ
No Bilesik Ismi Zam_am Regresyon Denklemi Katsayist (Alan) (gmL)  (ng/mL)
(Dakika)
1 Klorojenik asit 11.813 Y=45.896X-4.66 0.9967 1.458 0.373 1.245
2 Kafeik asit 13.067 Y=87.661X-18.527 0.9952 1.829 0.497 1.655
3 45-di-0- 24,662 Y=25.111X-12.05 1 2,047 0.884 2.948
kafeoilkuinik asit
4 35-di-0- 25.340 Y=49.586X-9.55 1 1.078 0.324 1.079
kafeoilkuinik asit
5 Naringin 27.272 Y=24.91X+0.637 0.9979 1.673 0.448 1.492
6 Mirisetin 27.845 Y=54.016X-99.099 0.9996 1.206 0.386 1.286
3,4-di-O- _
7 RFEITET 28.424 Y=38.169X-25.85 0.9929 1.739 0.528 1.760
kafeoilkuinik asit
8 3,45-1-0- 34.422 Y=47.26X-53.614 0.9996 2.995 0.892 2,973
kafeoilkuinik asit
9 Kuersetin 35.670 Y=60.978X-185.38 0.9953 1.093 0.358 1.192
10 Trans-sinnamik 37.439 Y=130.25X+26.669 0.9986 1.264 0.336 1.118
asit
11 Naringenin 40.520 Y=58.406X-20.871 0.9997 0.600 0.171 0.570
12 Apigenin 40.953 Y=66.369X-23.919 0.9981 0.648 0.191 0.636
13 Kaempferol 41.611 Y=62.683X-41.648 0.9994 1.365 0.381 1.269
14 Krisin 47.974 Y=93.669X-61.048 0.9965 2.816 0.757 2.524
15 Pinosembrin 48.447 Y=73.832X-60.166 0.9991 0.261 0.072 0.239
16 Galangin 48.744 Y=67.682X-69.854 0.9984 4.053 1.116 3.721
17 Kafeik asit fenetil 49.145 Y=59.521-23.245 0.9994 2.729 0.769 2.563
ester

*: Regresyon denkleminde yer alan Y standartin pik alanini, X ise numune miktarini géstermektedir.
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Tim polifenol ve kafeoilkuinik asit standartlarinin kalibrasyon grafikleri EK

9.1°de verildi.

Sulu ve etanollii Tiirk propolisi ekstraktlarindaki polifenol miktarlari, HPLC-
DAD ile kromatogramlar1 (Sekil 14 ve Sekil 15) elde edildikten sonra Tablo 7’deki
regresyon denklemleri kullanilarak ve ekstraktlarin % verim hesabi dikkate alinarak
hesaplandi (Tablo 8 ve Tablo 9). % BSS ise 10 pg/mL’lik her bir standartin regresyon
denkleminden hesaplanan miktarlarinin standart sapma degeri ve ortalama degerinin
orani alinarak belirlendi (% BSS= Standart Sapma x 100 / Aritmetik Ortalama). 10
png/mL’lik her bir standartin LOD degeri (LOD= Standart Sapma x 3) ve LOQ degeri
(LOQ= Standart Sapma x 10) de standart sapma degeri ile c¢arpimi sonucunda

hesaplandi.

6.1.2. Sulu Tiirk Propolisi Ekstraktimn HPLC-DAD ile Kalitatif ve Kantitatif

Analizi

Sulu Tiirk propolisi ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogramlar: Sekil
14’te gosterildi.

44



DAD1 A, Sig=265 4 Ref=olf (G HPCHEM1DATAITUBAZIOB121424.0)

friAll
&
D_-.l‘.‘i A ll J .
e B DL S S R AL R R R B
0 10 20 1) & 5 |
DALN B, 2ig=230,8 Ref=olf (CHPLHEMTDATAITUBAZOE 121424 0)
AL
200
100
1- i 1 A E i A
b
L T T L] I L L T L I L T T 1 I L] T T L I L T T L] I L T
0 10 20 1] & 5 il
CADA C, 3ig=320.4 Refealf [C/HPCHEM DATATTUBAZOB1 21424 0)
2
¥
.
0 | h §
9 b A ...ﬂ. L i
L s A e B B B B B R R B
0 10 20 1} & i1} m|
CAD 0, 3ig=300,18 Ref=all [C'HPCHEMIT DATAITUBAZOE121424.0)
il
=)
ik
2&. —f\.—J‘
0 : M
I e e A S B B B
0 10 20 ] # 50 i
DALN E, 2ig=280,10 Ret=alf [CHPCHEMITDATAITUBAZOE21424.0)
il
106 10
8 1| 1} J_ A A FI Jl- ‘L
T T T T T
0 li] 20 L] &) 5 ml

Sekil 14. Sulu Tirk propolisi ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogramlar:
(1:klorojenik asit, 2: kafeik asit, 8: 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit, 10: trans-
sinnamik asit)

Sulu Tiirk propolisi ekstraktinda bulunan polifenol ve kafeoilkuinik asit bilesikleri

ve miktarlar1 Tablo 8’de verildi.
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Tablo 8. Sulu Tiurk propolisi ekstraktinda bulunan polifenol ve kafeoilkuinik asit
bilesikleri ve miktarlar

Bilesik No Bilesik Ismi Miktar1 (ug / mL)
1 Klorojenik asit 10.20
2 Kafeik asit 204.00
8 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit 7.75
10 Trans-sinnamik asit 28.90

6.1.3. Etanollii Tiirk Propolisi Ekstraktinin HPLC-DAD ile Kalitatif ve Kantitatif

Analizi

Etanolli Tirk propolisi ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogramlari
Sekil 15°te gosterildi.
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Sekil 15. Etanollii Tirk propolisi ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen
kromatogramlar:1 (2: kafeik asit, 6: mirisetin, 9: kuersetin, 10: trans-
sinnamik asit, 11: naringenin, 13: kaempferol, 14: krisin, 15: pinosembrin,
16: galangin, 17: kafeik asit fenetil ester)

=

Etanolli Tiirk propolisi ekstraktinda bulunan polifenol bilesikleri ve miktarlar
Tablo 9°da verildi.
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Tablo 9. Etanollii Tiirk propolisi ekstraktinda bulunan polifenol bilesikleri ve miktarlari

Bilesik No Bilesik ismi Miktar1 (ng / mL)
2 Kafeik asit 66.00
6 Mirisetin 2.32
9 Kuersetin 40.69
10 Trans-cinnamic acid 91.49
11 Naringenin 372.39
13 Kaempferol 98.72
14 Krisin 641.33
15 Pinosembrin 572.67
16 Galangin 534.11
17 Kafeik asit fenetil ester 630.67

6.2. GC-MS Analizleri

6.2.1. Sulu Tiirk Propolisi Ekstraktinin GC-MS ile Analizi

Sulu Tirk propolisi ekstraktinin Rtx-1 kolon kullanilarak GC-MS ile belirlenen

kromatogram: Sekil 16°da gosterildi.
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Sekil 16. Sulu Tirk propolisi ekstraktinin Rtx-1 kolon kullanilarak GC-MS ile
belirlenen kromatogrami

Sulu Tirk propolisi ekstraktinda Rtx-1 kolon kullanilarak bulunan bilesikler
Tablo 10’da verildi.
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Tablo 10. Sulu Tiirk propolisi ekstraktinda Rtx-1 kolon kullanilarak bulunan bilesikler

Bilesikler Ahkonma Zamani % Alan
N-etil,N-vinilasetamid 14.098 157
N-(trimetilsilil)-L-Norvalin 14.228 6.50
N,N-dietil-1,1,1-trimetilsililamin 14.861 0.33
N,N-dietil-Asetamid 16.109 2.00
N-etil-Asetamid 16.782 1.13
Benzoik asit 26.465 4.39
éigi,%got:;;ametll 5-[(trimetilsilil)oksi]-3,7-Dioksa-2,8 27 845 410
Biitandioik asit 29.268 4.06
Hidrokinon 32.818 1.15
[(trimetilsilil)oksi]-Biitandioik asit 36.416 1.78
D-Psikofuranoz (izomer 1) 43.720 2.42
B-D-(-)-Tagatopiranoz 43.808 3.99
a-D-(+)-Talopiranoz 47.686 4.94
D-(-)-Fruktofuranoz (izomer 1) 47.898 4,12
D-(-)-Fruktofuranoz (izomer 2) 48.154 3.14
1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-D-Fruktoz 48.345 5.77
6-metoksi-5-(fenilmetoksi)-1H-Indol 48.562 0.79
1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-B-D-Galaktopiranoz 50.696 6.39
1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-B-D-Glukopiranoz 53.483 8.98
4-metoksi-3-(trimetilsiloksi)-Sinnamik asit 55.592 1.92
Trimetilsilil 3,4-bis(trimetilsiloksi)sinnamat 57.372 7.77

