
 

 

 

 

 

 

 

TÜRKİYE CUMHURİYETİ 

KARADENİZ TEKNİK ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

TIBBİ BİYOKİMYA ANABİLİM DALI  

 

 

 

 

TÜRK PROPOLİSİNİN ÇEŞİTLİ SİRKELERDE 

ÇÖZÜNÜRLÜĞÜNÜN İNCELENMESİ 
 

 

 
Berra KARTAL 

 

 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

Prof. Dr. Orhan DEĞER 

 

 

  

TRABZON-2019 





 

 

 

 

 

 

 

TÜRKİYE CUMHURİYETİ 

KARADENİZ TEKNİK ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

TIBBİ BİYOKİMYA ANABİLİM DALI  

 

 

 

 

TÜRK PROPOLİSİNİN ÇEŞİTLİ SİRKELERDE 

ÇÖZÜNÜRLÜĞÜNÜN İNCELENMESİ 
 

 

 
Berra KARTAL 

 

 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

Prof. Dr. Orhan DEĞER 

 

 

  

TRABZON-2019 





BEYAN

Bu tez çalışmasının KTÜ Sağlık Bilimleri Enstitüsü tez yazım kılavuzu

standartlarına uygun olarak yazıldığını, tezin akademik ve etik kurallara bağlı kalınarak

gerçekleştirilmiş özgün bir bilimsel araştırma eserim olduğunu, tezde yer alan ve bu tez

çalışmasıyla elde edilmeyen tüm bilgi ve yorumlara kaynak gösterdiğimi ve kaynakların

kaynaklar listesinde yer aldığını, tezin çalışılması ve yazımı aşamalarında patent ve telif

haklarını ihlal edici bir davranışımın olmadığını beyan ederim.

Tarih: 16/10/2019

Berra KARTAL



TEŞEKKÜR

Yüksek Lisans tezi olarak sunduğum bu çalışmada bilgi ve tecrübelerinden

faydalandığım, tez çalışmam süresince her aşamada göstermiş olduğu hoşgörü, sabır ve

desteğinden dolayı değerli danışman hocam Sayın Prof. Dr. Orhan DEĞER’e,

Yüksek Lisans eğitimimde emekleri geçen Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı

öğretim üyeleri Sayın Prof. Dr. Asım ÖREM, Prof Dr. S. Caner KARAHAN, Prof. Dr.

Yüksel ALİYAZICIOĞLU, Prof. Dr. Birgül KURAL, Prof. Dr. Ahmet ALVER, ve Dr.

Öğretim Üyesi Fulya BALABAN YÜCESAN’a,

Anabilim Dalımızdaki tüm araştırma görevlisi, yüksek lisans ve doktora

öğrencisi arkadaşlarıma, KTÜ Sağlık Bilimleri Enstitüsü ailesine,

Son olarak da beni bugünlere getiren, hayatım boyunca destekleri ve sevgileri ile

hep yanımda olduklarını hissettiğim aileme ve sevgili eşime en içten duygularımla

teşekkür ederim.

Berra KARTAL



vi

İÇİNDEKİLER

Sayfa

İÇ KAPAK SAYFASI

KABUL ve ONAY

BEYAN

TEŞEKKÜR

İÇİNDEKİLER vi

TABLOLAR DİZİNİ viii

ŞEKİLLER DİZİNİ ix

RESİMLER DİZİNİ x

SİMGELER, KISALTMALAR ve FORMÜLLER DİZİNİ xi

ÖZET xiii

ABSTRACT xiv

1.GİRİŞ ve AMAÇ 1

2. GENEL BİLGİLER 3

2.1. Propolis 3

2.1.1. Propolisin Fiziksel Özellikleri 4

2.1.2. Propolisin Kimyasal Özellikleri 5

2.1.2.1. Fenolik Bileşikler (Polifenoller) 7

2.1.2.2. Flavonoidler 9

2.1.3. Propolisin İçerisinde Bulunan Bileşenlerin Biyolojik Aktivitesi 12

2.1.4. Propolisin Antioksidan Aktivitesi 14

2.1.5. Propolisin Farklı Çözücülerle Ekstraksiyonu 15

2.2. Sirke 16

2.2.1. Üzüm Meyvesi 17

2.2.2. Elma Meyvesi 17

2.2.3. Nar Meyvesi 17

3. GEREÇ ve YÖNTEM 18

3.1. Gereçler 18

3.1.1. Araştırmanın Özellikleri 18

3.1.2. Kullanılan Cihazlar ve Laboratuvar Aletleri 18

3.1.3. Kullanılan Kimyasal Malzemeler 19





vii

3.2. Yöntemler 19

3.2.1. Propolis Örneğinin ve Sirkenin Temini 19

3.2.2. Propolis Ekstraktlarının Hazırlanması 20

3.2.3. Sirke Örneklerinin Hazırlanması 20

3.2.3.1. Elma Sirkesinin Hazırlanması 20

3.2.3.2. Üzüm Sirkesinin Hazırlanması 21

3.2.3.3. Nar Sirkesinin Hazırlanışı 21

3.2.4. Ekstraktlardaki Toplam Polifenol İçerik Tayini 22

3.2.5. Ekstraktlardaki Toplam Flavonoid İçerik Tayini 23

3.2.6. Ekstraktlardaki Demir (Fe+3) İndirgeyici Güç Tayini 25

3.2.7. İstatistiksel Yöntemler 28

4. BULGULAR 29

4.1. Ekstraktlarda Toplam Polifenol İçerik Tayini Sonuçları 29

4.2. Ekstraktlarda Toplam Flavanoid İçerik Tayini Sonuçları 31

4.3. Ekstraktlarda Demir (Fe+3) İndirgeyici Güç Tayini Sonuçları 33

5. TARTIŞMA ve SONUÇ 35

6. KAYNAKLAR 40

ÖZGEÇMİŞ 49



viii

TABLOLAR DİZİNİ

Tablo No Sayfa

Tablo 1. Propolis yapısında bulunan ana bileşenler 6

Tablo 2. Farklı coğrafyadan toplanan propolis örneklerinin bitkisel kaynakları

ve bileşenleri 7

Tablo 3. Flavonoid türleri ve bulundukları besin kaynağı 11

Tablo 4. Propolisin kimyasal bileşenleri ve biyolojik etkileri 13

Tablo 5. Çalışmada kullanılan cihazlar ve laboratuvar aletlerinin üretici

firmaları 18

Tablo 6. Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler, üretici firma ve ürün

kodları 19

Tablo 7. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam polifenol içeriğinin

belirlenmesi 22

Tablo 8. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam flavonoid içeriğinin

belirlenmesi 24

Tablo 9. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki demir (Fe+3) indirgeyici

güç belirlenmesi 27

Tablo 10. Toplam polifenol içeriğinin ikili karşılaştırılmalarındaki istatistiksel

değerler 30

Tablo 11. Toplam flavonoid içeriğinin ikili karşılaştırılmalarındaki istatistiksel

değerler 32

Tablo 12. Demir (Fe+3) indirgeyici gücün ikili karşılaştırılmalarındaki

istatistiksel değerler 34



ix

ŞEKİLLER DİZİNİ

Şekil No Sayfa

Şekil 1. Propolisin biyolojik özellikleri 4

Şekil 2. CAPE’nin kimyasal yapısı 8

Şekil 3. Flavonoidlerin genel yapısı 9

Şekil 4. Propoliste bulunan bazı flavonoidlerin kimyasal yapısı 10

Şekil 5. Flavonoidlerin metalleri şelatlama bölgeleri 11

Şekil 6. Toplam polifenol içerik tayini için gallik asit standart grafiği 23

Şekil 7. Toplam flavonoid içerik tayini için kuersetin standart grafiği 25

Şekil 8. Demir (Fe+3) indirgeyici güç tayini için troloks standart grafiği 28

Şekil 9. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam polifenol içerik

miktarları 29

Şekil 10. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam flavonoid içerik

miktarları 31

Şekil 11. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki demir (Fe+3) indirgeyici güç

miktarları 33



x

RESİMLER DİZİNİ

Resim No Sayfa

Resim 1. Topak halindeki propolis örneği 5

Resim 2. Hazırlanan organik sirke çeşitleri 21



xi

SİMGELER, KISALTMA ve FORMÜLLER DİZİNİ

Kısaltmalar

TÜS Ticari üzüm sirkesi

TES Ticari elma sirkesi

TNS Ticari nar sirkesi

OÜS Organik üzüm sirkesi

OES Organik elma sirkesi

ONS Organik nar sirkesi

BS Beyaz sirke

AA Asetik asit

Mg Magnezyum

Ca Kalsiyum

K Potasyum

Na Sodyum

Cu Bakır

Zn Çinko

Mn Mangan

Fe Demir

CAPE Kafeik asit fenetil esteri

ROT Reaktif oksijen türleri

RNT Reaktif  nitrojen türleri

DMSO Dimetil sülfoksit



xii

Formüller

AlCl3 Alüminyum klorür

Al(NO3)3 Alüminyum nitrat

Al(NO3)3.9H2O Aluminyum nitrat nonahidrat

CH3OH Metanol (Metil alkol)

FeCl3 Demir (III) klorür

H3P[W3O10]4 Fosfotungustik asit

KCH3COO Potasyum asetat

K3Fe(CN)6 Potasyum hekzasiyanoferrat (III)

Na2CO3 Sodyum karbonat

NaH2PO4.2H2O Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat

Na2HPO4.2H2O Disodyum hidrojen fosfat dihidrat

TCA Trikloroasetik asit



xiii

ÖZET

Türk Propolisinin Çeşitli Sirkelerde Çözünürlüğünün İncelenmesi

Propolis, bal arıları tarafından ağaç ve bitkilerden toplanılarak oluşturulan, doğal,

son derece kompleks içeriğe sahip reçinemsi bir arı ürünüdür. Flavonoidler ve fenolik

bileşikler propolisin biyolojik aktivitesinden sorumlu olan ana bileşenlerdir ve toplanılan

bölgeye göre çeşitlilik göstermektedir. Sirke, üzüm, elma gibi şekerli meyvelerin öncelikle

alkolik fermantasyonla etanole, daha sonra etanolün asetik asit bakterileri tarafından asetik

asite yükseltgenmesiyle oluşan çözeltidir. Propolis ham halde kullanamadığından dolayı,

çeşitli ekstraksiyon işlemlerinden geçirildikten sonra kullanılmalıdır. Farklı çözücüler

farklı bileşenleri ekstrakte edeceği için propolis ekstraksiyon yöntemi, propolisin

aktivitesini etkilemektedir. Propolisi ekstrakte etmek için su, metanol, etanol, kloroform,

diklorometan, eter ve aseton gibi çeşitli çözücüler kullanılmaktadır. Bu çalışmada

Türkiye’nin çeşitli bölgelerinden toplanan propolisin, organik üzüm, elma, nar sirkesi ve

ticari üzüm, elma, nar ayrıca beyaz sirke ile ekstraktları hazırlanılarak toplam polifenol,

flavonoid içerik ve demir indirgeyici güç tayinleri yapılarak propolisin hangi sirke

içerisinde en iyi çözündüğünün belirlenmesi amaçlanmıştır.

