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OZET
Farkl Propolis Ekstraktlarinda Stabilite ve Raf Omriiniin Belirlenmesi

Arilardan gelen dogal iiriinlere olan talebin artmasi ve biyoteknolojik faaliyetler, bunlarin
gidalarin korunmasinda ve insanlarin sagligi tizerindeki yararli etkilerinde yaygin olarak
kullanilmasina olanak saglamaktadir. Bir ar1 {iriinii olan propolis, arillarin kovanlarim
korumak i¢in kullandig1 malzemedir. Bitki re¢ineleri, arit mumlari1 ve polenlerden olusan
tutkal benzeri bir maddedir. Propolis giliniimiizde yaygin sekilde etil alkol, su, propilen
glikol, gliserol, zeytinyagi gibi c¢oziiciilerde ¢oziindiiriilerek kullanilir ve biyolojik
aktiviteleri her ¢oziiclide farklidir. Bu tez ¢alismasinda apiterapi uygulamalarinda siklikla
basvurulan bu ekstraktlarin iiretimini takiben biyolojik aktif 6zelliklerinin tespit edilerek,
raf omrii ¢caligmalarinin yapilmasi amacglanmistir. Saf su, etil alkol, monopropilen glikol
(MPQ), polietilen glikol (PEG) ve gliserol ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri antioksidan
potansiyellerinin  belirlenmesi (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPHe); demir
indirgeme antioksidan giicii (FRAP) metotlar1) ile degerlendirilmistir. Ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivitesi gram pozitif (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus cereus) ve gram-negatif (Escherichia coli) bakteri ve maya (Candida
albicans) suslarina kars1 agar kuyucuk difiizyon metodu ile ortaya konulmustur. Toplam
fenolik madde ve flavonoid igerikleri tespit edilmistir. Fenolik madde profili ters faz
yiiksek performanslt sivi kromatografisi fotodiyot dizisi dedektorii (RP-HPLC-PDA) ile
belirlenmistir. Baslangic degerleri tespit edildikten sonra ekstraktlara hizlandirilmis
stabilite testi uygulanarak testler tekrarlanmistir. ilk degerler ile hizlandirilmis stabilite
sonrast degerler karsilastirilmistir. Yapilan karsilastirma sonucunda genel olarak fenolik
madde igeriginde, antioksidan kapasitesinde ve flavonoid miktarinda istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Antimikrobiyal aktivite agisindan raf dmrii
sonunda etanol ekstraktinin gram pozitif, gram negatif ve maya suglarinin tiimiine karsi
etkili oldugu goriilmiistiir. Raf dmrii uzunlugu ve kalitesi agisindan etanol ekstraktinin
avantajli  olabilecegi, bunun yaninda polietilen glikol  ekstraklarimin  da

degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan aktivite, Propolis ekstrakti, Stabilite
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ABSTRACT
Determination of Stability and Shelf Life in Different Propolis Extracts

The increasing demand for natural products and biotechnological activities from
bees facilitate their widespread use in food preservation and beneficial effects on humans.
Propolis, a bee product, is the material used by bees to protect their hives. It is a glue-like
substance composed of plant resins, bee waxes and pollens. Nowadays propolis is widely
used by dissolving it in solvents such as ethyl alcohol, water, propylene glycol, glycerol,
olive oil, and its biological activities differ in each solvent. This thesis study aimed
determine the biological active properties of these extracts, which are frequently used in
apitherapy applications, and to carry out shelf life studies. The biological activities of the
pure water, etyhl alcohol, monopropylene glycol (MPG), polyethylene glycol (PEG) and
glycerol extracts were evaluated by determining their antioxidant potential (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl radical (DPPHe); iron reducing antioxidant potency (FRAP) method).
The antimicrobial activity of the extracts were demonstrated by agar well diffusion method
against gram-positive (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
cereus) and gram-negative (Escherichia coli) bacteria and yeast (Candida albicans)
strains. The total phenolic substance and flavonoid contents were determined, and the
phenolic substance profile was determined by reversed-phase high performance liquid
chromatography photodiode array detector (RP-HPLC-PDA). After the initial values were
determined, the tests were repeated by applying accelerated stabilization test to the
extracts. The initial values were compared with the values after accelerated stability. As a
result of the comparison, it was observed that there was a statistically significant decrease
in the phenolic substance content, antioxidant capacity and flavonoid amount in general
(p<0.05). In terms of antimicrobial activity, at the end of the shelf life ethanol extract was
found to be effective against all gram-positive, gram-negative and yeast strains. It was
concluded that ethanol extract may be advantageous in terms of shelf life length and

quality, while polyethylene glycol extracts can also be evaluated.