Sulu Tiirk propolisi ekstraktinin Rtx-5ms kolon kullanilarak GC-MS ile belirlenen
kromatogram: Sekil 17°de gosterildi.
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Sekil 17. Sulu Tirk propolisi ekstraktinin Rtx-5ms kolon kullanilarak GC-MS ile

belirlenen kromatogrami

Sulu Tirk propolisi ekstraktinda Rtx-5ms kolon kullanilarak bulunan bilesikler

Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. Sulu Tirk propolisi ekstraktinda Rtx-5ms kolon kullanilarak bulunan

bilesikler
Bilesikler Alikonma Zamani % Alan
Hidratlanmig formaldehit 11.619 0.32
N-(trimetilsilil)asetamid 12.441 0.72
Etilbis(trimetilsilil)amin 13.876 8.65
N-etil,N-vinilasetamid 14.041 0.93
N-(trimetilsilil)-L-Norvalin 14.169 4.32
Triizopropilsilan 14.347 0.17
N,N-dietil-1,1,1-trimetilsililamin 14.815 0.76
N,N-dietil-Asetamid 16.078 1.20
2-[(trimetilsilil)oksi]-Propanoik asit 18.509 0.16
[(trimetilsilil)oksi]-Asetik asit 19.137 0.13
trimetil(fenilmetoksi)-Silan 22.522 0.20
trimetil(2-feniletoksi)-Silan 25.625 0.14
Benzoik asit 26.458 5.44
ﬁ,iii,ﬁ{:(-)tﬁatlgametiI-5-[(trimetiIsiIiI)oksi]-3,7-Dioksa-2,8- 27 840 464
Prolin 28.704 0.16
Biitandioik asit 29.262 5.15
Trimetilsilil 2-asetoksiasetat 29.509 0.31
Hidrokinon 32.824 1.25
Benzenpropanoik asit 33.377 0.20
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Tablo 11. Sulu Tiirk propolisi ekstraktinda Rtx-5ms kolon kullanilarak bulunan

bilesikler (Devam)
Bilesikler Alikonma Zamani % Alan
O-(trimetilsilil)-Malik asit 36.424 2.64
3-fenil-2-Propenoik asit 38.212 0.25
2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-Guloz 47.392 0.23
metil 2,3,5,6-tetrakis-O-(trimetilsilil)-a-D-Glukofuranozid 47.576 0.50
D-(-)-Fruktofuranoz (izomer 1) 47.924 6.24
D-(-)-Fruktofuranoz (izomer 2) 48.179 4.56
D-(-)-Fruktopiranoz (izomer 1) 48.371 7.48
1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-D-Glukopiranoz 48.984 0.27
metil 2,3,5,6-tetrakis-O-(trimetilsilil)-a-D-Glukofuranozid 49.142 1.52
Kuinik asit 49.714 0.23
D-(+)-Galaktopiranoz (izomer 1) 50.723 6.76
1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-D- Glukopiranoz 51.063 0.36
1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-a-D-Mannopiranoz 53.514 8.57
3,4-dimetoksi-Sinnamik asit 54.153 0.47
4-metoksi-3-(trimetilsiloksi)-Sinnamik asit 55.621 1.70
Ferulik asit 56.075 0.27
Trimetilsilil 3,4-bis(trimetilsiloksi)sinnamat 57.404 9.54
N-etil-Asetamid 61.553 2.59

6.2.2. Etanollii Tiirk Propolisi Ekstraktinin GC-MS ile Analizi

Etanolli. Tiirk propolisi ekstraktinin Rtx-1 kolon kullanilarak GC-MS ile
belirlenen kromatogrami Sekil 18’de gosterildi.
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Sekil 18. Etanollii Tirk propolisi ekstraktinin Rtx-1 kolon kullanilarak GC-MS ile
belirlenen kromatogrami

Etanolli Tiirk propolisi ekstraktinda Rtx-1 kolon kullanilarak bulunan bilesikler
Tablo 12’de verildi.

Tablo 12. Etanolli Tiirk propolisi ekstraktinda Rtx-1 kolon kullanilarak bulunan

bilesikler
Bilesikler Alikonma Zamani % Alan
N-etil,N-vinilasetamid 14.108 5.61
N-(trimetilsilil)-L-Norvalin 14.242 28.94
N,N-dietil-1,1,1-trimetilsililamin 14.880 5.86
1,2-Bis(trimetilsiloksi)etan 15.283 2.23
N,N-dietil-Asetamid 16.105 8.76
2-metil-(E)-2-Biitenoik asit 16.365 0.78
N-etil-Asetamid 16.792 4.50
Benzoik asit 26.470 7.64
iigi,%gotﬁ;]ametll 5-[(trimetilsilil)oksi]-3,7-Dioksa-2,8 27 847 594
Biitandioik asit 29.270 2.31
Hidrokinon 32.825 0.61
3-fenil-2-Propenoik asit 38.209 0.66
D-(-)-Tagatofuranoz (izomer 1) 47.901 0.45
p-metoksi-Sinnamik asit 48.025 0.41
D-Psikofuranoz (izomer 1) 48.158 1.65
D-Psikopiranoz (izomer 2) 48.342 8.09
D-(+)-Galaktopiranoz (izomer 1) 50.699 2.02
6-metoksi-5-(fenilmetoksi)-1H-indol 51.463 1.13
B-Eudezmol 51.802 0.56
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Tablo 12. Etanollii Tirk propolisi ekstraktinda Rtx-1 kolon kullanilarak bulunan

bilesikler (Devam)
Bilesikler Alikonma Zamani % Alan
a-D-(+)-Talopiranoz 53.485 3.09
3,4-dimetoksi-Sinnamik asit 54.112 1.02
4-metoksi-3-(trimetilsiloksi)-Sinnamik asit 55.591 1.74
Kafeik asit 57.366 191
trans-9-Oktadekenoik asit 59.262 0.83

Etanollii Tiirk propolisi ekstraktinin Rtx-5ms kolon kullanilarak GC-MS ile
belirlenen kromatogrami Sekil 19°da gosterildi.
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Sekil 19. Etanolli Tiirk propolisi ekstraktinin Rtx-5ms kolon kullanilarak GC-MS ile
belirlenen kromatogrami

Etanollii Tiirk propolisi ekstraktinda Rtx-5ms kolon kullanilarak bulunan
bilesikler Tablo 13’te verildi.
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Tablo 13. Etanolli Tirk propolisi ekstraktinda Rtx-5ms kolon kullanilarak bulunan

bilesikler
Bilesikler Alikkonma Zamani % Alan
Hidratlanmis formaldehit 11.608 1.56
N-(trimetilsilil)asetamid 12.473 1.31
N-(trimetilsilil)-Etanimidik asit 13.497 5.10
Etilbis(trimetilsilil)amin 13.888 33.54
N-Etil,N-vinilasetamid 14.065 3.68
N-(trimetilsilil)-L-Norvalin 14.181 18.12
N,N-Dietil-1,1,1-trimetilsililamin 14.827 3.46
1,2-Bis(trimetilsiloksi)etan 15.243 0.91
N,N-dietil-Asetamid 16.136 4.05
N-etil-Asetamid 16.777 2.07
Benzoik asit 26.476 2.39
iigi%gotﬁ;]ametll 5-[(trimetilsilil)oksi]-3,7-Dioksa-2,8 27 850 0.44
Biitandioik asit 29.278 0.77
D-(-)-Fruktopiranoz (izomer 1) 48.369 1.34
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7. TARTISMA ve SONUC

Propolis (ar1 zamki1) bal arilar1 tarafindan g¢esitli bitki kaynaklarindan toplanan,
degisiklige ugratilan ve kovandaki delikleri kapatmak, i¢ duvarlar1 diizgiinlestirmek,
girisi yabanci istilacilara kars1 korumak amaciyla kullanilan yapigkan, regineli dogal bir
ar1 Urtnidir (8, 180, 200). Propolis ilgi ¢ekici bi¢imdeki bilesimi nedeniyle ilk
caglardan beri bilinmektedir, ancak bir gida takviyesi olarak kullanilmasindaki
ayricalikli onemi yaninda biyolojik, kozmetik ve tibbi uygulamalara yonelik sekildeki

halihazirda kullanimi sayesinde yeniden goz oniine alinmustir (8, 201).