Çalışmanın sonucunda, propolisin en iyi antioksidan etkiyi organik üzüm sirke

çözücüsünde gösterdiği, bunu sırasıyla beyaz sirke, ticari üzüm sirkesi, ticari elma sirkesi,

organik nar sirkesi, ticari nar sirkesi ve organik elma sirkesinde çözücüsünde olduğu

sonucuna varılmıştır.

Anahtar Kelimeler: Asetik asit, Antioksidan, Polifenol, Propolis
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ABSTRACT

Investigation of the Solubility of Turkish Propolis in Various Types of Vinegar

Propolis is a natural, highly complex resinous bee product produced by honey bees

collected from trees and plants. The main constituents responsible for it’s biological

activity are flavonoids and phenolic compounds and vary according to the collected region.

Vinegar is a solution obtained by oxidation of sugary fruits such as grapes, apples to

alcoholic fermentation in the first stage, then acetic acid. Propolis is not used in its raw

form. Therefore, propolis should be used after various extraction. The propolis extraction

method affects the activity of propolis because various solvents will extract different

components. Various solvents such as water, methanol, ethanol, chloroform,

dichloromethane, ether and acetone are used to extract the propolis. The purpose of this

study is to extract propolis which is collected from various regions of Turkey by apple,

grape and pomegranate vinegars produced naturally and the same types of vinegar  bought

commercially.Thus, the solubility of polyphenols and flavonoids responsible for

antioxidant activity, concentration of total polyphenols, flavonoid and iron reducing power

in extracts by vinegars propolis will be examined and then compared.

As a result of the study, the best antioxidant propertiy of propolis is found best in

that of dissolved in organic grape vinegar, It was concluded that it was soluble in white

vinegar, commercial grape vinegar, commercial apple vinegar, organic pomegranate

vinegar, commercial pomegranate vinegar and lastly organic apple vinegar, respectively.

Keywords: Acetic acid, Antioxidant, Polyphenol, Propolis
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1. GİRİŞ ve AMAÇ

Bal arıları tarafından ağaç, bitki ve bunların salgılarından toplananarak oluşturulan

propolis son derece kompleks içeriğe sahip reçinemsi bir arı ürünüdür. Arılar doğadan

topladıkları bu maddeleri kendi enzimlerinde harmanlayıp daha sonra balmumu ile

karıştırırlar (1, 2). Bal arıları propolisi, kovandaki çatlakları kapatmada, kovanı dış

istilacılardan, zorlu hava koşullarından ve kendilerini enfeksiyonlardan korumak için

kullanırlar (3, 4). Propolis fiziksel olarak düşük sıcaklıklarda kırılgan ve serttir, artan

sıcaklıkla yumuşak ve yapışkan bir hal alır (5). Propolis yapısı genellikle %50 reçine ve

bitkisel balsam, %30 mum, %10 esansiyel ve aromatik yağlar, %5 polen ve %5 diğer

organik bileşenlerden oluşur Geleneksel olarak yüzyıllardır kullanılan propolis

antioksidan, antikanser, anti-inflamatuar, antifungal, antibakteriyel, antimutajenik gibi

önemli biyolojik etkilerinden dolayı bir çok araştırmacının ilgisini çekmeyi başarmıştır (6).

Propolis yapısında pinosembrin, akasetin, krisin, rutin, kateşin, naringenin,

galangin, luteolin, kaempferol, apigenin, mirisetin, kuersetin gibi flavonoidleri; kafeik asit

ve sinnamik asit başta olmak üzere çeşitli fenolik asitleri içermektedir. Ayrıca propolis B1,

B2, B6, C, E gibi vitaminleri içermekle birlikte, magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca),

potasyum (K), sodyum (Na), bakır (Cu), çinko (Zn), mangan (Mn) ve demir (Fe) gibi

mineralleri bulundurmasından dolayı oldukça önemlidir (7).

Propolisin yapısı bitki kaynağı, iklim gibi çevresel faktörlere bağlı olarak

değişmektedir ayrıca önemli bitkisel kaynaklarını, kavak, kızılağaç, huş ağacı, kestane,

dişbudak, çam ve söğüt türleri oluşturmaktadır (8). Propolisin kimyasal yapısı, toplanılan

bölgenin karakteristik çevresel faktörlerine bağlı olarak değişkenlik göstermesinden dolayı

sabit bir formülü yoktur (9).

Fenolik bileşikler, bitkilerde koku, renk ve tat gibi önemli özellikler katmakla

birlikte oksidatif stres ile ilişkili hastalıkların etkilerini azaltıcı etki gösterdiği bilinmektedir

(10). Flavonoidler, kanser gibi önemli hastalığın etkilerini azaltıcı yönde etki etmesinden

dolayı canlılar için ayrı bir önem arz etmektedir (11).

Propolis ham halde kullanılamadığından çeşitli ekstraksiyon işlemlerinden

geçirildikten sonra kullanılmalıdır. Yapılan çalışmalarda propolisin biyolojik aktivitesi,

değişen konsantrasyonlardaki çözücülere bağlı olduğu belirtilmiştir. Yaygın olarak

kullanılan çözücüler etanol, metanol ve sudur (12). Propolisin etanollü ektraktı yaygın

olarak bilinmektedir fakat alkollü ekstraktların canlılar için zararlı olması ve sınırlı dozda
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kullanılmasından dolayı farklı çözücü arayışına girilmiş ve bunun sonucunda, propolisin

yağlı ekstraktının alternatif olacağı belirtilmiştir (13).

Sirke, elma, üzüm, nar gibi meyvelerin ilk aşamada alkolik fermantasyonla etanole

daha sonra asetik asit bakterileri tarafından etanolün asetik asite yükseltgenmesidir (14).

Sirke içeriği, %80`inin sudan ve %20`sinin ise organik asitler, alkoller, polifenoller, amino

asitlerden oluştuğu bilinmektedir (15).

Bu çalışmadaki amacımız, Türkiye’nin çeşitli bölgelerinden toplanan propolisi;

doğal olarak ürettiğimiz elma, üzüm ve nar sirkesi ile ticari olarak satın alınan elma, üzüm,

nar ve beyaz sirke çözücülerinde ekstrakte etmek, ekstraktlarda çeşitli antioksidan

parametreleri tayin etmek ve bunları birbiri arasında kıyaslamaktır.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Propolis

Yüzyıllardır kullanılan ve doğal bir ürün olan propolis; bal arılarının (Apis

mellifera) ağaç, bitki ve bitki salgılarından toplayarak oluşturduğu, kimyasal yapısı

toplanan bölgeye göre çeşitlilik gösteren kompleks, reçinemsi bir arı ürünüdür (1). Propolis

sözcük olarak eski Yunan’ da pro- ‘giriş’ ve –polis ‘şehir’ kelimelerinin bir araya

getirilmesiyle oluşturulmuş ve ‘şehrin ya da kovanın savunması’ anlamında kullanılmıştır

(16). Propolis eski çağlardan beri farklı uygarlıklar tarafından farklı amaçlar kullanılmıştır.

Yunanlılar tarafından ilk kez keşfedilen propolis, doğal antibiyotik olarak kullanılırken,

Mısırlılar ölülerini mumyalayarak, uzun süre bozulmadan muhafaza etmişlerdir. Halk

arasında soğuk algınlığı, yara ve ülser gibi hastalıkların tedavisinde propolisi sıkça

kullanmışlardır (17).

Günümüzde ise reçinemsi bir arı ürünü olan propolisin sitotoksik, antibakteriyel,

nöroprotektif, antiviral, antikanser, anti-inflamatuar, antioksidan, antifungal gibi önemli

biyolojik etkilerinden dolayı giderek önemi artmakla birlikte dünya çapında tamamlayıcı

tıpta kullanımı yaygınlaşmaktadır. Propolisin yapısındaki farklı birleşenlerin karakteristik

biyolojik etkisi birçok araştırmacının ilgisini çekmeyi başarmıştır (5, 18). Propolisin

biyolojik özellikleri Şekil 1’de gösterilmiştir.

Arılar, çeşitli bitkilerden topladıkları reçinenin bir kısmını kendi tükürüklerinde

bulunan α-glikozidaz enzimlerinde sindirirler ve son ürünü oluşturmak için balmumu ile

karıştırırlar ve oluşturdukları bu materyali farklı amaçlar için kullanırlar (17, 20). Bal

arıları propolisi, petek yapımında ayrıca kovan içindeki delikleri ve çatlakları kapatarak,

kovanı ve ortamda bulunan arıları; mikroorganizma, olumsuz hava koşulları ve dışarıdan

gelen istilacılara karşı korurlar (21). Bal arıları kovanda bir ölü ile karşılaştıkları zaman

ölünün zamanla oluşturacağı zararlı mikroorganizma ve enfeksiyonlara karşı ortamda

bulunan diğer arı ve larvaları korumak için ölüyü mumyalar ve bu şekilde bozulmadan

uzun süre muhafaza ederler (3, 22).
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Şekil 1. Propolisin biyolojik özellikleri (Khurshid’den, 19)

Propolis önemli farmakolojik etkiletinden dolayı yeni ilaçların tasarlanmasında

araştırmacılara ilham vermektedir. Propolis günümüzde ticari olarak; kapsül, tablet, diş

macunu, yüz kremi, losyon, sabun, gargara ve pastil olarak piyasada bulunmaktadır (23,

24).

2.1.1. Propolisin Fiziksel Özellikleri

Propolisin doğal, hoş bir kokusu vardır. Rengi, kimyasal içeriğine bağlı olarak sarı,

yeşil, kırmızı ve koyu kahverengiye kadar değişebilen geniş bir renk skalasına sahiptir.

Propolisin sahip olduğu bu karakteristik özellikler propolisin bitki kaynağı, iklim ve

depolanma süresi gibi faktörlere bağlı olarak değişmektedir (20). Propolis 10⁰C’nin altında

sert ve kırılgandır. 60-69⁰C’de erime noktasına sahip olup daha yüksek sıcaklıklarda ise

yumuşak ve yapışkan hal almaktadır (17).

Yüksek sıcaklıklarda propolis yapışkan bir hal almasından dolayı işlenmesi

güçleşir ve insan derisindeki yağ ve proteinlerle kolay etkileştiğinden deriden

uzaklaştırılması zordur. Propolisin uzun süre saklanabilmesi ve kolay işlenebilmesi için

derin dondurucuda dondurularak muhafaza edilmelidir (17). Topak halindeki propolis

örneği Resim 1’de gösterilmiştir.

Propolis

Anti-
bakteriyal

Anti-
kanser

Anti-viral

Anti-
fungal

Anti-
inflamatu

ar

Yara
iyileştirici
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Resim 1. Topak halindeki propolis örneği (25)

Propolis yapısından dolayı ham halde direkt kullanılamadığından çeşitli

çözücülerde çözündükten sonra kullanılması gerekir. Böylece inert maddeler

uzaklaştırılarak polifenolik kısımlar korunur (26).

2.1.2. Propolisin Kimyasal Özellikleri

Propolisin kimyasal yapısı, toplanılan bölgenin bitki türü, mevsim, iklim, rakım

gibi karakteristik çevresel faktörlere bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (27).