Keywords: Antioxidant activity, Propolis extract, Stability
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1. GIRIS ve AMAC

Bal arilar1 biiyiik kolonilerde yasamaktadirlar. Ar1 kovaninda 60 000’e yakin ari
bulunur. Kovanlar nemli ve sicak ortamlardir ve i¢lerinde bal, polen gibi organik maddeler
bulunur. Bu faktorler mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in ideal kosullar1 saglar. Bu
mikroorganizmalara patojen mikroorganizmalar da dahildir. Bu durum hastalik olusumuna
sebep olarak arilarin varligini tehdit edebilir. Propolis bu mikroorganizmalara kars1 arilarin

kendilerini savunmasini saglar (1).

Propolis, bal arilarinca ¢esitli bitki kaynaklarindan toplanip salgilanan balmumu ile
karistirilarak olusturulan reginemsi bir maddedir. Arilarin kovanlarinin yapiminda,

bakiminda ve korunmasinda kullandiklari ¢ok islevli bir maddedir (2).

Propolisin kovandan toplanabilmesi igin ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Propolisi
kovandan kazimak icin kovan aleti veya bicak kullanilabilir. Ozel tuzaklar kullamlarak
propolis toplanabilir. Bu tuzaklar kovan duvarlarindaki catlaklara benzeyen kiigiik
deliklere sahip 6zel plakalardir. Arilar plakalarda bulunan delikleri kapatmaya calisir ve
tuzagi propolis ile doldururlar. Plakalar buzdolabinda veya derin dondurucuda birkag saat
sogutulduktan sonra propolis tuzaklardan c¢ikarilir. Cilinkii soguduktan sonra propolis

kirilgan hale gelir ve esnetilerek tuzaktan ¢ikarilabilir (3).

Propolis, antimikrobiyal ve antiviral 6zelliginden dolay1 kovandaki arilar tarafindan
kullamldig1 gibi propolisin bu 6zelliklerinden insanlar da faydalanabilmektedir. Iyilestirici
giicli sayesinde propolis, insanlarda bir¢ok saglik sorununun tedavisinde ve 6nlenmesinde
kullanilir. Propolis ham olarak veya ekstrakte edilmis halde kullanilabilir (4). Bununla
birlikte ticari propolis bazli iiriinlerin ¢ogunda ekstraksiyon adimi gereklidir. Ekstraksiyon
adimi inert maddelerin ¢ikarilmasina, biyoaktif kismin ¢oziindiiriilmesi ve korunmasina,

boylece farmasotik, gida ve kozmetik tiriinlere dahil olmasina olanak tanir (5).

Propolis ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler metanol, etanol, su,
kloroform, eter, diklorometan ve asetondur (6). Farkli ¢oziiciiler, her bir ekstrakta belirli
Ozellikler ve potansiyel olarak spesifik uygulamalar kazandiran farkli bilesikleri ekstrakte

eder (5).

Piyasada satista bulunan propolis siv1 ekstraklar1 incelendiginde 12-36 ay gibi uzun
raf Omiirleri ile satildig1 goriilmektedir. Oysa bu ekstraktlarin biyoaktif 6zelliklerinin bu

stire icerisindeki degisimi ve stabilitesi bilinmemektedir.