Propolis saglig1 desteklemek ve inflamasyon, kalp hastaliklari, diyabet, kanser
gibi hastaliklar1 engellemek amaciyla Tayvan, Japonya, Brezilya, Amerika ve
Avrupa’yr kapsayan diinyanin farkli iilkelerinde popiilerlik kazanmistir ve saglikli

yiyecek ve iceceklerde genis dl¢tide kullanilmaktadir (104, 202, 203).

Propolisin bilesimi iklim, mevsim, konum ve yila gore biiylik Olgiide gesitlilik
gosterir ve bu nedenle kimyasal formiilii sabit degildir (204). Cografik farkliliklar
sebebiyle Avrupa, Giiney Amerika ve Asya’ya ait propolis drnekleri degisik kimyasal
bilesimlere sahiptir (18). Propolis polifenoller (flavonoidler, fenolik asitler ve esterleri),
terpenoidler, steroidler, sekerler ve aminoasitler gibi 300’in tizerinde bilesen
bulundurur (19, 205). Genel olarak flavonoidler ve fenolik bilesikler gibi polifenoller
propolisin igerigindeki en bol bulunan maddelerdir (206). Propolisin bilesenleri ayni
zamanda toplandigi bolgenin bitki Ortlisiine ve toplanma zamanima gore kalitatif ve

kantitatif olarak degiskendir (10, 12, 123, 205).

Propolisin ve bilesenlerinin antiinflamatuar, antioksidan, hepatoprotektif,
immiinmodiilator, antitimdr, noroprotektif ve antimikrobiyal etkileri igeren biyolojik
ozellikleri ile ilgili ¢ok sayida bilimsel ¢alisma yayinlanmistir (207). Ancak bir¢ok
arastirmaci Avrupa’da toplanan propolislerin biyolojik aktivitelerini belirlemis olmasina
ragmen Tirk propolisi hakkindaki bilgiler hala sinirlidir (208). Propolisin biyolojik
aktivitesi ile ilgili ¢alismalar, 6rnegin kimyasal bilesimi ve bitkisel kaynag1 ya da en
azindan cografik kokeni hakkindaki bilgiler yaninda tamamlayici olmalidir. Bdylece bu

biyolojik aktiviteler propolisin spesifik tiirleri ile iliskilendirilebilirler (209).

Flavonoidler ve fenolik asitler gibi polifenoller propolisin biyolojik aktivitesinden

baslica sorumlu olan bilesiklerdir (25, 199, 210). Flavonoidler antioksidan aktiviteden
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sorumludurlar ve bu aktivite temel olarak radikal siipiirme etkisine dayalidir (25, 210).
Canli sisteminde antioksidanlarin 6nemli fonksiyonundan biri lipidler, proteinler ve
DNA’nin oksidasyonuna neden olan serbest radikalleri siipiirmesi vasitasiyla biyolojik
membranlar ve enzimlerin yapisal hasarin1 ve bozuklugunu engellemesidir (211, 212).
Dolayisiyla flavonoidler hiicre membranlarimi  lipid peroksidasyonuna karsi

korumaktadirlar (25).

Cok yonlii biyolojik ve farmakolojik etkilerinden dolay1 propolis tip, kozmetik ve
gida endiistrisinde genis ¢apli kullanima sahiptir (22, 192). Son on yildir propolis insan
sagligimi korumak ve dogal bagisikligi arttirmak amaciyla cok cesitli biyolojik
aktivitelerinin sonucu olarak yiyecek endiistrisi [i¢ecekler, saglikli (dogal) besinler ve
gida takviyeleri], kozmetik ve alternatif tip iirlinlerinin (dis macunu, sabun, surup ve

seker) yanisira halk arasinda da genis 6lgiide kullanilmaktadir (19, 150, 193).

Propolisin standardizasyonu cografik ve bitkisel kokenindeki farkliliktan dolay1
kimyasal bilesimindeki ve farmakolojik aktivitesindeki degisiklikler nedeniyle
gercekten zordur (10, 153). Cografik kokeninin kontrolii propolisin bilesiminin
tutarliligini saglamak agisindan olduk¢a onemlidir (129). Propolis i¢in evrensel bir
standardizasyon formiile etmek olanaksizdir, fakat bitki kaynagi ve benzer kimyasal
profiline gore farkli propolis tiirlerine uygun bir¢cok standart belirlemek miimkiindiir
(122). Simdiye kadar bu durum Avrupa, Asya ve Amerika, hatta Yeni Zelanda’daki
iliman bolgelerde kimyasal olarak baskin propolis tiirii olan poplar cinsi propolise
uygulanmustir (122, 154-158). Ote yandan tropikal propolis bitki kaynagi ve kimyasal
bilesimi ile ilgili olarak ¢ok daha fazla tiirde bulunmaktadir (10, 122).

Cin ve Avrupa propolis Ornekleri ¢ogunlukla flavonoidlerin ve fenolik asit
esterlerinin birgok ¢esidini igerirken, Brezilya propolis orneklerinde terpenoidler,
kafeoilkuinik asitler ve p-kumarik asitin prenillenmis tiirevleri baskin olmaktadir (10,
28, 178). Bulgaristan, Tiirkiye, Yunanistan ve Cezayir’e ait propolis 6rnekleri baslica

flavonoidler, kafeik ve ferulik asitlerin esterlerini igerir (20).

Diinyada en fazla bal iireten iilkeler arasinda 4. sirada yer alan Tirkiye aricilik
icin nadir elverigli kosulllara sahip {iilkelerden biridir (213). Bununla birlikte Tiirk

propolisinin polifenolik bilesimi ve biyolojik aktivitesi ile ilgili ¢aligmalar cok az
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sayidadir (61, 182, 203, 213). Tiirkiye bal, polen ve propolis gibi ar1 {irtinlerinin besin
degerini arttiran hem Avrupa hem de Asya bitki oOrtiisti 6zelligine sahiptir (213).

Propolisin énemli biyolojik ve biyomedikal 6zellikleri sadece akademik ¢evrelerin
degil, ayn1 zamanda tiiketicilerin de ilgisini ¢ekmesi nedeniyle kimyasal iceriginin
aydinlatilmasi gerekliligini beraberinde getirmektedir (14, 38). Biitiin bu bilgilerden
yola cikarak diger tiim propolisler gibi Tiirk propolisinin igeriginin aydinlatilmasi, bu

konuda yapilacak olan pek ¢ok ¢alismaya 151k tutmasi agisindan 6nemli hale gelmistir.

Her ne kadar propolisin standardizasyonunun zorlugundan bahsedilse de
propolisin bilesiminin arilarin bu iiriinii topladigi bolgeye, iklime, bitki Ortiistine gore
degisiklik gostermesinden dolay1 igeriginde bulunan sadece o yoreye Ozgii bilesikler
sayesinde bile standart bir propolis 6rnegi ¢ikmasina ve bu sayede bolgesel veya tilkesel
adlarla aniliyor olmasma yol agmistir. Biz de ¢alismamizda Tiirkiye’nin dort farkl
bolgesinden topladigimiz propolis oOrneklerini harmanlayarak olusturdugumuz Tiirk

propolisini kullanmay1 tercih ettik.

Propolis sert, recineli bir madde oldugu icin ham (dogal) halde kullanilamaz ve
tikketilemez (26, 160). Dolayisiyla inert maddelerin uzaklastirildigt ve polifenolik
kisimlarin korundugu ekstraksiyon yontemi ile saflastirilmasi gerekir (26, 214). Aslinda
bu kismin terapdtik etkilere propolisin diger bilesenlerinden daha fazla katkida

bulundugu diisiiniilmektedir (214).

Propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerini ekstrakte etmek i¢in c¢esitli
ekstraksiyon yontemleri uygulanmaktadir (145). Etanol ile ekstraksiyon fenolik
bilesenlerce zengin regineden arindirilmis propolis ekstrakti elde etmek amaciyla
ozellikle uygundur ve en yaygin sekilde kullanilan ¢oziiciidiir (26, 145). Bununla
beraber su, metanol, hegzan, aseton ve kloroform ile ekstraksiyon da ayrica
kullanilmaktadir (145).