Ham propolis bileşiminin, sıklıkla %50 reçine ve bitkisel balsamdan (biyolojik

olarak aktif bileşikler), %35 mumlardan (çoğunlukla balmumu ve bazı bitkisel tozlardan)

%5-10 esansiyel ve aromatik yağlar %5 polen ve diğer organik maddelerden oluştuğu

bilinmektedir (28-30). Propolisin yapısında, polifenoller (fenolik asitler) ve bunların

esterleri, alkoller, fenolik aldehitler, kumarinler, ketonlar, steroidler, amino asit ve

inorganik bileşikler gibi 300’den fazla farklı bileşen bulunmaktadır (6). Tablo 1’de

propoliste bulunan ana bileşenler ve bu bileşenlerin miktarları gösterilmiştir.
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Tablo 1. Propolis yapısında bulunan ana bileşenler (Cuesta’dan, 31)

Bileşenler Ana maddeler Miktar

Reçine

Flavonoidler

Fenolik asitler ve esterler

Terpenler

Kumarinler

% 45-55

Mum ve yağ
asitleri

Doymamış yağ asitleri %25-35

Esansiyel yağlar Uçucu bileşenler %5-10

Polen

Serbest amino asitler

Proteinler,

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

%5

Diğer maddeler

Kinonlar

Steroidler

Şekerler

Laktonlar

Ketonlar

Eser elementler (Fe, Zn, Al, Cu, Mn, Cu, Ag, Ca, Co, vs)

%5

Propolisin çeşitli ekstraktlarında; pinosembrin, akasetin, mirisetin, krisin, rutin,

naringenin, galangin, luteolin, kaemferol, kateşin, apigenin ve kuarsetin yanında ayrıca,

sinnamik asit ve kafeik asit gibi fenolik asitler tespit edilmiştir (32).

Propolis yapısında Mg, Ca, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi elementleri ve daha

düşük miktarda B1, B2, B6, C ve E gibi önemli vitaminleri ayrıca; alanin, serin, lösin,

lizin, histidin, arjinin ve glutamik asit gibi amino asitleri kapsamaktadır (33).

Farklı coğrafik bölgelerde bulunan propolisin farklı kimyasal bileşimi olmasından

dolayı biyolojik aktivitesi de buna bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. Aynı ülkenin

farklı bölgelerinde bulunan propolisin kimyasal yapısı birbirinden farklıdır ve bundan

dolayı sabit bir kimyasal formülü yoktur (9). Propolisin en önemli bitkisel kaynağını;

kavak, huş, kızılağaç, dişbudak, kestane, söğüt ve çam ağaçları oluşturur (8). Tablo 2’de

farklı coğrafyadan toplanan propolis örneklerinin bitkisel kaynakları ve bileşenleri

verilmiştir.
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Tablo 2. Farklı coğrafyadan toplanan propolis örneklerinin bitkisel kaynakları ve

bileşenleri (Daugsch’ dan, 34; Çakıroğlu’dan, 35)

Propolis türü Coğrafi Bölge Bitkisel Kaynak Ana Bileşen

Kavak

Avrupa, Kuzey Amerika,

Asya, Yeni Zelanda, Çin

Populus
Aigeiros, P. niga L.

Flavonlar ve flavanonlar

(pinobanksin, pinobanksin-3-

O-asetat,

krisin, galangin), sinamik asit

(kafeik asit) ve esterleri

Yeşil Brezilya Brezilya Baccharis
B.dracunculifolia DC

ρ-kumarik asitler, diterpenik

asitler

Huş Ağacı Rusya Betula verrucosa Ehrh. Flavonlar ve flavonoller:

akasetin, apigenin, ermanin,

kaempferid

Kırmızı Propolis Küba, Brezilya, Meksika D. ecastophyllum
ve Dalbergia

İzoflavonlar

Akdeniz Sicilya, Yunanistan, Girit, Cupressaceae Diterpenler

Clusia Venezuela, Küba Clusia Poliprenillenmiş
benzofenonlar

Pasifik Pasifik bölgesi

(Okinawa, Tayvan,

Endonezya)

Macaranga tanarius Flavanon

Türk Türkiye’nin çeşitli bölgeleri - Kafeik asit fenetil esteri,

krisin, pinosembrin, galangin

Propolisin karakteristik yapısındaki bileşenlerin tayin edilmesi için farklı ayırma ve

saflaştırma yöntemleri kullanılmıştır. Bunlar; yüksek basınçlı sıvı kromatogafisi, ince

tabaka kromatogafisi, gaz kromatogafisi, kütle spektroskopisi, gaz kromatogafisi-kütle

spektroskopisi gibi yöntemleri kapsar (36, 37).

2.1.2.1. Fenolik Bileşikler (Polifenoller)

Fenolik bileşikler birçok bitkide koku, renk ve tattan sorumlu bileşenler olup

ürünlerin kalitesini etkileyen aynı zamanda oksidatif stres ile ilişkili hastalıkların

önlenmesinde rol oynayan önemli bileşenlerdir (10). Polifenoller, benzen halkası, buna

bağlı karboksil ve en az iki ve ya daha fazla hidroksil guplarından oluşan bileşiklerdir.

Fenolik bileşiklerin antioksidan etkisi, yapısında bulunan hidroksil gurupları sayısı,

konumu ve bunların sterik etkisiyle ilişkilidir (38).



8

Fenolik bileşikler; fenolik asitler ve flavonoidler olmak üzere ikiye ayrılırlar (39).

Önemli fenolik bileşikler; ferulik asit, vanilin, benzilalkol, benzoik asit, kafeik asit,

sinnamik alkol ve sinnamik asittir (40). Propolisin biyolojik aktivitesinden sorumlu başlıca

bileşenler fenolik yapısında bulunan flavonoidlerdir (6). Fenolik bileşikler koruyucu

etkilerini, ekzojenik olan antioksidanlar (tokoferol ve askorbik asit) gibi oksidasyon

reaksiyonlarını katalizleyen metalleri şelatlayarak gösterirler (40). Fenolik bileşiklerin

başka bir fonksiyonu, pro-oksidatif α-tokoferol radikallerini stabilize etmektir. İn vitro ve

in vivo yapılan çalışmalarda propolisin yapısındaki yüksek miktarda bulunan fenolik

bileşiklerin antioksidan özlliklerinden dolayı kalp, kanser gibi önemli hastalıkların

ilerlemesini önleyerek koruyucu etki gösterdiği belirtilmiştir (41).

Önemli bir fenolik bileşen olan kafeik asit fenetil esteri (CAPE) bileşiği ile ilgili

geniş ölçüde araştırmalar yapılmış ve antioksidan, immünomodilatör, anti-inflamatuar,

antiviral, antimetastatik gibi önemli biyolojik etkileri olduğu belirtilmiştir (42). CAPE’nin

kimyasal yapısı Şekil 2’de gösterilmiştir.

Şekil 2. CAPE’nin kimyasal yapısı (Huang’dan, 43)

Ayrıca CAPE bileşiği, oksidatif strese bağlı oluşan kanser hastalığının tedavisi için

uygulanacak ilaçların tasarlanmasında önemli bir farmakolojik bileşen olması sebebiyle

araştırmacıların ilgisini çekmeyi başarmıştır (42).
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2.1.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler, çeşitli meyve ve sebzelerin yapısında bulunan düşük molekül ağırlıklı

bileşiklerdir (44, 45). Flavonoidlerin, 15 karbon atomu içeren 2-fenil benzopiran

(difenilpropan) yapısı (C6-C3-C6) ile gösterilir ve bu yapıları sebebiyle polifenolik

bileşikler olarak adlandırılırlar (46). Fenil benzopiran yapısı A, B, C halkalarından

meydana gelmiştir. A halkası glukoz metabolizması sonucu oluşan asetil koenzim A’nın

kondenzasyonuyla B ve C halkaları ise glukoz metabolizması sonucu oluşan sinnamik asit

gibi fenil propanoid bileşiklerinden oluşmuştur (47). Flavonoidlerin genel yapısı Şekil 3’

de gösterilmiştir.

Şekil 3. Flavonoidlerin genel yapısı (Kumazawa’dan, 48)

Fenil benzopiran yapısının farklı karbon atomlarına bağlanan hidroksil (-OH)

gupları çeşitli yapılardaki flavonoidleri meydana getirmiştir (49). Kimyasal yapılarına göre

propolis içerisinde bulunan flavonoidler altı guruba ayrılırlar. Bunlar; flavanonlar,

flavanoller, flavonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler ve kateşinlerdir (11). Şekil 4’de

propolis içerisinde bulunan bazı flavonoidlerin kimyasal yapıları gösterilmiştir.
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Şekil 4. Propoliste bulunan bazı flavonoidlerin kimyasal yapısı (Nolkemper’den, 50)

Flavonoidler antioksidan ve serbest radikalleri yakalama gibi önemli özelliğe

sahiptir (51). Bu spesifik etkilerini yapılarında bulunan;

· B halkasındaki o-dihidroksi (kateşol) grubu, reaktif oksijen türleri (ROT) ve

reaktif nitrojen türlerini (RNT) temizleme özelliğine sahiptir.

· C-2 ve C-3 karbon arasındaki çift bağ ve C halkasında 4-okso gubunun varlığı,

elektron delokalizasyonu için gerekmektedir.

· C-3 ve C-5 atomları yanındaki hidroksil grupları yüksek serbest radikal

temizleme ve metal şelatlama için gereklidir.

Bu üç grubun varlığı flavonoidlerin güçlü antioksidan aktivite göstermesini sağlar.

Bu yapısal özelliği en iyi propolisin bileşiminde bulunan kuersetin bileşiğinde görebiliriz

(52, 53).

Antioksidanlar aktivitelerini, ROT oluşumunu engelleyerek veya etkilerini

azaltarak gösterirler. Eksojen kaynaklı antioksidanlar, yediğimiz gıdaların birçoğunda

bulunmaktadır (53). Tablo 3’de gıdalarda bulunan flavonoid bileşikleri gösterilmiştir.
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Tablo 3. Flavonoid türleri ve bulundukları besin kaynağı (Hollman’dan, 54; Ren’den, 55)

Flavonoidlerin

sınıflandırılması Besin kaynağı Bileşik

Flavonlar Kekik, maydanoz Luteolin, apigenin, krisin

Flavonol

Lahana, brokoli

Elma, meyveler,  çay,

kırmızı
Şarap, kiraz, soğan

Kuersetin, kaemferol, rutin

mirisetin

Izoflavonlar Bakliyat, soya fasulyeleri Genistein, formanantin,

daidzein

Antosiyanidin Kiraz, üzüm

Kateşinler Elma, çay Kateşin, gallokateşin

Flavonoidlerin biyolojik etkileri oldukça geniştir. Antioksidan, anti-inflamatuvar,

antimutajenik ve antikanserojen etki göstermektedirler ayrıca ksantin oksidaz,

siklooksijenaz, lipoksijenaz ve fosfoinositid 3-kinaz gibi çeşitli enzimler için de güçlü birer

inhibitör oldukları bilinmektedir (56). Flavonoidlerin yapısındaki hidrojenlerin

ayrılmasıyla oluşan flavonoid radikalleri ortamda bulunan oksidasyon reaksiyonlarını

katalizleyen özellikle demir ve bakır gibi metalleri şelatlayarak kararlı hale geçmesiyle

etkilerini gösteririler (57). Şekil 5’de flavonoidlerin metalleri şelatlaması gösterilmiştir.