Bu tez calismamizda 45 °C’de 12 ve 36 saat siire ile saf su, etanol, monopropilen
glikol, polietilen glikol ve gliserol c¢oziiclileri ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin
biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesi ve zamanla bu ozelliklerdeki degisimlerin ortaya
cikarilarak iirlinlere ait raf Omriinlin belirlenmesi; sonuc¢larin Tiirk Gida Kodeksi Ari
Uriinleri Tebligine (2024) goére tartisilmast amaglanmistir. Literatiirde ve apiterapik
tiriinlere ait regiilasyonlarda bu konuda bir verinin olmamasi tiiketici agisindan olumsuzluk

arz etmekte, bu konuda bilimsel bir ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Propolisin Tanim

Propolis bal arilar1 (6rn. Apis mellifera L.) ve ignesiz arilar (6rn. Tetragonisca
angustula Illiger) dahil olmak iizere arilar tarafindan iiretilen, dogal, re¢ineli ve lipofilik
bir karisimdir (7, 8). Arilar kavak, kozalakli agaglar, hus agaci, kizilagag, sogiit, palmiye,
kestane, okaliptiis, akasya, klusia gibi agaglarin farkli tiirleri de dahil olmak {izere farkli
agaclarin kabuk ve yaprak tomurcuklarindaki ¢atlaklardan recine toplar (8). Bitki parcalari,
tomurcuklar, bitki veya boceklerin salgilar1 toplanir (7). Bu salgilarin bal arilar1 tarafindan
cignenmesi ve daha sonra polen ve ar tiikiiriigii (f-glukozidaz dahil ¢esitli enzimler igerir)
ile karigtirilmasi, son olarak bal mumunun da eklenmesiyle ham propolis olusur (9). Bal
arillar1 alt ceneleriyle bitkilerin koruyucu reginesi olan propolisi toplar. Agizlarinda
yumusatip ¢esitli enzimler katarak kovan i¢in pelet haline getirirler. Peletleri 6n ayaklarini
kullanarak tasirlar ve arka ayaklari lizerinde bir polen sepetine yerlestirirler. Arilar
propolisi kovanin ¢ergeve kenarlari, dip tahtasi ve giris deliginin arkasi gibi kisimlarinda

biriktirir (10).

Propolis, Tiirk Standartlar1 Enstitiisii tarafindan “Isci arilarmn, kovan icerisindeki
besinleri, yavru arilar1 ve kendilerini ¢esitli patojen mikroorganizmalardan (viriis, bakteri,
fungus) korumak amacryla bitkilerin yaprak, govde, tomurcuk vb. kisimlarindan topladigi
recinemsi maddeleri ve bitki nektarlarini, baglarinda yer alan salgi bezlerinden salgilanan
enzimler ile biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklari, ‘ar1 tutkali’ olarak da

adlandirilan {iriin” olarak tanimlanmistir (11).

Propolis armin kovanini savunmak kullanmis oldugu maddelerin karigimidir. Bu
koruma kovanin duvarlarindaki bosluklar1 doldurma, soguk havalarda kovana girisi
azaltma, ciirimeyi engellemek i¢in mumyalama amacglidir. Bu nedenle propolis ayni
zamanda ar1 tutkali olarak da bilinir (12). Propolis ar1 kovaninin i¢ ylizeyinin
purtizsiizlestirilmesi ve i¢ sicakliginin (35 °C) korunmasi, yirtici hayvan istilasina karsi
korunma amagli da kullanilir (13). Ar1 kovaninin i¢ sicakligi ve nemi bakteriler, viriisler ve
funguslar i¢in ideal bir ortam olusturmasina, kovanda 50 000-80 000 arasi ergin ar1 ve ayni
miktarda yumurta ile larva bulunmasina ragmen mikroorganizmalar iireme imkani
bulamamaktadir. Bu durum propolisin antimikrobiyal o6zelligi sayensinde miimkiin
olmaktadir (14). Propolisler hiicre c¢eperini sertlestirir ve aseptik bir i¢ ortamin

korunmasmma  katkida  bulunur (13). Boylece kolonilerini  hastaliklara  ve



mikroorganizmalara karsi korunmus olurlar (14, 15). Propolis istilact boceklerin dliilerini
mumyalamak i¢cin de kullanilir. Bdylece oOlii boceklerin ¢lirimeleri Onlenir ve

cliriimelerinden kaynakli mantar ve bakteri kontaminasyonu da dnlenmis olur (15).