Propolis suda diisiik ¢oziiniirliige sahiptir ve caligmalar gergekten de bu gibi
tirevlerinde az sayidadir (162). Su ekstraktlari daha basit bir bilesen profili sergiler
(33). Propolis ornekleri sinnamik asit ve tiirevleri (p-kumarik asit, artepillin C,
drupanin, bakkarin); kafeoilkuinik asit tiirevleri [dikafeoilkuinik asit, 3-mono-O-
kafeoilkuinik asit (klorojenik asit), 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik
asit, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit ve 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit], kafeik asit ve
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digerleri gibi fenolik asitler ve esterleri olarak yiiklii ve nispeten polar bilesenlerini izole

etmek i¢in su ile ekstrakte edilmektedir (163).

Degisik c¢oziiciiler, farkli bilesenleri ¢oziip ekstrakte edebilecegi i¢in propolis
ekstraksiyon metodlari, propolisin aktivitesini etkileyebilmektedir. Bu nedenle
propolisin standardizasyonu zordur (15, 41). Biyolojik 6l¢imlerde ¢ok daha yaygin

olarak kullanilan ekstraktlar, farkli konsantrasyonlardaki etanol, metanol ve sudur (41).

Silva ve ark. (215) yaptiklari bir ¢alismada propolisin hidroalkolik, metanollii ve
sulu ekstraktlarin1 karsilagtirarak sulu ve etanollii ekstraktin polifenoller i¢in en iyi
¢oziicii oldugu sonucuna varmiglardir. Bu nedenle sulu ekstraktin toksik olmamasi ve
insanlar acisindan kullaniminin daha rahat olabilecegi, ayn1 zamanda propolisin etanollii
ekstraktta ¢ok daha fazla ¢oziinebilecegi ve fazla miktarda bilesen bulunabilecegi
gerekeesiyle calismamizda Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktlarini kullanmay1

tercih ettik.

Nakajima ve ark. (30) tarafindan Brezilya yesil propolisinin sulu ekstrakti ve ana
bilesenleri olan kafeoilkuinik asit tiirevleri (3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-
kafeoilkuinik asit, klorojenik asit) ve sinnamik asit tiirevleri (p-kumarik asit, artepillin
C, drupanin, bakkarin) kullanilarak oksidatif stres tarafindan indiiklenen retinal hasara
kars1 noroprotektif etkilerinin olup olmadig: incelenmis ve ayrica néroprotektif etkileri
antioksidan etkileri ile karsilagtirilmistir. Sonug olarak propolisin sulu ekstraktinin ve
kafeoilkuinik asit tiirevlerinin in vitro retinal hasara karsi noroprotektif etkiler
gosterdigi ve bu etkilerin de dolayli olarak antioksidan 6zelligi sayesinde oldugu

belirlenmistir.

Nakajima ve ark. (216) Brezilya yesil propolisinin sulu ve etanollii, ar1 siitiiniin
sulu, polenin ise etanollii ekstraktini hazirlayarak, hidrojen peroksit (H202)", siiperoksit
anyon (O27)" ve hidroksil (HO-) radikali temizleme kapasitesini degisik antioksidan
kapasite yontemleriyle Olgerek kiyasladiklar1 bir bagka arastirmada, antioksidan
potansiyelinin sirasiyla propolisin sulu ekstraktinda, daha sonra propolisin etanollii
ekstraktinda ve polenin etanollii ektraktinda oldugu, fakat ari siitinde herhangi bir
etkinin bulunmadigi belirlenmistir. Ayrica propolisin sulu ekstraktindaki temel
bilesenler olan kafeik asit, artepillin C, drupanin, bakkarin ve kumarik asitin antioksidan

etkileri, kafeik asit, artepillin C ve drupanin seklinde belirtilen sirada bulunmustur.
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Bakkarin ve kumarik asitin herhangi bir antioksidan etkisi bulunamamustir. Kafeik asitin
radikal temizleme etkisinin troloks kadar kuvvetli oldugu, bunun yanisira N-asetil

sistein (NAC) ve vitamin C’den daha gii¢lii oldugu tespit edilmistir.

Nagai ve ark. (29) yaptig1 bir ¢alismada propolisin sulu ekstrakti hazirlanip lipid
peroksidasyon model sistemi kullanilarak antioksidan aktivitesi Ol¢iilmiistiir. 1 ve 5
mg/mL’lik ekstraktlarin antioksidan aktivitesi 5 mM askorbik asitten ¢ok daha yiiksek
bulunmustur. Propolisin sulu ekstraktinin siiperoksit anyon radikaline kars1 temizleme
aktivitesinin yiiksek oldugu, 50 ve 100 mg/mL’lik ekstraktlarin siiperoksitin iiretimini
ve hidroksil radikalini tamamen inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile propolisin
sulu ekstraktinin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklarda

hastalar i¢in farmasdtik olarak kullaniminin miimkiin olabilecegi sonucuna varilmstir.

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuar’mizda son 10 yildir Trabzon ilinden ve Tiirkiye’nin c¢esitli
yorelerinden toplanan propolis 6rnekleri ile gesitli ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalardan
bir tanesi de daha once yiiksek lisans tezi olarak sundugumuz ¢alismadir. Bu ¢alismada,
degisik ¢oziiciiler propolisin igindeki farkli bilesenleri, farkli miktarlarda ¢ozecegi igin
propolisin ¢esitli ekstraktlarinin kalitatif ve/veya kantitatif iceriklerinin de farkli olacagi
diisiiniilerek, igeriginde bulunan, antioksidan aktivitesinden baslica sorumlu bilesikler
olan polifenoller ve flavonoidlerin hangi ¢6ziicli ile muamele edildiginde ekstraktta en
fazla bulundugunu tespit etmek amaglanmistir. Dolayisiyla Trabzon ilinden toplanan
Tirk propolisinin sulu, etanollii, dimetilsiilfoksitli (DMSO’1u), gliserollii ve asetonlu
ekstraktlar1 hazirlanip, toplam polifenol ve flavonoid igerik, demir (Fe*®) indirgeyici giic
ve toplam antioksidan statii tayinleri yapilarak, hangi c¢oziicii i¢inde en fazla
coziinebileceginin belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica propolisin liyofilize edilerek
hazirlanan sulu, etanollii ve DMSO’lu ekstraktlar1 da ayn1 yontemler kullanilarak tayin
edilmistir. Sonuglar1 desteklemek amaciyla her bir ekstrakt HPLC ile kalitatif olarak
analiz edilmistir. Normal ekstraktlar ile liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlarin
toplam polifenol ve flavonoid igerikleri, demir (Fe*®) indirgeyici giicleri ve toplam
antioksidan statiileri birbirleriyle uyumlu bulunmustur. HPLC analizlerinde DMSO’lu
ve asetonlu ekstraktlar ile etanollii ve gliserollii ekstraktlarin piklerinin benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Sulu ekstraktta ise temel olarak bir pik goézlenmistir.

Literatiir aragtirmalarimiz sonucunda bu pikin sulu ekstraktta bulunan ve antioksidan
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aktivite bakimindan giiclii etkilere sahip olan kafeoilkuinik asitler ve tiirevlerinden biri
olabilecegi diisiinlilmiistiir. Yapilan bu c¢alismalar neticesinde propolisin en iyi DMSO
icinde, daha sonra sirasiyla etanol, aseton, gliserol ve suda ¢0ziindiigii sonucuna
vartlmustir (217). Flavonoidler sulu ekstraktta digerlerine nazaran en diigiik bulunmasina
ragmen, diger ekstraktlarin hazirlandig1 ¢oziiciiler de saf olarak kullanildig: i¢in; su ile
¢Oziilen propolis Orneklerinin canlilar agisindan zararli olmamasi, ancak diger
orneklerin saf halde kullanilmasinin zararli olusu nedeniyle saglik iizerine ytiriitiilen
calismalarin sulu ekstraktla yapilmasinin daha dogru olacagi gercegini ortaya
koymustur. Bu sebeple propolisin gliserol, su gibi toksik olmayan c¢oziiciilerle elde
edilen ekstraktlar1 in vivo calismalarda kullanilarak, pek ¢ok farkli calismanin

devamliliginin saglanabilecegi kanisina varilmistir.