Şekil 5. Flavonoidlerin metalleri şelatlama bölgeleri (Kurek-Gorecka’dan, 58)
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Yapılan araştırmaya göre flavonoid yapısında olan krisin’in kanser hücrelerinin

büyümesini önlediği belirtilmiştir (59). Flavanoidlerle ilgili yapılan çalışmada; hücresel

yaşlanma, ateroskleroz, iskemik yaralanma, kardiyovasküler hastalıklar, vazodilatasyon,

inflamasyon, kanser, diyabet, Parkinson ve Alzheimer gibi önemli hastalıkları tedavi edici

etkisi olduğu belirtilmiştir (60, 61).

2.1.3. Propolisin İçerisinde Bulunan Bileşenlerin Biyolojik Aktivitesi

Yüzyıllardır doğadan toplanan propolisin halk arasında, sağlığı arttırıcı biyolojik

etkileri bilinmekte olup yaygın olarak kullanılmıştır (62). Propolis bileşenlerinin kimyasal

yapısını, toplanılan bölgenin karakteristik çevresel faktörler (toprak yapısı, iklim,

toplanılan mevsim) belirlerken buna bağlı olarak biyolojik aktivitesi de değişmektedir (63).

Flavonoidler ve fenolik bileşikler propolisin biyolojik aktivitesinden sorumlu ana

bileşenlerdendir (64). Flavonoidlerin canlılardaki biyokimyasal etkisi, serbest radikallerin

oluşturduğu zararlı etkileri azaltma veya ortadan kaldırmasıyla ilişkilendirilir (65).

Yapılan araştırmalarda propolisin biyolojik etkileri araştırılmış; antiviral,

antibakteriyel, antiparazit, anti-alerjik, antifungal, anti-ülser, radyasyon koruyucu,

antitümör, antimutajenik, anti-inflamatuar, karaciğer koruyucu, bağışıklık sistemi

düzenleyici, kas gevşetici, kıkırdak ve kemik dokularını iyileştirici, antiosteoporotik gibi

sağlık açısından önemli biyolojik etkileri olduğu belirtilmiştir (66). Propolisin yapısındaki

etken bileşenler biyokimyasal olarak; ağır metal iyonlarını bağlama, biyolojik polimerleri

bağlama, elektron taşınımını hızlandırma ve serbest radikallerin oluşturduğu zararlı

etkileri, önleyerek veya tamamen ortadan kaldırarak gösterirler (17). Propolisin etki

mekanizmasının önemli özelliklerinden biri de, vücudun ihtiyacı olan bakterilere zarar

vermeden enfeksiyonlara karşı, virüslerin ve zararlı bakterilerin saldırılarını önleyerek

koruyucu etki göstermeleridir (67). Propolisin kimyasal bileşenleri ve bunların biyolojik

etkileri Tablo 4’de verilmiştir.
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Tablo 4. Propolisin kimyasal bileşenleri ve biyolojik etkileri (Viuda-Martos’dan, 7)

Biyoaktif Bileşen Biyolojik Aktivite

Fenolik bileşenler

2,2-dimetil-8-prenilchroman Antimikrobiyal

4-hidroksi-3, 5-diprenil sinamik asit Antikanser

3-prenil sinamik asit alil esteri Antimikrobiyal

Kaempferide Antitümör, antikanser

Benzofuran Antifungal

Terpenoidler

İzokupressik asit, Antifungal

13C-symphyoreticulic asit, Antitümör

Uzun zincirli yağ asitlerinin esterleri Antioksidan, antitümör

Farnesol, seskiterpenoid Antifungal

Flavanoidler

Apigenin Anti-inflamatuvar

Akasetin Anti alerjik, antikanser

Kuersetin Antikanser, antialerjik

Galangin Antikanser, antioksidan

Pinosembrin Antimikrobial, antikancer

Krisin Anti-inflamatuar, antikanser

Fisetin Antibakteriyel, antialerji

Kafeik asit fenetil esteri Antitümör, antikanser

10-hidroksi-2-dekenoik asit Antibiyotik, antitümör

Pinobanksin Antioksidan

Hesperetin Anti-enflamatuar

Naringenin Nöroprotektif

Genistein Antikanser

Fenolik asitler

p-kumarik asit Antigenotoksik

Gallik asit Antianeksiolitik

Ellagik asit Kemopreventif, antiproliferatif

Ferulik asit Nöroprotektif, antioksidan
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Yapılan araştırmalarda propolisin bileşenlerinin biyolojik etkilerine bakılarak insan

vücudunda gastrointestinal, jinekoloji, onkoloji, dermatoloji, gastroenteroloji, akciğer gibi

önemli hastalıkları iyileştirici etkisi olduğu belirtilmiştir (7).

Propolis, günümüzde giderek etkisini kaybeden antibiyotiklerin yerini alabileceği

düşünülen, doğal bağışıklığı arttıran bir üründür. Propolisin %70’lik alkolde ekstrakte

edilmesiyle oluşan ekstraktın antibiyotiklerle birlikte kullanıldığında bu ilaçların etkisini

arttırdığı belirtilmiştir (67). Sağlık problemlerinin çözülmesinde farmokolojik etkisinin

bilinmesinden dolayı tıbbın alternatifi değil destekleyicisi niteliğine sahiptir (68).

2.1.4. Propolisin Antioksidan Aktivitesi

Biyolojik sistemlerde oksijenin büyük kısmı indirgenir. İndirgenmiş bu oksijen

türlerine ROT denir. Yüksek düzeyde aktif olan bu moleküller toksik maddeler

oluşturmaktadır. ROT hava kirliliği, sigara dumanı, kimyasal toksinler gibi etkilerden

kaynaklı olabilirler. ROT varlığı biyolojik sistemlerde önemli hasarlara yol açar. Oluşan

aktif oksijen grupları inhibe edilmediği taktirde lipidlerin, DNA, proteinlerin ve

karbohidrat yapılarının bozulmasıyla birlikte, hücre yapısı ve fonksiyonununda

bozulmasına neden olur (69). ROT’ların neden olduğu oksidatif stresin azaltılması veya

tamamen ortadan kaldırılması gerekir (70).

Antioksidanlar, ROT’un oluşturduğu zararlı etkileri yavaşlatarak veya tamamen

ortadan kaldırarak hücreleri oksidatif hasardan koruyan moleküllerdir (71). Propolisin

bileşiminde bulunan amino asitler, fenolik asitler, flavonoidler, terpenler, steroidler,

aldehitler ve ketonlar hücrelerin antioksidanları olup serbest radikallerin oluşturduğu

zararlı etkilerden hücreleri korurlar (72, 73).

Polen ve arı sütü ile karşılaştırıldığında propolisin daha yüksek antioksidan aktivite

gösterdiği belirtilmiştir (74). Ayrıca propolisin yapısında bulunan, kuersetin, kafeik asit,

rutin, pinosembrib, apigenin, krisin, galangin ve kaempferol gibi polifenolik yapıdaki

bileşenler de güçlü antioksidanlardır (75).

Oksidatif strese karşı antioksidan sistemler etkilerini göstermediği durumlarda

serbest radikallerin miktarında artış gözlenmesi sağlık açısından önemli sorunlara yol

açabilmektedir. Serbest radikallerin artışı gastrointestinal hastalıklardan infertiliteye,

kardiyovasküler hastalıklardan solunum ve boşaltım sisteminde bozukluklara kadar birçok

rahatsılığı arttırabilir. Serbest radikal seviyeleriyle doğrudan ilişkili olan bu hastalıkların
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önlenebilmesi için oksidan maddeler ile birlikte antioksidan maddelerin dengede olması

gerekmektedir (76).

Antioksidanlar, oksidanların neden olduğu zararları önlemek için dört şekilde etki

ederler (77). Bunlar;

1. Süpürücü (scavenging) etki: Antioksidanlar oksidanları daha etkisiz yeni

moleküllere çevirir.

2. Bastırıcı (quencher) etki: Flavonoidlerin yaptığı bu etki çoğunlukla,

oksidanlara H+ aktararak aktivitelerini azaltır veya tamamen ortadan kaldırır.

3. Onarıcı (repair) etki: Oksidatif hasar görmüş moleküllerin hasarlarını onarır.

4. Zincir kırıcı (Chain breaking) etki: Hemoglobin, vitamin ve mineraller

oksidanları kendilerine bağlayarak inaktif hale getirirler.

Propolis, DNA hasarına, lipid peroksidasyonuna ve proteinlerin çapraz

bağlanmasına neden olan ROT’ları ortamdan uzaklaştırarak hücreleri korur (78).

Antioksidanlar, serbest radikallerin oluşturduğu zararlı etkileri, enzimatik ve

enzimatik olmayan yolla sinerjik olarak gösterirler (79). Propolisin, yapısında bulunan

moleküllerin konfigürasyonu ve hidroksil gupların sayısına bağlı olarak antioksidan

aktivitesi de değişmektedir (80).

2.1.5. Propolisin Farklı Çözücülerle Ekstraksiyonu

Propolis fiziksel özelliklerinden dolayı ham halde kullanılamaz. Ham propolis

ekstraksiyon işlemi yapılmadan önce içerisindeki istenmeyen yabancı maddelerin

uzaklaştırılması gerekir (81). Propolisin ekstrakte edilmesinde kullanılacak çözücü,

biyoaktif bileşenlerin saf olarak elde edilmesi ve inert maddelerin uzaklaştırılması için

oldukça önemlidir (82).

Propolisin çözünürlüğünü artırmak için küçük parçalara ayrılmalı veya toz haline

getirilmelidir (83). Propolisi ekstrakte etmek için su, metanol, etanol, kloroform,

diklorometan, eter ve aseton gibi çeşitli çözücüler kullanılmaktadır (82).

Propolisin, su ve hidrokarbon çözücülerde az çözündüğü, metanol ve etanol gibi

alkollerde iyi çözündüğü ayrıca eter ve kloroformda tamamen çözündüğü bilinmektedir

(26). Biyolojik ölçümler için yaygın olarak kullanılan ve iyi bilinen çözücüler, su ve

değişen konsantrasyonlardaki etanol, metanoldür (12). Farklı çözücüler, farklı bileşenleri
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ekstrakte edeceği için propolisin aktivitesi de bu bileşenlere bağlı olarak değişiklik

gösterecektir (12).

Propolisin içerisindeki bileşenlerin çoğu lipofilik yapılıdır. Bu bileşikleri etanol

kullanarak ekstrakte etmek daha kolay olduğu için yaygın olarak etanollü ekstraktlar

kullanılmaktadır fakat alkollü ekstraktların sağlık açısından zararlı olması özellikle

(çocuklar ve hamileler) ve sınırlı dozda kullanılmasından dolayı bu tüketimi azaltmak için

farklı ekstraksiyon yöntemlerine başvurulmuştur. Bunun sonucu olarak gıda olarak

kullanılan bitkisel yağların, propolis çözünürlüğü için alternatif bir çözücü olarak

kullanılabileceği belirtilmiştir (13, 84).