Resim 1. Ogiitiilmiis propolis

Propolis toplayicilarina goére siniflandirilabilir. Bunlardan birincisi bal arilari
tarafindan toplanan “normal” propolis, ikincisi ise ignesiz arilar tarafindan toplanan sdzde
jeopropolistir (8). Jeopropolis kendine 6zgii bir propolis tiiriidiir. Bitki re¢ineleri, mumlar
ve toprak atiklarmin harmanlanmasiyla formiile edilmistir. Bal arilarmin {rettigi
propolisten farkli olarak jeopropolis yapisina toprak katilir. Jeopropolis, A. mellifera
propolisine gére daha az reg¢ineli madde ve bitki trikomu, ancak daha fazla mineral ve
toprak icerir. Jeopropolis, bitki reginelerini mumlar ve toprakla birlestirerek kovandaki

propolisle ayni islevi goriir (16).
2.2. Propolisin Tarihi

“Propolis” terimi Antik Yunanistan’daki yazarlar tarafindan kullanilmis olup; “pro”
ve “polis” kelimelerinin birlesiminden olusmustur. “Pro” kelimesi “Oniinde” anlaminda,
“polis” kelimesi ise “sehir, topluluk™ anlaminda olup, birlestirilmesiyle “sehir veya kovan

i¢cin veya savunmasinda kullanilan madde” anlaminda kullanilmastir (17).

Arlarin evcillestirilmesinin uzun tarihinin sonucu ar1 iirlinlerinden yararlanmaya

kadar uzanmistir ve ar1 tirlinlii olan propolisin bir¢ok olumlu 6zelligi onun birgok alanda
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kullanimina olanak saglamistir. Propolis bal kadar eskidir ve insanoglu tarafindan asirlardir
kullanilmaktadir (18). M.O. 300'den beri insanoglu tarafindan hem dogu hem de batida
geleneksel bir halk ilaci olarak kullanilmistir (19-21). Tibbi amagli kullanimi ilk kez Antik
Yunan ve Roma’da goriilmiistiir (22). Propolisin Eski Misirlilar, Persler ve Romalilar
tarafindan birgok rahatsizlig1 hafifletmek i¢in; ayn1 zamanda mumyalama maddesi olarak

da kullanildigin1 gdsteren kayitlar bulunmaktadir (18).
2.3. Propolisin Hasad1

Isci arilar bitkilerden ve agaclardan regine toplarlar. Bu regineler bitkiler tarafindan
tomurcuklanma sirasinda salgilanir ve bdcekleri, mantarlar1 ve hastaliklar1 uzak tutma
amagclidir. Arilar regineleri polen sepetleri lizerinde kovana getirirler. Propolisi olugturmak
i¢in ar1 tikiirigli, bal mumu, bal vb. reginelerle karistirilir. Bu regineler kullanilmak {izere

ar1 kovanina geri gotiiriiliir (23).

Hem yabani hem de evcillestirilmis arilar propolisi aga¢ oyuklarinda veya ticari
kovanlarda delikleri ve catlaklar1 kapatmak, yirticilara karst savunmay1 kolaylastirmak igin
kovan girigini daraltmak, petek icin piiriizsiiz bir yiizey olusturmak vb. amaglarla
kullanirlar. Propolis kontrolsiiz hava akimini 6nlemesi, neme karsi su gecirmez duvar
gorevi gormesi, kovan igindeki nemin sabit kalmasini saglamasi, kovan igi sicakligin
dengelenmesi, istilacilara, parazitlere ve yirtici hayvanlara karsi koruma olusturmasi
nedeniyle arilar i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik koruyucu gorevi goriir. Antiseptik
ozelligiyle aga¢ oyuklarinda ve kovanlarda patojen mikroorganizmalarin biiylimesini onler

ve inhibe eder (24).