Oncelikle yaptigimiz yiiksek lisans tezinden, sonrasinda ise literatiir
aragtirmalarimizdan yola ¢ikarak bugiine kadar Tirk propolisinin 6zellikle sulu
ekstraktinin HPLC ve GC-MS yontemi kullanilarak yapilan analizi ile ilgili higbir
calismaya rastlanilmamigtir. Ayrica Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinin da bu iki
yontem ile karakterizasyonu sayesinde sulu ekstrakt ile karsilastirmasi yapilarak hem
Tirk propolisinin farkli ¢oziiciilerdeki etken maddelerinin neler oldugunun agiga
cikarilmasi acisindan hem de ileriye yonelik calismalar bakimindan yol gosterici
olabilecegi diislintilmiistiir. Bu nedenle Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktinin
HPLC-DAD ve GC-MS ile igeriginin hem kalitatif hem de kantitatif olarak belirlenmesi

bu konudaki ilk calisma olmasi nedeniyle hayli 6zgiindiir.

Kromatografik yontemler kesin olarak cok daha genis capta uygulanan ve
mitkemmel ayirma yetenegi ve bilesiklerin eszamanl ¢oklu analizindeki kabiliyetinden
dolay1 popiiler metodlardir (168). Propolisteki flavonoidleri ve fenolik asitleri
belirlemek amaciyla floresans spektrometrisi, kapiller elektroforez, misel elektrokinetik
kapiller kromatografi, yakin kizilétesi spektroskopi (NIR), TLC, GC-MS ve HPLC-UV,
HPLC-MS, HPLC-DAD gibi HPLC ile birlestirilmis ¢esitli dedektorleri kapsayan ve
buna benzer ¢ok sayida yontem gelistirilmistir (31, 168, 172). Bu yontemler arasinda
HPLC ve beraberinde kullanilan MS, UV ya da PDA sistemleri hala en 6nemli analitik
tekniklerdir (31). GC ornek ekstraksiyonu ve analitlerin tiirevlendirilmesini
gerektirmektedir (168).

60



Geleneksel HPLC sistemleri iizerinde yapilan gelistirme galismalar1 neticesinde
doteryum veya tungsten lambali 151k kaynakli diyod array dedektorler kullanilmaya
baglanmistir. Bu sistemin UV/Vis (ultraviyole/goriiniir) dedektorden farki 512 diyoddan
(elementten) olusan bir yiizeyde her bir diyodun (elementin) ayri bir dalga boyundaki
absorbansinin es zamanli olarak dlgiilebilmesidir. Olgiim verileri istenilen dalga boyu
araliginda alinir ve li¢ boyutlu kromatogramlarla desteklenebilir. Es zamanli alinabilen
spektrumlar sayesinde eliie edilen ve sinyal veren bilesenlerin dogru taninmas1 miimkiin
hale gelir. Kiitle spektrometrik dedektorler ise kalitatif ve kantitatif ayrimda siklikla
kullanilan dedektorlerdir (218).

Farkli arastirmacilar degisik bolgelerden toplanan propolisin polifenolik
bilesiklerini degisik ekstraksiyon sistemlerini ve farkli dedektor sistemleri ile baglantili

olan ¢esitli HPLC metodlarini kullanarak analiz etmislerdir (28).

Mishima ve ark. (104) yaptiklar1 bir ¢alismada Brezilya propolisinin sulu ve
etanollii ekstraktinin temel bilesenlerini HPLC ile analiz etmislerdir. Klorojenik asit, p-
kumarik asit, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,4-di-O-
kafeoilkuinik asit, drupanin, artepillin C ve bakkarin gradient eliisyon kullanilarak
birbirinden ayrilmistir. Ancak yayinladiklart makalede HPLC ile analiz ettikleri
bilesiklerin kromatogramlarini yansitmamiglardir. Sulu ekstraktta etanollii ekstrakta
gore klorojenik asit, p-kumarik asit, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik
asit ve 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit daha fazla miktarda bulunmustur.

Mishima ve ark. (219) yaptiklar1 bir bagka ¢aligmada ise Brezilya propolisinin
sulu ve % 10, % 25, % 50, % 70, % 95’lik etanollii ekstraktlarin1 hazirlayarak bu
ekstraktlarin temel bilesenlerini 325 nm dalga boyunda HPLC ile analiz etmislerdir.
Klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,4-
di-O-kafeoilkuinik asit, 3-4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit ve artepillin C sulu propolis
ekstraktinda tespit edilmistir. Ancak analiz sonucunda elde edilen bilesiklerin
kromatogramlart makaleye yansitilmamistir. % 25°lik etanollii ekstraktin 3,4-di-O-
kafeoilkuinik asit (% 5.41), 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit (% 5.69) ve 3,4,5-tri-O-
kafeoilkuinik asit (% 0.86) olmak fiizere toplam % 11.96 oraninda kafeoilkuinik asit

bilesikleri icerdigi belirlenmistir. % 70’lik etanollii ekstraktta klorojenik, p-kumarik,
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kafeoilkuinik asitleri i¢ceren sinnamik asit tiirevlerinin miktar1 azalmis, flavonoidler ise

artmis olarak bulunmustur.

Cardoso ve ark. (220) Brezilya yabani yesil propolisinin etanollii ekstraktini
HPLC-DAD ters faz sistem ile inceleyerek, icerigindeki hidroksisinnamik asitler ve
tirevlerinin % 33.33’liik kismi olusturdugunu belirlemislerdir. Bunlar 4-kafeoilkuinik
asit (4.84 pg/mL), 5-kafeoilkuinik asit (14.6 pg/mL), kafeik asit (23.5 ug/mL), 3.,4-di-
O-kafeoilkuinik asit (27.3 ng/mL), 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit (18.4 pg/mL) olarak

saptanmigtir.

Propolisin etanollii ekstrakti hazirlanarak Arjantin, Avustralya, Brezilya,
Bulgaristan, Sili, Cin, Macaristan, Yeni Zelanda, Giiney Afrika, Tayland, Ukrayna,
Uruguay, Amerika ve Ozbekistan gibi degisik cografik bolgelerin propolislerinin
antioksidan aktiviteleri Kumazawa ve ark. (178) tarafindan karsilagtiritlmistir. Degisik
bolgelerden toplanan bu propolis Orneklerinin etanollii ekstraktlari, PDA ve MS
dedektor yardimiyla HPLC ile analiz edilerek ana bilesenleri tanimlanmistir. Bu
bilesikler kafeik asit, p-kumarik asit, 3,4-dimetoksi sinnamik asit, kuersetin,
pinobanksin 5-metileter, apigenin, kaempferol, pinobanksin, sinnamiliden asetik asit,
krisin, pinosembrin, galangin, pinobanksin 3-asetat, fenetil kafeat, sinnamil kafeat,
tektokrisin, artepillin C olarak belirlenmistir. Giiney Afrika propolisinin etanolli
ekstraktinn ~ HPLC  kromatogrami  diger {ilkelerin  propolislerinin ~ HPLC
kromatogramlarindan ¢ok az farkli olmakla birlikte, Brezilya ve Tayland propolisinin
HPLC kromatogramlariin digerlerinden ¢ok farkli oldugu gozlemlenmistir. Brezilya
propolisinin karakteristik kimyasal bilesiminin Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika

propolislerinden farkli oldugu rapor edilmistir.

Biitliin bu etanollii propolis 6rneklerinin kantitatif analizleri yapildiginda kafeik
asit ve p-kumarik asit Tayland propolisi hari¢ diger biitiin 6rneklerde belirlenmistir.
Tayland propolisinde bu 17 bilesikten hi¢biri bulunmamakla birlikte, artepillin C ise
sadece Brezilya propolisinde tespit edilmistir. Pinosembrin, galangin, pinobanksin 3-
asetat ve tektokrisin gibi flavonoidler Brezilya ve Tayland propolisi haricinde diger
biitiin etanollii propolis 6rneklerinde bol miktarda bulunmustur. Tiim etanollii propolis
ekstraktlarinda (EPE), 6zellikle Amerika propolisinde p-kumarik asit (19.4 mg/g EPE)