2.2. Sirke

Kullanımı yaklaşık 10.000 yıl öncesine dayanan sirke, birçok uygarlık tarafından

farklı amaçlar için kullanılmıştır. Babiller 6. yüzyıla kadar meyve ve malt gibi çeşitli sirke

türlerini üretip, ilaç olarak kullanırken, Çin’de enfeksiyonları önlemek için ayrıca

Amerika’da yüksek ateş, karın ağrısı, ödem gibi hafif şiddetli hastalıkların tedavisinde

sirkeyi kullanmışlardır (85, 86).

Günümüzde ise sirke, sadece salatalarda ve yemeklerde değil aynı zamanda

mayonez, salça, salamura ve turşu gibi gıda maddelerinin yapımında da kullanılmaktadır

(85).

Sirke, fermente olabilen şekerlerin başlangıçta etanole dönüşmesi ve daha sonra

oluşan etanolün asetik asit bakterileri tarafından asetik asite yükseltgenmesidir (87, 88).

Sirke oluşum reaksiyonlar aşağıda gösterilmiştir (14).

Sirke eldesi:

C6H12O6→ 2C2H5OH+ 2CO2

İkinci aşamada üretilen bu alkol Acetobacter ve Gluconobacter gibi sirke (asetik

asit) bakterileri tarafından aerobik şartlarda asetik aside okside edilmektedir.

C2H5OH+ O2→ CH3COOH+ H2O

Sirke üretimi için genellikle malt, arpa, buğday, elma, üzüm, dut, yaban mersini,

bal, erik, armut, nar gibi bitki, meyve ve hayvansal kaynaklı ürünler kullanılmaktadır (89).

Sirke kimyasal bileşiminde alkoller, organik asitler, amino asitler, fenolik bileşikler

bulunmaktadır (15).
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Yapılan çalışmalarda sirkenin antioksidatif, antimikrobiyal, antiyabetik ve

antitümör gibi biyolojik etkileri olduğu belirtilmiştir ayrıca kan glukoz ve insülin

seviyesini azaltıcı, kan basıncını düzenleyici, kardiyovasküler hastalıkları ve karaciğer

yağlanmasını önleyici etkileri bulunmaktadır (85, 90-92).

2.2.1. Üzüm Meyvesi

Üzümde bulunan resveratrol sayesinde koroner kalp hastalıkları riskini azaltarak

kanser hücre oluşumunu engelleyen güçlü bir antioksidandır. Özellikle üzüm çekirdeği

ekstrelerinin ticari olarak satışına yönelik olarak üzüm meyvesine olan talep her geçen gün

artmaktadır (93).

2.2.2. Elma Meyvesi

Elmada bulunan antosiyanin, kateşin, kuersetin ve klorojenik asit gibi önemli

antioksidanlar bakımından oldukça zengindir. Elma en çok tüketilen meyvelerden olup,

kanser, kalp, lipid oksidasyonu, bağışıklık sistemi hasarı, astım ve diyabet gibi

hastalıkların riskini azaltan önemli bileşenleri içermektedir (94).

2.2.3. Nar Meyvesi

Narda bulunan elajitanenler, punikalagin, antosiyaninler, kateşinler gibi önemli

antioksidanlar bakımından oldukça zengindir. Yapılan çalışmalarda kanser dahil olmak

üzere oksidatif ve inflamatuar bozukluklara karşı geniş koruyucu etkiye sahip olduğu ifade

edilmiştir (95).
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3. GEREÇ ve YÖNTEM

3.1. Gereç

3.1.1. Araştırma Özellikleri

Çalışmaya 02.10.2018 tarihinde başlandı ve 31.08.2019 tarihinde bitirildi.

Araştırmanın bütün basamakları Karadeniz Teknik Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü

Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarında deneysel olarak yapıldı ve kullanılan

sirkeler dışında araştırmada kullanılan tüm cihaz ve malzemeler Karadeniz Teknik

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarından

temin edildi.

3.1.2. Kullanılan Cihaz ve Laboratuvar Aletleri

Çalışmada kullanılan cihaz ve aletler Tablo 5’de gösterilmiştir.

Tablo 5. Çalışmada kullanılan cihazlar ve laboratuvar aletlerinin üretici firmaları.

Kullanılan Cihazlar Üretici Firma

Buzdolabı (+4 ºC) Profilo BD4305ANFE

Çalkalayıcı Nüve, SL 350

Etüv Gallenkamp

İnkübatör Shel Lab Shaking Incubator, Heraeus

Hassas Terazi Mettler Toledo, AB204-S

Karıştıcı Ika Vortex Genius 3

Mikropleyt Okuyucu Molecular Devices Versamax

Manyetik Karıştırıcı Ikamag RH

Otomatik Pipet 0.5-10 μL Eppendorf

Otomatik Pipet 100-1000 μL Socorex

Otomatik Pipet 10-100 μL Socorex

Otomatik Pipet 1-5 mL Eppendorf

Otomatik Pipet 20-200 μL Eppendorf

Soğutmalı santrifüj Beckman Coulter Allega 64R

Santrifüj Eppendorf 5810

pH metre Hanna İnstruments HI 2211

Saf su cihazı GFL 2004
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3.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler

Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler Tablo 6’da verilmiştir.

Tablo 6. Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler, üretici firma ve ürün kodları

Kimyasal Maddeler Üretici firma ve ürün kodu

Potasyum hekzasiyanoferrat (III) Lancaster, 13746-66-2

Sodyum karbonat Lancaster, 13098

Demir (III) klorür Sigma, F7134

Gallik asit Sigma, G7384

Folin& Ciocalteu’s fenol reaktifi, 2N Sigma- Aldrich, F9252

Kuersetin dihidrat Fluka, 83370

Aluminyum nitrat nonahidrat Fluka, 06274

Troloks ((±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchromane-2 -carboxylic acid

Fluka, 56510

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat Merck, 1305445

Potasyum asetat Merck, 32043020

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck, 16290176

Trikloroasetik asit ABCR, AB119247

3.2. Yöntemler

3.2.1. Propolis Örneğinin ve Sirkelerin Temini

Propolis numuneleri Türkiye’nin çeşitli yörelerinden toplanarak temin edildi.

Propolisler kullanılıncaya kadar -200C’de muhafaza edildi.

Sirke olarak piyasada satılan üzüm (Kemal Kükrer, Eskişehir), elma (Kemal

Kükrer, Eskişehir), nar (Yedier, Niğde) ve beyaz sirke (Tarpak, İzmir) örnekleri Trabzon

ilinde bulunan bir aktardan temin edildi.
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3.2.2. Propolis Ekstraktlarının Hazırlanması

Derin dondurucuda -20°C’de dondurulan doğal propolis rendelenerek küçük

parçalar haline ayrıldı. Sirke örnekleri filtrasyon işleminden geçirildi. Rendelenen propolis

blendırda toz haline getirildi ve toz haline getirilen propolis hassas terazide 2’şer g tartılıp

50 mL’lik yedi ayrı falkon tüpüne aktarıldı. Her bir falkon tüpe 40’ar mL organik üzüm,

elma, nar, ticari üzüm, elma, nar ve beyaz sirke ayrıca %5’lik asetik asit (ticari sirkelerde

genellikle %5 asetik asit içeriği bulunduğundan) ilave edilerek sekiz ayrı çözücü ile

muamele edilen propolis örnekleri vortekslendi ve ardından çözünmesi için çalkalayıcı

inkübatöre konularak 60°C’de 150 rpm’de 24 saat boyunca boyunca sürekli çalkalanarak

inkübe edildi. 24 saatlik inkübasyondan sonra propolis eksraktları 3000 rpm’de 10 dakika

soğutmalı santrifüjde santrifüjlendi ve süzgeç kağıdında süzüldükten sonra ekstraktlar

kullanılmaya hazır hale getirildi. Böylece 50 mg/mL’lik organik üzüm, elma, nar, ticari

üzüm, elma, nar ve beyaz sirke ayrıca %5’lik asetik asitli stok propolis ekstraktları

hazırlanmış oldu ve gerekli denemelerde kullanılmak üzere buzdolabında +4⁰C’de

karanlıkta saklandı.

3.2.3. Sirke Örneklerinin Hazırlanması

3.2.3.1. Elma Sirkesinin Hazırlanması

· 1.5 kg elma

· 2 yemek kaşığı bal

· 3 litre su

· 1 çay bardağı nohut

· ½ çay bardağı bulgur

Elmalar bol suda yıkandı ve dilimler halinde cam kavanoza aktarıldı, bal, nohut ve

bulgur eklenerek kavanoz yüzeyine kadar su ile dolduruldu. Kavanozun ağzı temiz bir

tülbentle kapatılarak 20 gün boyunca hergün birer kez karıştırılarak serin ve güneş almayan

bir ortamda muhafaza edildi. 20 günün sonunda bir buçuk ay kendi haline bırakıldı ve

yüzeyde oluşan sirke anası ayrı bir kaba aktarıldı. Oluşan sirke, meyvelerden ve diğer

eklenen maddelerden temiz bir tülbent yardımıyla süzülerek ayrıldı (96).
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3.2.3.2. Üzüm Sirkesinin Hazırlanması

· 1.5 kg üzüm

· 2.5 litre su

· ½ çay bardağı nohut

· 2 yemek kaşığı bal

· 1 yemek kaşığı tuz

Üzümler bol suda yıkandı ve tanelenip cam kavanoza aktarıldı, kavanoz su ile

dolduruldu. Kavanozun ağzı kapatılarak serin ve ışık almayan ortamda 20 gün boyunca

bekletildi. 20 gün sonunda nohut, bal ve tuz eklenerek kavanozun ağzı tülbetle kapatıldı ve

yaklaşık bir buçuk ay sonunda kavanoz da oluşan sirke anası ayrı bir kaba aktarıldı. Oluşan

sirke, meyvelerden ve diğer eklenen maddelerden tülbent yardımıyla süzüldü (96).

3.2.3.3. Nar Sirkesinin Hazırlanışı

· 1.5 kg nar

· 2.5 litre su

· 2 yemek kaşığı bal

· ½ çay bardağı nohut

· 1 yemek kaşığı tuz

Narlar bol suda yıkandı ve tanelenip cam kavanoza aktarıldı, kavanoz su ile

dolduruldu. Kavanozun ağzı kapatılarak serin ve ışık almayan ortamda 20 gün boyunca

bekletildi. 20 gün sonunda bal, nohut ve tuz eklenerek kavanozun ağzı tülbentle kapatıldı

ve yaklaşık bir buçuk ay sonunda kavanoz yüzeyinde oluşan sirke anası ayrı bir kaba

aktarıldı. Oluşan sirke, meyvelerden ve diğer eklenen maddelerden tülbent yardımıyla

süzüldü (96). Hazırlanan organik sirke örnekleri Resim 2’de gösterilmiştir.