Propolisin toplanmasi i¢in ¢esitli sistemler gelistirilmistir. Bunun yollarindan biri,
bir ag veya PVC'den yapilmis, ¢esitli delikleri veya 2-3 mm genisliginde yariklar1 olan
0zel bir propolis levhasi kullanmaktir. Propolis levhast kovanin iist kismina ¢ergevelerin
lizerine veya diger cercevelerin arasina cergeve formunda asilarak yerlestirilir. Hasattan
sonra propolis tuzagi serin bir yere, dondurucuya veya soguk suya konur. Sogudugunda,
arict propolisi plakadan kii¢iik parcalar halinde kirabilir ve istenirse levhay1 veya agi
yeniden kullanabilir. Daha kolay ve yaygin bir yontem ise kovandan cikarilan eski
cercevelerdeki propolisin kazinmasidir, ancak bu kalitesini bozabilir (25). Ayrica kazima
yontemiyle elde edilen propolis, ag hasat yontemiyle elde edilen propolise gore 4 kat daha
fazla kursun icerebilmektedir. Bu nedenle aricilarin daha kaliteli ve glivenli iirlin elde

edebilmeleri i¢in ag hasat yontemini kullanmalar1 6nerilmektedir (23).
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Propolis balmumu parcalari, boya parcaciklari, civiler ve yabanci maddeler
icerebildiginden temizlenmesi gerekmektedir. Sert olmasi ve yapiskan olmamasi igin
sogutulmalidir. Propolis i¢in en iyi sonuglar, dnce dondurularak sogutulmus propolisin
kaba bir karisim haline gelinceye kadar dairesel bir rendeden gecirilmesi ve ardindan
ogiitiilmesiyle elde edilir. Koagiilasyonu 6nlemek icin az miktarda (%10) polen, seker,
manyok veya bagka bir tiirde un, dekstrin-maltoz veya magnezyum stearat kullanilabilir

(25).
2.4. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolis 25 °C ile 45 °C sicakliklar1 arasinda yumusak, esnek ve ¢ok yapiskan bir
maddedir (26). 45 °C iizerinde propolis daha yapiskan ve agdali hale gelir (26, 27).
Yapigkan formu, ar1 kovani cevresinde yetisen farkli bitki tiirlerinin tomurcuk ve
cigceklerinden toplanan sivilarin propolis iiretiminde kullanilmasindan kaynaklanmaktadir
(9). Genellikle 60 °C ile 70 °C arasinda sivi hale gecer. Bazi drneklerde ise erime noktasi
100 °C’ye kadar ¢ikabilmektedir (26). Propolis 15 °C’den az sicakliklarda sert ve kirilgan
bir haldedir (26, 27). Soguduktan sonra yliksek sicakliklarda bile kirilganligini korur.

Propolis kendine has otsu aromatik bir kokuya sahiptir. Elde edildigi kaynaga ve
depolama siiresine gore yesil, sari, kahverengi ve kirmizi dahil degisik renklerden
olusmakla birlikte seffaf propolis de rapor edilmistir (8, 27). Propolisin fizyokimyasal
Ozellikleri (yogunluk, renk ve koku) yami sira kimyasal profili ve biyoaktivitesi; bitki
kaynagi, iklim, hasat zamanindaki hava kosullari, bazen de hasat zaman1 olmak iizere ¢ok
sayida faktore baghdir (9). Bu dogal degiskenlik propolisin standardizasyonu ve kalite
kontrolii agisindan ¢esitli zorluklar ortaya g¢ikarmaktadir (28). Arilar propolisi bolgede
bulunan bitkilerden toplamaktadir ve topladiklar1 bolge bitki ortiisii agisindan ne kadar

zenginse propolisin kimyasal bilesimi de o kadar karmasiklasir (8).

Propolisin standardizasyonunun olmamasi, arilarin uygun recine bulamadiklarinda
zift, boya gibi maddeleri toplayip propolis icerigine katmasi; ayrica propolisin toplandigi
mevsime, bolgeye, yiikseltiye, bitki Ortlisiine gore 6zelliginin degismesi gibi sebeplerden
dolay1 patent sorunu yasanmaktadir. Ayn1 zamanda iilkemizde ariciligin egitimsiz kisiler
tarafindan yapilmasi1 ve propolise yeteri kadar onem verilmemesi de iiretim kalitesini

etkilemektedir (14).