cok yliksek miktarda saptanmistir. 3,4-dimetoksisinnamik asit Brezilya, Giiney Afrika,
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Tayland disinda diger tiim etanollii propolis ekstraktlarinda belirlenmistir. Cin’deki {i¢
farkli etanollii propolis ekstraktinin da 7 mg/g’in tizerinde 3,4-dimetoksisinnamik asit
icerdigi bulunmugstur. Kuersetinin Brezilya, Gliney Afrika, Tayland ve Ukrayna
haricinde tiim ekstraktlarda var oldugu gézlemlenmistir. Uruguay propolisinin 6zellikle
fazla miktarda pinobanksin-5-metil eter (51.0 mg/g EPE) icerdigi tespit edilmistir.
Apigenin Yeni Zelanda propolisinin etanollii ekstraktinda (78.3 mg/g EPE) ¢ok yiiksek
miktarda belirlenmistir, ancak Giiney Afrika propolisinde bulunamamistir. Kaempferol
Brezilya ve Tayland propolisinin etanollii ekstraktlarinda belirlenememistir. Ukrayna ve
Amerika propolisinin etanollii ekstraktlarinin 10 mg/g’in iizerinde kaempferol icerdigi
saptanmistir. Pinobanksin hemen hemen tiim etanollii propolis ekstraktlarinda yiiksek
miktarda belirlenmigtir. Tim etanollii propolis ekstraktlar1 i¢inde Bulgaristan
propolisinde pinobanksin (84.8 mg/g EPE) en fazla miktarda bulunmustur. Her ne kadar
Brezilya, Giiney Afrika, Taylan ve Ukrayna propolisinin etanollii ekstraktlar
sinnamiliden asetik asit bulundurmasa da Arjantin ve Sili propolisinin etanollii
ekstraktlarinin belirli bir miktar (yaklasik 30 mg/g EPE) icerdigi tespit edilmistir. Krisin
Brezilya ve Tayland propolisinde bulunamamistir. Cin (Hebei, Hubei, Zhejiang),
Okyanusya (Avustralya ve Yeni Zelanda) ve Bulgaristan propolisinin etanolli
ekstraktlarmin 100 mg/g’in iizerinde yiiksek miktarda krisin icerdigi belirlenmistir

(178).

Szliszka ve ark. (221) Polonya propolisinin etanollii ekstraktindaki fenolik
bilesiklerin  tanimlamasim1i  ve  miktar Ol¢timiini HPLC-DAD  kullanarak
gerceklestirmislerdir. Pinobanksin, krisin, metoksiflavanon, p-kumarik asit, ferulik asit
ve kafeik asit Polonya propolisinin etanollii ekstraktinda bulunan baslica fenolikler

olarak belirlenmistir.

Ozellikle diger analitik ve spektrofotometrik yontemlere gére HPLC ve GC-MS
gibi ¢ok Onemli iki analitik yontemin kullanilmasi yiiksek ayrim giicii, spesifiklik ve
hassasiyet bakimindan Tiirk propolisinin igeriginin tespiti ve bilesimindeki maddelerin
miktarmin belirlenebilmesi agisindan ¢ok biiyiik avantaj saglamaktadir. Ancak HPLC
ve GC-MS cihazlarimin, bu cihazlarin pargalarinin, dedektorlerinin, analiz igin
kullanilan kolonlarin, mobil fazlarin, standartlarin ve ¢ok c¢esitli sarf malzemelerin

yiiksek maliyetli olusu da bu yontemlerin en biiylik dezavantajini olusturmaktadir. Her
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ne kadar yaptigimiz caligma Tiibitak Projesi ile desteklenmis olsa da maliyet konusu

bizim i¢in de en fazla sikint1 ¢ektigimiz alani olusturmustur.

Literatiir arastirmalarimiz sonucunda HPLC-DAD analizi i¢in standart maddeleri
3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit,
3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit, Kklorojenik asit, kafeik asit, kafeik asit fenetil ester,
apigenin, mirisetin, kaempferol, kuersetin, galangin, krisin, naringin, trans-sinnamik
asit, pinosembrin ve naringenin olarak belirlememizin nedeni, gerek Kkalitatif gerekse
kantitatif bakimdan c¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak ekstraktlari hazirlanan farkli propolis

tiirlerinde ¢ok daha yiiksek ve etkili oranda bu bilesiklerin bulunmasina dayanmaktadir.

HPLC-DAD aracihigiyla yaptigimiz Kkalitatif ve kantitatif analizlerde Tiirk
propolisinin sulu ekstraktinda klorojenik asit (10.20 pg/mL), kafeik asit (204.00
ug/mL), 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit (7.75 pg/mL), trans-sinnamik asit (28.90 ug/mL)
bulunurken, Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinda kafeik asit (66 pg/mL), mirisetin
(2.32 pg/mL), kuersetin (41.6 pg/mL), trans-sinnamik asit (91.49 ug/mL), naringenin
(372.39 pug/mL), kaempferol (98. 72 pg/mL), krisin (641.33 pg/mL), pinosembrin
(572.67 pg/mL), galangin (534.11 pg/mL), kafeik asit fenetil ester (630.67 pg/mL)
bulunmustur. Her iki ekstraktta da ortak bilesik olarak kafeik asit ve trans-sinnamik asit
tespit edilmistir. Tiirk propolisinin sulu ekstraktinda etanollii ekstrakta gore kafeik asit
¢ok daha fazla oranda belirlenmisken, etanollii ekstraktta ise trans-sinnamik asit sulu
ekstrakta gore fazla miktarda bulunmustur. HPLC ile birlestirilmis DAD vasitasiyla tiim
bilesiklerin maksimum absorbans gosterdigi ve 265, 280, 290, 320 ve 360 nm olarak
belirledigimiz farkli dalga boylarinda 6l¢timler alinmistir. Dalga boylariin bu sekilde
belirlenmis olmasinin nedeni literatiirdeki ¢ok sayida makalede genel olarak bu
degerlerde galisilmig olmasi (26, 28, 51), ayrica polifenoller ve kafeoilkuinik asitlerin

bu dalga boylarinda maksimum absorbans gostermesidir.

Segilen 17 standartin i¢inde belirledigimiz metoda gore Tiirk propolisinin sulu ve
etanollii ekstraktinin analizi neticesinde Sulu propolis ekstraktinin fazla miktarda kafeik
asit icerdigi, etanollii ekstraktin ise ¢ok yiiksek miktarda krisin, kafeik asit fenetil ester,
pinosembrin, galangin ve naringenin igerdigi tespit edilmistir. Ayrica sulu propolis
ekstraktinda yiiksek antioksidan aktiviteye sahip kafeoilkuinik asit tiirevlerinden 3,4,5-

tri-O-kafeoilkuinik asit ve klorojenik asit belirlenirken, 6nemli fenolik asitlerden biri
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olan trans-sinnamik asit bulunmustur. Etanollii propolis ekstraktinda ise mirisetin,
naringenin, kaempferol, krisin, pinosembrin, galangin ve kuersetin gibi flavonoidler

belirlenmistir.

Tiim bunlarin yanisira sulu propolis ekstraktinda 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-
di-O-kafeoilkuinik asit, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit ve ¢ok c¢esitli biyolojik etkileri olan
flavonoidlerden kafeik asit fenetil ester, apigenin, mirisetin, kaempferol, kuersetin,
galangin, krisin, naringin, pinosembrin ve naringenin saptanmamistir. Etanollii propolis
ekstraktinda ise 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 4,5-di-O-
kafeoilkuinik asit, 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit, klorojenik asit, apigenin ve naringin

belirlenmemistir.

Yaptigimiz HPLC-DAD analizlerinde her bir standartin % BSS degerinin % 2’nin
altinda olmasi, bir analizde tamamen ayni yolla elde edilen sonuglarin birbirine
yakinligi olarak adlandirilan kesinlik agisindan istenilen bir parametre iken,
calismamizda kullandigimiz 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit,
krisin, galangin ve kafeik asit fenetil ester standartlari bu degerin iistiinde sonug
vermistir. Ote yandan klorojenik asit, kafeik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik asit, naringin,
mirisetin, 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, kuersetin, trans-sinnamik asit, naringenin,
apigenin, kaempferol ve pinosembrin standartlarinin % BSS degeri % 2’nin altinda

bulunmustur.

Standartlar i¢in LOD ve LOQ degerleri, 10 pg/mL’lik her bir standartin regresyon
denkleminden hesaplanan miktarlarinin standart sapma degerlerinden LOD igin 3, LOQ
icin 10 katsayilar1 ile garpilarak belirlenmistir. LOD, analitin istatistiksel olarak tayin
edilen en kiiciik konsantrasyon diizeyi iken LOQ, kesinlik ve dogruluk validasyon
parametrelerinin destekledigi Olgiilen en diisiik analit konsantrasyonudur (218). Bu
tanmimlamalara gore LOD ve LOQ degerleri genel olarak 2,5-50 pug/mL konsantrasyon

sinirlar1 i¢inde bulunmustur.