Resim 2. Hazırlanan organik sirke çeşitleri
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3.2.4. Ekstraktlarda Toplam Polifenol İçerik Tayini

Ekstraktların toplam polifenol içeriği, modifiye edilmiş Folin-Ciocalteu metoduna

göre spektrofotometrik olarak belirlendi. Metod, fosfotungstik asitin (H3P[W3O10]4) bazik

çözeltide fosfotungustik mavisine indirgenmesi esasına dayanır. Oluşan fosfotungustik

mavisinin absorbansı, aromatik fenolik gupların sayısı ile orantılıdır ve toplam polifenol

içeriğinin belirlenmesi amacıyla standart olarak gallik asit kullanılır (97).

Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı

· %20’lik Na2CO3 Çözeltisinin Hazırlanışı: 10 g Na2CO3 tartıldı, saf su ile çözülüp

hacmi 50 mL’ye tamamLandı.

· 1:10 Folin-Ciolcalteu Reaktifi: 1 mL 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 mL saf su

eklenerek 1:10 oranında seyreltildi. Tayin öncesi hazırlandı ve taze olarak kullanıldı.

· Standartlar: 0.01 g gallik asit 1 mL saf su ile çözülerek 10 000 µg/mL’lik gallik asit

standardı elde edildi. Bundan 1000 µg/mL’lik standart saf su ile çözülmüş 500, 250,

125, 67.5, 33.7, 16.8, 8.4, 4.2, 2.1 µg/mL’ lik gallik asit standartları meydana getirildi.

Deneyin yapılışı

Ekstraktlar ve körleri 1:25 oranında saf su ile seyreltildi.

Tablo 7’deki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapıldı

Tablo 7. Propolisisn çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam polifenol içeriğinin belirlenmesi

Reaktifler Kör(µL) Numune(µL) Standart(µL)

TÜS/TES/TNS/OÜS/OES/ONS/

BS/%5’lik AA

24 - -

Ekstrakt - 24 -

Standart - - 24

1:10 Folin-Ciocalteu reaktif 125 125 125

%20’lik Na2CO3 24 24 24

Oda sıcaklığında, karanlıkta 30 dakika inkübe edildi.

700 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans ölçüldü.

* TNS: Ticari nar sirkesi, TÜS: Ticari üzüm sirkesi, TES: Ticari elma sirkesi, ONS: Organik nar sirkesi,

OÜS: Organik üzüm sirkesi, OES: Organik elma sirkesi, BS: Beyaz sirke, AA: Asetik asit
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Sonuçlar gallik asit standart gafiğinden yararlanılarak µg/mL olarak hesaplandı. mg

gallik asit eşdeğeri (GAE)/g propolis şekline aşağıdaki hesaplamayla dönüştürüldü. Her

örnek için ölçümler üç kere tekrarlandı (n=3).

Şekil 6. Toplam polifenol içerik tayini için gallik asit standart gafiği

Net absorbans = Ortalama absorbans – Kör absorbansı

Toplam polifenol miktarı (mg GAE/g propolis):

Net absorbans

Standart gaf൴ğ൴ndek൴ x′൴nkatsayısı
×

D൴l൴syon katsayısı (25)
50

Çalışmamızda standart gafiğindeki x’in katsayısı Şekil 6’ya göre 0.0048 olarak

bulundu. Denklemde bulunan 50 rakamı 50 mg/mL’lik propolis ekstraktlarından dolayıdır.

3.2.5. Ekstraktlarda Toplam Flavonoid İçerik Tayini

Ekstraktların toplam flavonoid içeriği, alüminyum klorür (AlCl3) kolorimetrik

metodu ile belirlenmiştir. Metodun prensibi, AlCl3’ün flavonlar ve flavonollerin C-4 keto

gubu ve C-3 veya C-5 hidroksil gupları ile asitte kararlı kompleksler oluşturması esasına

dayanmaktadır. Buna ek olarak, AlCl3, flavonoidlerin A- veya B- halkalarının orto-

dihidroksil gupları ile kompleks oluşturur (98). Bu metoda göre standart olarak kuersetin

kullanılır (99).
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Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı

• %80’lik Etanol Çözeltisinin Hazırlanışı: 80 mL’lik saf etanolün hacmi saf su ile 100

mL’ye tamamLandı.

• %10’luk Al(NO3)3 Çözeltisinin Hazırlanışı: 2.5 g Al(NO3)3 tartıldı, saf su ile çözülüp

hacmi 25 mL’ye tamamLandı.

• 1 M KCH3COO Çözeltisinin Hazırlanışı: 2.454 g KCH3COO tartıldı, saf su ile çözülüp

hacmi 25 mL’ye tamamLandı.

• Standartların Hazırlanışı: 0.01 g kuersetin 802 μl saf etanol ile çözülerek hacmi saf su

ile 1000 μl’ye tamamLandı. 10 000 μg/mL’lik kuersetin standardı elde edildi. Hazırlanan

10 000 μg/mL’lik kuersetin standardından, 1000 μg/mL’lik standart hazırlanarak  %80’lik

etanol ile çözülmüş 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9, 1.9, 0.9 μg/mL’lik kuersetin standartları

meydana getirildi.

Deneyin Yapılışı

Ekstraktlar ve körler 1:10 oranında saf su ile seyreltildi.

Tablo 8’deki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapıldı.

Tablo 8. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam flavonoid içeriğinin belirlenmesi

Reaktifler Kör(µL) Numune(µL) Standart(µL)

TÜS/TES/TNS/OÜS/

OES/ONS/BS/%5’lik AA

20 - -

Ekstrakt - 20 -

Standart - - 20

%80’lik Etanol 172 172 172

%10’luk Al(NO3)3 4 4 4

1 M KCH3COO 4 4 4

Oda sıcaklığında, karanlıkta 40 dakika inkübe edildi.

415 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans ölçüldü

*TNS: Ticari nar sirkesi, TÜS: Ticari üzüm sirkesi, TES: Ticari elma sirkesi, ONS: Organik nar sirkesi,

OÜS: Organik üzüm sirkesi, OES: Organik elma sirkesi, BS: Beyaz sirke, AA: Asetik asit
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Sonuçlar kuersetin standart gafiğinden yararlanılarak μg/mL olarak hesaplandı. mg

kuersetin eşdeğeri (KE)/g propolis şekline aşağıdaki hesaplamayla dönüştürüldü. Her

örnek için ölçümler üç kere tekrarlandı ( n=3).

Şekil 7. Toplam flavonoid içerik tayini için kuersetin standart gafiği

Net absorbans = Ortalama absorbans – Kör absorbansı

Toplam flavonoid miktarı (mg KE/g propolis):

Net absorbans

Standart gaf൴ğ൴ndek൴ x′൴nkatsayısı
×

D൴l൴syon katsayısı (10)
50

Çalışmamızda standart gafiğindeki x’in katsayısı Şekil 7’ye göre 0.0041 olarak

bulundu. Denklemde bulunan 50 rakamı 50 mg/mL’lik propolis ekstraktından dolayı

yazılmıştır.

3.2.6. Ekstraktlarda Demir (Fe+3) İndirgeyici Güç Tayini

Antioksidanlar gibi indirgen maddelerin varlığı Fe+3-ferrisiyanür kompleksinin

Fe+2’ye indirgenmesine neden olmaktadır. Bu metodda, test edilen örneğin indirgenme

gücüne bağlı olarak test çözeltisinin rengi sarıdan yeşile döner. Oluşan yeşil renk 700

nm’de maksimum absorbans verir ve artan absorbans artan indirgenme kuvvetini gösterir

(100). Bu metoda göre standart antioksidan bileşik olarak troloks kullanılır (101).
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Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı

• 0.2 M pH: 6.6 Fosfat Tamponu Hazırlanışı: 2.137 g NaH2PO4.2H2O ve 1.121 g

Na2HPO4.2H2O tartılarak karıştırıldı. Saf su eklenerek 90 mL’ye kadar çözüldü. Daha

sonra pH: 6.6’ya ayarlanarak hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandı.

• %1’lik K3Fe(CN)6 Çözeltisinin Hazırlanışı: 1 g K3Fe(CN)6 tartıldı, saf su ile çözülüp

hacmi 100 mL’ye tamamlandı.

• %10’luk TCA Çözeltisinin Hazırlanışı: 5 g TCA tartıldı, saf su ile çözülüp hacmi 50

mL’ ye tamamlandı.

• %0.1’lik FeCl3 Çözeltisinin Hazırlanışı: 0.1 g FeCl3 tartıldı, saf su ile çözülerek hacmi

100 mL’ye tamamlandı.

• Standartların Hazırlanışı: 0.001 g troloks 1 mL saf etanol ile çözülerek 1000 μg/mL’lik

troloks standardı elde edildi. Hazırlanan 1000 μg/mL’lik standarttan saf etanol ile

çözülmüş 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9, 1.9 ve 0.9 μg/mL’lik troloks standartları

hazırlandı.

Deneyin Yapılışı

Ekstraktlar ve körler 1:50 oranda saf su ile seyreltildi.

Deney modifiye edilerek spektrofotometrik küvetler yerine Tablo 9’da ki pipetlemelerin ilk

altı aşaması 1.5 mL’lik ependorflarda, sonraki aşamalar ise 96 kuyucuklu mikropleytlerde

yapıldı.
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Tablo 9. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki demir (Fe+3) indirgeyici gücün

belirlenmesi

Reaktifler Kör(µL) Numune(µL) Standart(µL)

TÜS/TES/TNS/OÜS/

OES/ONS/BS/%5’lik AA

40 - -

Ekstrakt - 40 -

Standart - - 40

0.2 M pH: 6.6 Fosfat Tamponu 100 100 100

%1’lik K3Fe(CN)6 100 100 100

50⁰C’de 20 dakika inkübe edildi ve soğutuldu.

%10’luk TCA 100 100 100

3000 g’de 10 dakika santrifüj edildi.

Üstteki fazlardan 100’er μl alınarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarıldı.

Saf su 100 100 100

% 0.1’lik FeCl3 20 20 20

Oda sıcaklığında, karanlıkta 5 dakika inkübe edildi.

700 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans ölçüldü.

* TNS: Ticari nar sirkesi, TÜS: Ticari üzüm sirkesi, TES: Ticari elma sirkesi, ONS: Organik nar sirkesi,

OÜS: Organik üzüm sirkesi, OES: Organik elma sirkesi, BS: Beyaz sirke, AA: Asetik asit

Sonuçlar troloks standart gafiğinden yararlanılarak μg/mL olarak hesaplandı. mg

troloks eşdeğeri (TE)/g propolis şekline aşağıdaki hesaplamayla dönüştürüldü. Her örnek

için ölçümler üç kere tekrarlandı (n=3).
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Şekil 8. Demir (Fe+3) indirgeyici güç tayini için troloks standart gafiği

Net absorbans = Ortalama absorbans – Kör absorbansı

Ekstraktlardaki Demir (Fe+3) İndirgeyici Güç (mg TE/g propolis):

Net absorbans

Standart gaf൴ğ൴ndek൴ x′൴n katsayısı
×

D൴l൴syon katsayısı (50)
50

Çalışmamızda standart gafiğindeki x’in katsayısı Şekil 8’e göre 0.0088 olarak

bulundu. Denklemde bulunan 50 rakamı 50 mg/mL’lik propolis ekstraktından dolayıdır.