Ham propolis genellikle %50 bitki recginesi, %30 balmumu, %10 esansiyel ve

aromatik yaglar, %5 polenler ve %5 diger organik maddelerden olusur (29). Genel olarak
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organik bilesenler karboksilik asitler (%20), terpenoidler (%15), steroidler (%12),
hidrokarbonlar (%10), sekerler (%6), alkaloidler (%6), flavonoidler (%4), fenoller (%3),
vitaminler (%2), amino asitler (%2), ketonlar (%?2), proteinler (%1) ve diger bilesiklerden
(%14) olusur. Flavonoid ve fenolik bilesikler, bitki sekonder metabolitlerinin énemli bir
siifidir. Flavonoidler arasinda kuercetin ve krisin farkli ar1 tiirlerinin propolisinde en ¢ok
bulunanlardir. Bu flavonoidler bitki reg¢inesindeki aktif bilesiklerdir. Antikanser,
antimikrobiyal, antiinflamatuar aktiviteler gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahiptirler.
Flavonoidlere benzer sekilde fenolik bilesiklerin de antioksidan, antibakteriyel, antikanser,
antiinflamatuar, antitiimor, plazmodisidal ve anti-HIV aktiviteler gibi biyolojik aktiviteleri
bulunmaktadir (30). Propolisin bakteri iiremesini ve protein sentezini inhibe etmesi, bakteri

hiicre duvarii pargalamasi antibakteriyel 6zellikleri ile agiklanmaktadir (31).

Propolislerin kavaklar, kozalakli agaclar, hus agaci, cam agaci, kizilagag, sogiit,
palmiye, Baccharis dracunculifolia ve Dalbergia ecastaphyllum bitkilerinin reginelerinden
toplandigr rapor edilmistir (29). Literatiir verilerine gore propoliste polifenoller,
terpenoidler, steroidler, flavonoidler, fenolik asit esterleri, aldehitler, kumarinler, sekerler,
aminoasitler ve digerlerine ait 300°den fazla bilesenin mevcut oldugu bildirilmis olsa da,
bu say1 800’1in iizerine ¢ikmustir (28, 32). Propoliste ayrica Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn
ve Fe gibi elementler ile Bi, B2, Bs, C ve E vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi
tanimlanmistir  (14). Yapilan bir calismada eser element profillerinin, propolisin
lokasyonununa gore tanimlanmasinda faydali olabilecegini gostermektedir (29). Propolis
siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi

enzimler de icermektedir (14).
2.5. Propolisin Biyolojik Aktivitesi

Propolisin biyolojik aktivitesi bitki kaynakli maddelere dayanir. En yaygin propolis
tiirleri: kavak tiirii propolis olarak adlandirilan Avrupa propolisi, cogunlukla Baccharis
dracunculifoliamin yaprak reginesinden elde edilen yesil Brezilya propolisi ve Clusia
rosea'nin ¢igek reginesinden elde edilen kirmizi Kiiba propolisidir (33). Avrupa ve Kuzey
Amerika’nin 1liman bolgeleri ile Cin ve Yeni Zelanda’nin tropik olmayan bdlgelerinde
bulunan kavak propolis flavonlar, flavononlar, sinamik asit ve esterleri bakimindan
zengindir. Brezilya’da bulunan yesil propolis prenile fenilpropanoidler, kafeoilkinik asitler
ve diterpenler bakimindan zengindir. Brezilya, Kiiba ve Meksika’da bulunan kirmizi

propolis ise izoflavonoidler, neoflavonoidler, pterokarpanlar ve lignanlarca zengindir. Bu



propolis tiirlerine ek olarak Rusya’da bulunan ve ana bilesenleri flavonlar ve flavonoller
olan hus propolisi; Akdenize kiyist olan iilkelerde bulunan ve antrakinon ile diterpenlerin
ana bilesen olarak bulundugu Akdeniz propolisi; c-fenil flavononlarca zengin, Pasifik

bolgesinde bulunan Pasifik propolisi de bulunmaktadir (34).