Park ve ark. (126) besi giliney Brezilya, biri Giineydogu Brezilya ve altisi
Kuzeydogu Brezilya olarak 12 gruba ayirdiklart Brezilya propolisinin etanollii
ekstraktint RP-HPLC (ters faz-yiiksek basingli sivi kromatografisi) ve GC-MS ile analiz
etmiglerdir. RP-HPLC vasitasiyla 268 nm dalga boyu segilerek Brezilya propolisinin ve

bitki rec¢inelerinin etanollii ekstraktinda kumarik asit, ferulik asit, pinobanksin,
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kaempferol, apigenin, izosakuranetin, pinosembrin, dimetilallil kafeik asit, pinobanksin-
3-asetat, krisin, galangin, kaempferid, tektokrisin bilesikleri bulunmustur. Brezilya
propolisinin ve bitki reginelerinin etanollii ekstraktinin GC-MS ile analizinde bir¢ok

aromatik bilesik, terpenoid ve yag asidi esterleri tanimlanmustir.

Alencar ve ark. (137) kirmizi Brezilya propolisinin etanollii ekstraktinit RP-HPLC
ve GC-MS araciligiyla, hegzan ve kloroform fraksiyonunu ise RP-HPLC ile karakterize
etmiglerdir. RP-HPLC analizlerinde hegzan fraksiyonunda az sayida bilesik
bulunmustur ve bu fraksiyonun etanollii ekstrakt ile benzerliginin olmadig1 sonucuna
varilmistir. Etanollii ekstraktta ve kloroform fraksiyonunda yalnizca bir flavonoid
(kuersetin), bir izoflavon (daidzein) ve bir fenolik asit (ferulik asit) belirlenmistir. GC-
MS analizi ile 20 bilesik tanimlanmistir. Bunlardan dordii izoflavon olmak iizere yedi

tane yeni bilesik bulunmustur.

Kalogeropoulos ve ark. (148) Yunanistan, Yunan Adalar1 ve Dogu Kibris’tan elde
edilen 12 propolis 6rneginin etanollii ekstraktlarinin kimyasal icerigini belirlemislerdir.
Etanollii ekstraktlarin 6nemli miktarda terpenler ve/veya flavonoidler, antrakinonlar
(baslica emodin ve krizofanol) ve az miktarda fenolik asitler ve esterlerini igerdigi ve
karakteristik Avrupa propolisinden farkli, Dogu Akdeniz propolisi ile benzer oldugu
bulunmustur. Basit polifenoller ve terpenik asitler sirasiyla 11.9-373.5 ve 7.23-286.5
mg/g EPE arasinda bulunmuslardir. Ayrica basit polifenolerden antrakinonlar % 1.3-

28.9 arasinda gosterilmistir.

Yildirim ve ark. (222) Malatya yoresinden elde ettikleri Tiirk propolisinin sulu
ekstraktini hazirlayarak GC-MS ile analiz etmigler ve bu 6rnegin a-terpinen (% 21.8), -
pinen (% 6.4), pentadekan (% 1.2), benzaldehit (% 1.1), junipen (iongifolen) (% 9.1),
hegzadekan (% 2.0), B-kariofillen (% 8.1), trans-pinokarveol (% 4.6), a-terpineol (%
12.3), verbenon (% 1.6), mritenol (% 2.7), m-simen-8-ol (% 1.6), p-simen-8-ol (% 2.2),
benzil alkol (% 3.6), feniletil alkol (% 3.1), sinnamaldehit (% 6.1), sinnamil alkol (%
8.7) igerdigini belirlemislerdir.

GC-MS araciligiyla sulu ve etanollii propolis ekstraktlarinin  analizinin
gergeklestirilmesi igin kullanilacak olan ve Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuari’mizda bulunan Agilent marka
6890N model GC cihazinin 5973 model MS dedektorii calismaya basladiktan bir siire
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sonra bozulmus ve bu siire zarfinda bakim-onarimi yapilamamistir. Bu nedenle
tirevlendirme islemleri ve tim GC-MS analizleri Karadeniz Teknik Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri Boliimii Analitik Kimya Laboratuari’nda
mevcut olan Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra markali GC-MS cihazinda MS ve FID (70
eV) ile birlikte kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktinin igeriginin belirlenmesi amaciyla
Rtx-1 ve Rtx-5ms olmak iizere ayn1 markali iki farkli kolon kullanarak ve ayni1 zamanda
kolonlar arasindaki farkliligi da degerlendirmek i¢in yaptigimiz GC-MS analizleri
sonucunda Rtx-5ms kolon ile sulu propolis ekstraktinda ¢ok daha fazla bilesen tespit
edilmistir. Bu analizler neticesinde her iki kolon ile belirlenen sulu ve etanollii propolis
ekstraktinin polifenollere nazaran gesitli aldozlar ve karbohidratlar bakimindan ¢ok
daha zengin igerige sahip oldugu saptanmistir. Rtx-5ms kolon ile yapilan analizde sulu
propolis ekstraktinin kuinik asit (% 0.23), ferulik asit (% 0.27), sinnamik asit tiirevleri
ve prolin aminoasiti igerdigi belirlenmistir. Rtx-1 kolon kullanilarak yapilan analizinde
ise etanollii propolis ekstraktinin kafeik asit (% 1.91) ve sinnamik asit tiirevleri
bulundurdugu belirlenmistir. Hem sulu hem de etanollii propolis ekstraktinin Rtx-1 ve
Rtx-5ms kolon ile analizlerinin tiimiinde aromatik karboksilli bilesiklerin en 6nemlisi ve
diger bir¢ok bilesigin ¢ikis maddesi olan benzoik asit bulunmustur. Rtx-1 kolon polar
olmayan bilesenlerin tespiti i¢in uygunken, Rtx-5ms kolon ise diigiikk polaritedeki
bilesenleri tanimlamak i¢in elverisli olmasi nedeniyle kullanilmistir ve bu kolonlarin

dolgu maddeleri birbirinden farklilik gostermektedir.

Agilent marka GC-MS cihazi i¢in flavonoid 6l¢iimiinde kullanmak amaciyla 6zel
olarak alinan, fakat cihazin bozulmasiyla kullanilamayan DB-1 kolon ile analiz
gergeklestirilemedigi icin Tiirk propolisinin igeriginde bulunan flavonoidler tam
anlamiyla belirlenememistir. Shimadzu markali GC-MS cihaz1 i¢in uygun olan ve o
siradaki imkanlar dahilinde elimizde bulunan Rtx-1 ve Rtx-5ms kolonlar ile
gerceklestirilen 6l¢iimlerde ise kuinik asit, ferulik asit, sinnamik asit tiirevleri gibi bazi

onemli polifenoller belirlenmistir.

Literatiirde yer alan ¢ok sayidaki GC-MS analizini kapsayan calismalara
bakildiginda gerek diger iilke propolisleriyle gerekse Tiirk propolisinin sulu ekstrakti ile
ilgili Yildirim ve ark. (222) yaptiklar1 tek bir ¢alisma disinda kimyasal icerik analizine
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yer verilmemistir. Ayrica Tiirk propolisinin i¢eriginde bulunan polifenoller gibi 6nemli
bilesiklerin analizine yonelik kapsamli higbir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu
arastirmalarda sulu ekstrakt ile analiz gibi Tiirtk propolisinin etanollii ekstrakti ile
yapilan analizler de kisith sayida kalmistir ve biyolojik agidan 6nemli bir¢ok bilesik
belirlenememistir. Bu nedenle Tiirk propolisinin hem sulu hem de etanollii ekstraktinin
analizinde farkli kolonlarla ¢alisilmasi ve biyolojik acidan 6nemi yiiksek bilesiklerin

bulunmas1 yaptigimiz GC-MS analizinin ¢ok daha 6zgiin olmasini saglamistir.

Yaptigimiz tim bu kalitatif ve kantitatif HPLC-DAD ve GC-MS analizleri
gostermistir ki Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktlar1 ¢ok yonlii biyolojik
aktivitelere sahip olan yiiksek miktarda flavonoid, fenolik asit ve kafeoilkuinik asit

igermektedir.