3.2.7. İstatistiksel Yöntemler

Veriler SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket

progamına aktarılarak, istatistiksel olarak değerlendirildi. Normal dağılıma uygunlukları

Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal dağılıma uyan ikiden fazla bağımsız

gupların değerlendirmesinde One Way ANOVA ve post-hoc Tukey testleri, normal

dağılıma uymayan ikiden fazla parametrenin değerlendirilmesinde ise Kruskal-Wallis testi

uygulandı ve ikili Mann Whitney-U testine göre değerlendirildi. Elde edilen değerler,

aritmetik ortalama±standart sapma (x±S.D) olarak ifade edildi p<0.05 istatistiksel olarak

anlamlı kabul edildi.

y = 0,0088x + 0,0614
R² = 0,9967
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraktlardaki Toplam Polifenol İçerik Tayini Sonuçları

Propolisin sirkeli ekstraktlarındaki toplam polifenol içerik sonuçları Şekil 9’da

verilmiştir.

Propolisin çeşitli sirkelerden elde edilen ekstraktlarının toplam polifenol içerik

değerleri arasındaki farkın istatistiksel olarak değerlendirilmesi için ilk olarak

Kolmogorov-Smirnov testi ile normal dağılıma uyduğu yani parametrik olduğu tespit

edildi ardından One Way ANOVA testi uygulandı ve istatistiksel olarak anlamlı bulundu

(p<0.001). İstatistiksel olarak birbiri arasında ikili karşılaştırılmasında post-hoc Tukey testi

uygulandı. İstatistiksel olarak elde edilen verilerin sonuçları Tablo 10’da gösterilmiştir

Propolisin organik üzüm sirkesiyle hazırlanan ekstraktındaki toplam polifenol

içeriği (34.51±0.58 mg GAE/g propolis), organik nar sirkeli (15.47±0.75 mg GAE/g

propolis), organik elma sirkeli (13.47±0.35 mg GAE/g propolis), ticari nar sirkeli (22.61±

0.08 mg GAE/g propolis), ticari üzüm sirkeli (26.96±1.41 mg GAE /g propolis), ticari elma

sirkeli (26±0.74 mg GAE/g propolis), beyaz sirkeli (26.12±0.76 mg GAE/g propolis) ve

%5’lik asetik asitli (20.35±1.4 mg GAE/g propolis) ekstraktlarındaki toplam polifenol

içeriğinden daha fazla bulundu.

Şekil 9. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam polifenol içerik (Ortalama±SD mg

GAE/g propolis) miktarları
a:propolis-organik elma sirkesi, b:propolis-organik nar sirkesi, c:propolis-ticari nar sirkesi,

d:propolis-ticari elma sirkesi, e:propolis-beyaz sirke, f:propolis-ticari üzüm sirkesi (p<0.05)
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4.2. Ekstraktlardaki Toplam Flavonoid İçerik Tayini Sonuçları

Propolisin sirkeli ekstraktlarındaki toplam flavonoid içerik sonuçları Şekil 10’da

verilmiştir.

Propolisin çeşitli sirkelerden elde edilen ekstraktlarının toplam flavonoid içerik

değerleri arasındaki farkın istatistiksel olarak değerlendirilmesi için öncelikle

Kolmogorov-Smirnov testi uygulandı ve değerlerin normal dağılıma uyduğu yani

parametrik olduğu tespit edildi ardından One Way ANOVA testi uygulandı istatiksel

olarak anlamlı bulundu (p<0.001). İstatistiksel olarak birbiri arasında ikili

karşılaştırılmasında post-hoc Tukey testi uygulandı. İstatistiksel olarak elde edilen verilerin

sonuçları Tablo 11’de gösterilmiştir.

Propolisin organik üzüm sirkesiyle hazırlanan ekstraktındaki toplam flavonoid

içeriği (3.8±0.31 mg KE/g propolis) organik nar sirkeli (2.47±0.49 mg KE/g propolis),

organik elma sirkeli (1.9±0.17 mg KE/g propolis), ticari nar sirkeli (2.24±0.21 mg KE/g

propolis), ticari üzüm sirkeli (1.76±0.25 mg KE/g propolis), ticari elma sirkeli (2.87±0.17

mg KE/g propolis), beyaz sirkeli (2.68±0.2 mg KE/g propolis) ve %5’lik asetik asit (2.16±

0.11 mg KE/g propolis) ekstraktlarındaki toplam flavonoid içeriğinden daha fazla bulundu.

Şekil 10. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki toplam flavonoid içerik (Ortalama±SD

mg KE/g propolis miktarları)
a:propolis-ticari üzüm sirkesi, b:propolis-organik elma sirkesi, c:propolis-ticari nar sirkesi,

d:propolis-organik nar sirkesi, e:propolis-beyaz sirkesi, f:propolis-ticari elma sirkesi (p<0.05)
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4.3. Ekstraktlardaki Demir (Fe+3) İndirgeyici Güç Tayini Sonuçları

Propolisin sirkeli ekstraktlarındaki demir indirgeyici güç sonuçları Şekil 11’de

verilmiştir.

Propolisin çeşitli sirkelerden elde edilen ekstraktlarının demir indirgeyici güç

değerleri arasındaki farkın istatistiksel olarak değerlendirilmesi için öncelikle

Kolmogorov-Smirnov testi uygulandı ve değerlerin normal dağılıma uymadığı yani

parametrik olmadığı tespit edildi ardından ise Kruskal-Wallis testi uygulandı istatiksel

olarak anlamlı bulundu (p=0.014). İstatistiksel olarak birbiri arasında ikili

karşılaştırılmasında Mann Whitney-U testi uygulandı. İstatistiksel olarak elde edilen

verilerin sonuçları Tablo 12’de gösterilmiştir.

Propolisin organik üzüm sirkesiyle hazırlanan ekstraktındaki demir indirgeyici gücü

(22.88±1.33 mg TE/g propolis) organik nar sirkeli (14.76±0.62 mg TE/g propolis), organik

elma sirkeli (13.56±1.24 mg TE/g propolis), ticari nar sirkeli (13.68±1.07 mg TE/g

propolis), ticari üzüm sirkeli (15.11±0.36 mg TE/g propolis), ticari elma sirkeli (12.66±

1.44 mg TE/g propolis), beyaz sirkeli (16.26±1.05 mg TE/g propolis) ve %5’lik asetik asit

(13.47±0.46 mg TE/g propolis) ekstraktlarındaki demir indirgeyici gücünden daha fazla

bulundu.

Şekil 11. Propolisin çeşitli sirke ekstraktlarındaki demir (Fe+3) indirgeyici güç (Ortalama±

SD mg TE/g propolis) miktarları
a:propolis-ticari elma sirkesi, b:propolis-organik elma sirkesi, c:propolis-ticari nar sirkesi,

d:propolis-beyaz sirke (p<0.05)
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ

Propolis bal arıları tarafından ağaç ve bitkilerin salgılarından toplanarak

oluşturulan, kimyasal yapısı toplanılan bölgenin karakteristik çevresel faktörelerine bağlı

olarak çeşitlilik gösteren, reçinemsi bir arı ürünüdür (1). Propolis ilk kez Yunanlılar

tarafından antibiyotik olarak kullanılırken, Mısırlılar propolisin antiseptik özelliğinden

dolayı, ölülerini mumyalayarak uzun süre bozulmadan muhafaza etmiş, İnkalar ise ateş

düşürücü olarak kullanmışlardır. Yüzyıllardır propolisin halk arasında popülerliği devam

etmekte olup, birçok sağlık sorununun tedavisinde kullanılmıştır. Günümüzde ise takviye

edici bir doğal ürün olarak piyasada kapsül, tablet, ağız gargarası vemerhem gibi çeşitli

formlar halinde yaygın olarak bulunmaktadır (17, 18, 24).

Uzmanlar tarafından yapılan analizler sonucunda, farklı coğrafyalardan toplanan

propolis örneklerinin kimyasal yapısını, toplanılan bölgenin bitki örtüsü, iklim, arı ırkı,

rakım gibi parametrelere bağlı olarak değişkenlik gösterdiği belirtilmiştir. Özellikle

toplanılan bölgenin bitki çeşitliliğine bağlı olarak fenolik aldehitler, polifenoller, terpenler,

steroidler, mumlar ve amino asitleri kapsayan 300’den fazla farklı kimyasal bileşen

içerdiği tespit edilmiştir (20, 32).

Propolisin başlıca biyolojik aktivitesinden sorumlu yapılar, flavonoidler ve fenolik

bileşiklerdir. Flavonoidler ayrıca antioksidan aktiviteden sorumlu yapılar olmakla birlikte

bu bileşenlerin gösterdiği antioksidan aktivite radikal temizleme kapasitesine

dayanmaktadır (6).

Propolisin sağlık açısından faydali özellikleri, eski çağlardan beri kabul görmüş ve

her geçen yıl propolisin önemini arttırmaya devam etmiştir. Antiviral, antibakteriyel, anti-

inflamatuar, antifungal, antikanser ve antioksidan gibi çeşitli biyolojik aktivitelerini içeren

geniş bir kullanım alanına sahip olduğu yapılan çalışmalarda belirtilmiştir (2,19).

Günümüzde hastalıkların artması ve vücudun ilaçlara karşı direnç kazanmasıyla,

toplum doğal ve dengeli beslenme konusunda kendini bilinçlendirmektedir. Bu sebeple

insan sağlığı üzerinde birçok yararlı etkisi bulunan doğal besinlere verilen önem gittikçe

artmaktadır. Son zamanlarda propolis hastalıkları iyileştirici, önleyici ayrıca bazı ilaçlarla

birlikte kullanımında ilaçların etkilerini arttırıcı özellikleri olması sebebiyle yaygın olarak

kullanılmaktadır. (18, 67).
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Propolis yapısının toplanılan bölgeye göre çeşitlilik göstermesinden dolayı sabit bir

formülünün olmayışı, standardizasyonunda ve medikal uygulamalarında problem

oluşturmakla birlikte yapılacak olan yeni çalışmalara da ilham vermektedir (12, 18).

Miquel ve ark. (23) yaptıkları bir çalışmada propolisin üç tip çözücüde

(hidroalkolik, metanolik ve sulu) hidro alkolik ektraktlarda; flavanonlar,

dihidroflavonollar, flavonollar, ve toplam fenollerin daha yüksek miktarda olduğu

metanolik ekstraktlarda; flavonlar ve flavonolların ve ayrıca sulu ekstraktlarının; fenolik

bileşikleri ektrakte etmek için metanol ve su- etanol ekstraktlarından daha az etkili olduğu

yapılan çalışmada belirtilmiştir. Hidroalkolik ekstraktlar dihidroflavonollar, flavononlar ve

toplam fenollerin anlamlı olarak daha yüksek miktarlarda olduğu gösterilmiştir. Sadece

flavonlar ve flavonolların içeriği metanolik ekstraktlarda daha fazla olduğu belirtilmiştir.