Birgok calismada propolisin antibakteriyel (35-37), antifungal (38, 39), antiviral
(40, 41) ve antiinflamatuvar (42-45) ozellige sahip oldugu gosterilmistir. Bu &zellikleri
saglayan ana bilesigin ise flavonoidler oldugu gosterilmistir (46). Flavonoidler, propoliste
bulunan fenolik bilesiklerin baskin sinifim1  olusturur ve genellikle materyalin
biyoaktivitesiyle baglantilidir (16). Bitkilerde renk, tat ve farmakolojik aktivitelerden
sorumlu biyoaktif ikincil metabolitler olarak sentezlenen hidroksillenmis fenolik
maddelerdir. Degisken fenolik yapilara sahip bir grup dogal bilesiktir (47). Sekonder
metabolitler oldugundan insanlar tarafindan sentezlenemez. Propolise rengini veren
pigmentler flavonoidlerdir. Propolisin biyolojik olarak en aktif bileseni flavonoidlerdir.
Flavonoidler viicutta ¢ok iyi bir sekilde metabolize olurlar (48). Flavonoidlerin
konsantrasyonlari, yapisal karmasiklig1 ve fizikokimyasal 6zellikleri, kaynaga ve matrise
bagh olarak degisir. Kimyasal olarak bir heterosiklik piran halkasi ile bagl iki aromatik
halka olusturan 15 karbonlu bir fenilpropanoid zinciri olan (C3-C5-C6) temel flavan
iskeletine sahiptir. Flavonoidlerin en bilinen 0Ozellikleri antioksidan kapasiteleridir ve
antioksidan aktivitesi niikleer yapi ile ilgili fonksiyonel gruplarin diizenlenmesine baghidir.
Hidroksil gruplarimin konfigiirasyonu, ikamesi ve toplam sayisi antioksidan aktivite
mekanizmalarini etkiler. Antioksidan etki mekanizmalar1 da enzimleri inhibe ederek veya
serbest radikal olusumunda rol oynayan eser elementlerin selatlanmasi yoluyla reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu baskilayarak ve temizleyerek antioksidan savunmasinin
korunmasini saglar. Flavonoidlerin giiclii antibakteriyel etkiye de sahip oldugu calismalarla
gosterilmistir. Hidrojen bagi ve hidrofobik etkiler gibi spesifik olmayan kuvvetler ve
kovalent bag1 olusumu yoluyla kompleks olusturdugundan antimikrobiyal etki bi¢imlerinin
mikrobiyal adezinleri, enzimleri, hiicre tagima proteinlerini inaktive etme yetenegiyle ilgili

olabilecegi degerlendirilmektedir (47).

Propolisin kalitesini degerlendirmek i¢in flavonoid miktar1 énemli bir kriterdir.
Kimyasal yapisina gore propolisteki flavonoidler; flavonlar, flavonoller, flavanonlar,
flavanonoller, kalkonlar, dihidrokalkonlar, izoflavonlar, izodihidroflavonlar, flavanlar,

izoflavanlar ve neoflavonoidler olarak siniflandirilir (29). Flavonoidler aglikonlar,



glikozitler ve metillenmis tiirevler olarak ortaya ¢ikar (47). Genellikle glikozit formunda
bulunur. Bu formda bir karbonhidrat grubuyla glikozidik bag ile baglanan aglikonlar temel
flavonoid yapisim1 olusturur. Flavonoidlerin antiradikal aktivitesi molekiillerinde fenol
gruplariin bulunmas: ile iligkilidir. Ciinkii temizleme sirasinda olusan radikaller
rezonansla stabilize edilir (32). Flavonoidler zayif hidrofobik asitlerdir. Lipofiliklerine
bagli olarak hiicresel ve mitokondriyal zar1 ge¢cme ve protonofor gorevi goérme
potansiyeline sahiptir (47). Propolisteki galangin, krizin, asasetin, kaempferol,
isorhamnetin, kuersetin, pinobanksin, pinostrobin, pinocembrin, ramnetin, naringenin ve

ramnosit onemli flavonoidlerdir (48).