Bu ¢alisma ile ilk kez Tiirk propolisinin sulu ekstraktinda bulunan, 6zellikle
yiksek seviyede antioksidan etki gosteren kafeoilkuinik asitler ve tiirevlerinin
belirlenmis olmasi, aynm1 zamanda etanollii ekstraktin da igeriginin saptanmasi
neticesinde yapilacak olan c¢esitli caligmalarla bu bilesiklerin antioksidan aktiviteye
katkilarinin  hangi mekanizmalar {izerinden gerceklesebileceginin arastirilmasi
saglanabilecektir. Ayni zamanda bu ¢alismanin neticesi olarak ileride yapilmak istenilen
calismalar agisindan Tirk propolisi tanimi daha ¢ok genisletilip, propolisin Tiirkiye’nin
yedi farkli bolgesinden ve bu bolgelerdeki cesitli illerden toplanarak harmanlanmasi ile
bu harmanlanmis karisimin ve bu illerden toplanan her bir propolis drneginin ayr1 ayri
HPLC ve GC-MS analizleri yapilip, hem propolisin standardizasyonu saglanacak hem
de Tiirk propolisinin tam anlamiyla hak ettigi yeri almasina yardimci olacaktir. Ayrica
Tirk propolisinin  gosterdigi  diger biyolojik aktivitelerin  hiicrelerde etki
mekanizmasinin agiklanmasi daha kolay hale gelebilecektir ve bu konu ile ilgili
yapilacak olan ¢ok cesitli calismalarin onii acilacaktir. Bunun da Otesinde aricilik
acisindan son derece uygun bitkisel ve iklimsel kosullara sahip olan iilkemizde higbir
katki maddesi icermeyen ve tamamen dogal sekilde hazirlanan bu {irlinlin toplumsal
bakimdan, insanlar iizerinde ve bir gida takviyesi olarak kullaniminin yolu agilarak
bliyiik bir boslugun doldurulmasi saglanabilecektir. Neticede Tiirk propolisinin,
biyolojik ozellikleri ortaya konulmus Brezilya, Sili, Kiiba ve Tayvan propolisleri gibi

diinya capinda taninan ve diinya piyasasinda propolis konusunda séz sahibi olan

68



iilkelerden biri haline gelebilmesi, diinya pazarindaki degerinin arttirilmasi ve bdylece

tilke ekonomisine 6nemli katki saglayabilmesi s6z konusu hale gelebilecektir.
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Grafik 12. Apigeninin kalibrasyon grafigi
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Kaempferol
3500 -
3000 - y =62.683x - 41.648
R2=0.9994
_ 2500 -
c
(C
< 2000 -
=
& 1500 -
1000 -
500 -
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Standart Konsantrasyonu (ug/mL)
Grafik 13. Kaempferoliin kalibrasyon grafigi
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Grafik 14. Krisinin kalibrasyon grafigi
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Pinosembrin
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Grafik 15. Pinosembrinin kalibrasyon grafigi
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Grafik 16. Galanginin kalibrasyon grafigi
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Kafeik asit fenetil ester
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Grafik 17. Kafeik asit fenetil esterin kalibrasyon grafigi

99




10. OZGECMIS

KiSISEL BILGILER
Adi Soyad1 Tugba Nigar CAKIROGLU
Dogum Tarihi 08.05.1983
Telefon 0462 377 78 82-89
Medeni Hali Bekar
E-posta tubisco@hotmail.com
Adres K.T.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Trabzon
EGITIM BILGILERI
Derece Boliim/Program Universite Yil
Lisans Kimya (1. Ogretim) K.T.U. 2002-2007
Yiiksek Lisans T1bbi Biyokimya K.T.U. 2007-2010
Doktora Tibbi Biyokimya K.T.U. 2010-2017

AKADEMIK/MESLEKI DENEYIMi

Gorev, Unvan Gorev Yeri Yil
Ars. Gor. K.T.U. S.A.B.E. Tibbi Biyokimya AbD 2009-2016
YABANCI DiL

Ingilizce

UZMANLIK ALANI

Propolis, Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri, Oksidan-Antioksidan Sistemler,
HPLC, GC-MS

100



YAYINLAR

1.

Aliyazicioglu Y, Demir S, Turan I, Cakiroglu TN, Akalin I, Deger O, Bedir A
(2011). Preventive and Protective Effects of Turkish Propolis on H202-induced
DNA Damage in Foreskin Fibroblast Cell Lines. Acta Biol Hung 62(4): 388-396.
Barlak Y, Deger O, Ugar M, Cakiroglu TN (2015). Effects of Turkish propolis
extract on secretion of polymorphonuclear elastase following respiratory burst.
Turk J Biol 39: 194-201.

BILDIRILER

1.

Demir S, Aliyazicioglu Y, Turan I, Deger O, Cakiroglu TN, Akalin I, Bedir A
(2010). Propolis Ekstraktlarinin Fibroblast Hiicre Serilerinde H20:2 ile Uyarilmis
DNA Hasar1 (Genotoksisite) Uzerine Etkisinin Comet Assay Yontemi ile
Aragtirtlmast. 22. Ulusal Biyokimya Kongresi, Eskigehir, 27-30 Ekim 2010, 147.
Cakiroglu TN, Deger O, Aliyazicioglu Y, Alver A, Barlak Y, Turan I, Demir S
(2010). Cesitli Coziiciilerde Tiirk Propolisinin Coziiniirliigiiniin Incelenmesi. 22.
Ulusal Biyokimya Kongresi, Eskisehir, 27-30 Ekim 2010, 150.

Turan I, Demir S, Cakiroglu TN, Misir S, Aliyazicioglu Y, Deger O (2011). Tiirk
Propolisinin Farkli Konsantrasyonlardaki Etanolik Ekstraktlarinin DNA Hasari
Iyilesme Zamam Uzerine Etkisinin Incelenmesi. 23. Ulusal Biyokimya Kongresi,
Adana, 29 Kasim-2 Aralik 2011, 115.

Cakiroglu TN, Deger O, Karakas S, Akbulut K (2013). Tiirk Propolisinin
Metanollii Ekstraktinin Antioksidan Aktivitesi. Saglikta Inovasyon Calistay:
“Universiteden Sanayiye”’, Izmir, 16-17 Mayis 2013, 90.

Cakiroglu TN, Deger O, Akbulut K (2013). Polen ve Propolisin Polimorfo
Niikleer Lokositlerde Hidroksil Radikali Temizleme Aktivitesi Uzerine Etkileri.
25. Ulusal Biyokimya Kongresi, Izmir, 3-6 Eyliil, 2013, 165.

Akbulut K, Kulaksiz Deger B, Deger O, Imamoglu M, Demir S, Cakiroglu TN,
Ayar A (2014). Effect of Water Extract of Turkish Propolis on Intracellular
Calcium and Hydrogen Peroxide Levels in Human Laryngeal Epidermoid
Carcinoma Cell Lines (HEP-2). IFCC WorldLab, Istanbul, Turkey, 22-26 June
2014, 1395.

101



10.

11.

Cakiroglu TN, Deger O, Akbulut K, Demir S (2014). Effect of Propolis Extracts
on Cathepsin Secretion from KML-62 Cell Lines. IFCC WorldLab, Istanbul,
Turkey, 22-26 June 2014, 1413.

Cakiroglu TN, Deger O, Yasar A, Akbulut K (2015). Erzurum Propolisi Etanollii
Ekstraktinin Bilesenlerinin Farkli Kolonlarda GC-MS ile Belirlenmesi. 27. Ulusal
Biyokimya Kongresi, Antalya, 3-6 Kasim 2015, 135.

Akbulut K, Ghanbar1 Taghiabad J, Deger O, Demir S, Sentiirk A, Cakiroglu TN
(2015). Tiirk Propolisinin Sulu Ekstraktinin HEp-2 Hiicre Serilerinde Hiicreigi
SOD ve CAT Diizeylerine Etkisi. 27. Ulusal Biyokimya Kongresi, Antalya, 3-6
Kasim 2015, 331.

Cergiler S, Deger O, Akbulut K, Demir S, Deger Kulaksiz B, Cakiroglu TN
(2016). Effect of Water Extract of Turkish Propolis on Mitochondrial Membrane
Potential in Human Laryngeal Epidermoid Carcinoma Cell Lines. The FEBS
Journal Volume 283 Supplement 1 September 2016, 252.

Cakiroglu TN, Deger O, Yasar A, Akbulut K (2016). Identification of Water
Extract of Propolis Components by Using Different Columns in Gas
Chromatography-Mass Spectrometry. The FEBS Journal Volume 283 Supplement
1 September 2016, 390.

BURSLAR

1.

TUBITAK 3001-Baslangic Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi (Doktora
Ogrencisi-Ucretli Calisan)

102






	İçindekiler-TNÇ
	Asıl Tez-Tuğba Ç.