Kolankaya ve ark. (8) yaptıkları çalışmada Türk propolisinin %95’lik etanollü

ekstraktını hazırlayarak GC-MS ile yaptıkları analiz sonucunda flavanoid içeriğinin %

31.8’lik flavonoid kısmının galangin, kaempferol, kuersetin, apigenin, pinobanksin,

pinosembrin, pinostrobin ve % 2.69’luk kısımın diğer flavonoidler olduğunu belirtmiştir.

Propolis ham halde kullanılamaz. Bundan dolayı çeşitli çözücülerde ekstrakte

edildikten sonra kullanılmalıdır (102). Farklı çözücüler farklı biyoaktif bileşenleri ekstrakte

edeceği için kullanılan metodlar, propolis aktivitesini doğrudan etkilemektedir. Biyolojik

ölçümler için kullanılan çözücüler daha çok farklı konsantrasyonlarda bulunan metanol,

etanol ve sudur (12).

Propolis suda ve hidrokarbon çözücülerde çok az oranda çözünmektedir. Eter,

kloroform, aseton ve diğer organik çözücülerde ise kısmen çözündüğü genellikle alkolde

(etanol, metanol) çözünmekte olup ayrıca %95’lik alkolde iyi oranda çözündüğü

belirtilmiştir (60).

Çakıroğlu (35) çalışmasında çeşitli çözücülerde Türk propolisinin çözünürlüğünü

incelemiş ve sonuç olarak propolisin su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton olarak

belirlenen beş çözücü ile ekstrakte edilmesinden sonra toplam polifenol ve flavonoid içerik

ve antioksidan yöntemlerinde en iyi DMSO’da, daha sonra sırasıyla etanol, aseton ve

gliserolde, en az oranda ise suda çözündüğü sonucuna varmış ve yapılan HPLC

analizleriyle de bu sonuçları desteklemiştir. Yine aynı çalışmada liyofilize edilerek

hazırlanan ekstraktlar kullanılmış ve normal ekstraktlarla arasında miktar bakımından çok

fazla farklılık gözlenmediğini, liyofilize edilerek hazırlanan ekstraktlarda da en iyi
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çözünmenin DMSO’da, daha sonra etanolde ve son olarak da suda gerçekleştiği

belirlemiştir. Dolayısıyla propolisi bu üç çözücüde normal şekilde çözmek ile liyofilize

ettikten sonra çözmek arasında çok büyük fark olmadığı sonucuna varmıştır.

Propolisin alkollü ekstraktı şeker hastaları, karaciğer rahatsızlığı olan kişilerde,

canlılarda özellikle (hamileler, çocuklar) alkol kullanımının zararlı olması ve sınırlı dozda

kullanılmasından dolayı tercih edilmemesinden kaynaklı yeni ekstrakt metodları arayışına

girilmiştir ve bunun sonucunda, insan sağlığı için zararlı olmayan su ve gliserol gibi

çözücülerde yapılan ekstraksiyon işleminin daha sağlıklı olabileceği sonucuna varılmıştır.

Su ile ekstrakte edilen propolis örneği canlılar için zararlı olmaması, diğer çözücülerin saf

halde kullanılmasının sağlığa zararlı olması sebebiyle canlı sistemlerde yürütülen

araştırmaların su ile yapılan çözücülerde olmasının daha yararlı olacağı kanaatine

varılmıştır (35).

Karakaş (103) yaptığı çalışmada Türk propolisinin çeşitli çözücülerde

çözünürlüğünü incelemek için propolisi ayçiçek yağı, fındık yağı, mısır yağı ve zeytin yağı

olarak belirlediği dört çözücüde ekstrakte etmiş ve bu ekstraktların toplam polifenol,

flavonoid içerik ve antioksidan aktivitelerine bakmıştır. Propolisin en iyi zeytin yağında,

daha sonra sırasıyla mısır yağı ve fındık yağında, en az ise ayçiçek yağında çözündüğünü

göstermiştir. Güzel (104) tarafından yapılan bir çalışmada yağ ekstraktlarında bulunan

toplam polifenol miktarlarını ölçmüş ve bunun sonucunda en fazla polifenol içeriğinin saf

zeytin yağında oldugu, daha sonra sırasıyla sızma zeytin yağı, riviera zeytin yağı, mısır

yağı, ayçiçek yağı, fındık yağı, pamuk yağı ve en az oranda soya yağında olduğunu

belirtmiştir.

Çeşitli sirke çeşitlerinde hazırlanan propolis ekstraktlarının sulu ekstraktından daha

iyi sonuç vermesi halinde günlük (salata, sos) kullanımına kolaylık sağlayan fonksiyonel

bir gıda takviyesi olarak güvenli bir şekilde kullanımını sağlayabiliriz.

Sirke fermente olabilen şekerlerin öncelikle etanole, daha sonra oluşan etanolün

asetik asit bakterileri tarafından asetik asite yükseltgenmesidir (85). Sirke, yüzyıllardır halk

arasında sağlığa yararlı olması sebebiyle yaygın olarak kullanılmıştır. Yapılan

araştırmalarda, sirkenin yapısında bulunan biyoaktif bileşenler yardımıyla antioksidatif,

antimikrobiyal, antitümör gibi önemli biyolojik etkilerinin olduğu belirtilmiştir (85-87).



38

Türkiye’nin çeşitli bölgelerinden toplanan propolis örneklerinin organik üzüm,

elma, nar ve ticari üzüm, elma, nar ayrıca beyaz sirkeyle hazırlanan ekstraktlarında toplam

polifenol, flavonoid ve demir indirgeyici güç tayinleri yapıldı. Yapılan çalışmada

propolisin üzüm sirkeli ekstraktındaki toplam polifenol, flavonoid içeriği ve demir

indirgeyici gücün propolisin organik elma, nar ve ticari üzüm, elma, nar ayrıca beyaz

sirkeli ekstraktındaki toplam polifenol, flavonoid içerik ve demir indirgeyici gücünden

daha yüksek bulunmuştur. Propolisin çeşitli sirkelerde hazırlanan ekstraktlarının toplam

polifenol, flavonoid ve demir indirgeyici güç içerikleri istatistiksel olarak analiz

edildiğinde aralarında anlamlı fark olduğu gözlenmiştir (p<0.05).

Literatürde propolisin çeşitli sirkelerde çözünürlüğünün incelenmesi konusunda

herhangi bir çalışmaya rastlanmadığı için, çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlar direkt

olarak bir literatür ile karşılaştırılamadı.

Propolisin organik üzüm ve ticari üzüm, elma, nar ve beyaz sirkeli ekstraktlarındaki

toplam polifenol içeriği Çakıroğlu (35) tarafından yapılan çalışmada kullanılan propolisin

sulu ekstraktlarından daha yüksek etanol, DMSO, gliserol ve aseton ile yapılan

ekstraktlarından ise daha düşük bulunmuştur. Propolisin organik üzüm, elma, nar ve ticari

üzüm, elma, nar ve beyaz sirkeyle yapılan ekstraktlarındakı toplam flavonoid içeriği

kıyaslandığında propolisin sulu ekstraktından yüksek bulunmuş fakat etanol, DMSO,

gliserol ve asetonla yapılan ekstraklarındaki toplam flavonoid içeriğinden daha düşük

bulunmuştur. Propolisin organik üzüm, elma, nar ve ticari, üzüm, elma, nar ve beyaz

sirkeli ekstraktlarının demir indirgeyici güç bakımından kıyaslandığında propolisin su,

etanol, DMSO, gliserol ve asetonla hazırlanan ekstraktlarından daha düşük bulunmuştur.

Propolisin organik üzüm, elma, nar ve ticari üzüm, elma, nar ve beyaz sirkeli

ekstraktlarındaki toplam polifenol, flavonoid ve demir indirgeyici güç bakımından Karakaş

(103) tarafından yapılan çalışmada kullanılan propolisin zeytin yağlı, mısır yağlı, fındık

yağlı ve ayçiçek yağlı ekstraktlarındaki toplam polifenol, flavonoid ve demir indirgeyici

güç bakımından kıyaslandığında daha düşük bulunmuştur.

Çalışmamızda kullanılan propolisin çeşitli sirkelerdeki ekstraktlarının toplam

polifenol, flavonoid ve demir indirgeyici güç tayin sonuçları Çakıroğlu’nun çalışmasında

kullanılan propolisin etanol, aseton, DMSO ve gliserollü ekstraktlarına göre daha düşük

bulunmasına rağmen çeşitli sirkede hazırlanan propolis ekstraktının canlılar açısından

zararlı olmaması fakat diğer örneklerin saf halde kullanılmasının insan sağlığı açısından
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zararlı olması sebebiyle sağlık için propolisin sirkeli ekstraktlarının kullanımının daha

doğru olacağı kanaatindeyiz.

Çalışmamızda kullanılan propolisin çeşitli sirkelerdeki ekstraktlarının toplam

polifenol, flavonoid içerik ve demir indirgeyici güç tayin sonuçları Karakaş’ın

çalışmasında kullanılan propolisin zeytin yağlı, mısır yağlı, fındık yağlı ve ayçiçek yağlı

ekstraktlarındakinden daha düşük bulunmasına rağmen propolisin yağlı ekstraktlarını

spektrofotometrik olarak direkt ölçülemediğimiz için standardizasyonunu zorlaştırmaktadır

bundan dolayı propolisin sirkeli ekstraktlarının kullanımını kolaylaştırmaktadır.

Sonuç olarak bu tez çalışmasında propolis organik üzüm, elma, nar ve ticari üzüm,

elma, nar ve beyaz sirke olarak belirlenen yedi çözücü ile ekstrakte edildi daha sonra

toplam polifenol, flavonoid ve demir indirgeyici güç olarak belirlenen yöntemler

sonucunda en iyi antioksidan özelliğin organik üzüm sirkesi çözücüsünde olduğu kanaatine

varılmıştır. Daha sonra sırasıyla, beyaz sirke, ticari üzüm sirkesi, ticari elma sirkesi,

organik nar sirkesi, ticari nar sirkesi, organik elma sirke çözücüsünde olduğu anlaşılmıştır.

Propolisin organik üzüm sirkesi çözücüsündeki antioksidan özelliği, diğer çeşitli

sirkedeki çözücüsünden daha iyi olma sebebi üzüm meyvesi içeriğinde bulunan zengin

polifenol ve flavonoid içeriğinden kaynaklandığı düşünülmektedir.

Farklı hammaddeler ve bunların yetiştiği çevre koşulları (iklim, toprak yapısı) gibi

veya değişik üretim yöntemleri kullanılarak üretilmiş olan sirkeler içerikleri bakımından

farklılık gösterir bundan dolayı sirkenin kimyasal bileşimi farklıdır ve bu farklılık

çözünürlüğü etkilediği düşünülmektedir (105). Ayrıca organik üzüm sirkesi üretim

sürecince diğer hammaddelere göre yüksek şeker oranına sahip olması, buna bağlı yüksek

miktarda alkol oluşmasına ve bunun sonucunda yüksek miktar asetik asit oluşmasına

bunun da propolisin çözünürlüğüne katkı sağladığı düşünülmektedir (106).
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