Yapilan bir calismada propolisin yapisinda bulunan polar gruplar arttikca
antibakteriyel etkinin azaldigi; kafeik asit tiirevi, dihidro flavon ve kafeik asitten farkli bir

fenilpropanoid arttiginda ise antibakteriyel etkinin arttig1 bildirilmistir (46).

Terpenler, cesitli hayvan ve bitkilerde bulunabilen dogal olarak olusan bilesiklerdir
Son derece ugucu bir yapiya sahip olduklarindan kolayca buharlasarak zararlilara karsi
caydiric1 bir etki gosteren belirgin bir koku ve tat ortaya ¢ikarirlar (16). Propolisin kendine
has kokusunundan sorumludurlar. Propolisin farmakolojik etkilerine katkida bulunurlar.
Birinci smif propolisi kalitesiz veya sahte propolisten ayirmada rol oynarlar.
Antimikrobiyal, antioksidan gibi biyolojik aktiviteleri mevcuttur (29). Propoliste farkl
tipteki terpenoidlerin varliginin propolisin cografi kokenine bagli olarak degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir (8). Cesitli terpen tiirleri arasinda, seskiterpenler propoliste
kesfedilen en yaygin terpen bilesigi sinifidir. Terpenler de fenoller gibi cogu propoliste bol
miktarda bulunmasina ragmen bunlarin konsantrasyonlari, oranlar1 ve ¢esitleri; botanik
kaynaklar, cografi koken, ekstraksiyon metodolojileri, iklim ve ar tiirleri gibi hem digsal
hem de igsel faktorlerdeki farkliliklar nedeniyle propolisler arasinda siklikla degisiklik
gosterir (16).

Propolisin yapisinda bulunan sekerin kaynaginin nektar ve bal oldugu
diisiiniilmektedir. Bazilar1 ise propolisteki hidrolize flavonoid glikozitlerden geldigini 6ne
siirmektedir. Ayrica ¢ok sayida seker, seker alkolil ve asit iceren bitki salgilar1 potansiyel
propolis sekeri kaynaklari arasinda listelenmistir. Misir propolisi, Brezilya propolisi ve
Anadolu propolisi gibi bir¢ok propolis tiirtinde propolisin bir diger temel bileseni olan
hidrokarbonlardan alkanlar, alkenler, alkadienler, monoesterler, diesterler, aromatik

esterler, yag asitleri ve steroidler tespit edilmistir (29).



Fenolik asitler karboksilik ve fenol gruplarina sahip bilesiklerdir (32). Fenolik
bilesiklerin en 6nemlileri benzil alkol, benzoik asit, ferulik asit, isoferulik asit, isovanilin,
kumarik asit, kafeik asit, sinnamik asit, sinnamil alkol ve wvanilindir. Polifenollerin
antioksidan, antibakteriyel, antienflamatuar, antikanserojen ve onarict aktiviteleri
bulunmaktadir. Polifenolik bilesik miktar ile antioksidan aktivite orantilidir. Kafeik asit ve
tirevleri, ferulik asit gibi hidrosinnamik asitler ile protokatesik asit, gallik asit gibi
hidrobenzoik asitler emiilsiyon ve lipid sisteminde giiglii antioksidan etkiye sahip
maddelerdir. Kafeik asit fenil ester (CAPE), C ve E vitaminlerinden daha giiglii

antioksidan 6zellik gostermektedir (48).

Tiirk Gida Kodeksi Ar1 Uriinleri Tebligine (2024) gore propolis asagida bulunan
Tablo 1°de verilen bilesiklerden en az 5 tanesini i¢germelidir. Bu 5 bilesikten her biri; ham
propoliste en az 2 000 mg/kg, propolisin toz veya konsantre formlarinda en az 4 000
mg/kg, propolisin sivi formlarinda ise en az 500 mg/L olarak bulunmasi gerekmektedir

(49).

Tablo 1. Tiirk Gida Kodeksi Ar1 Uriinleri Tebligine (2024) gore propoliste bulunabilecek
fenolik bilesikler

- Kumarik asit (o-,m-,p-kumarik asit toplami)

- Pinobanksin

- Galangin

- Sinnamik asit ve 3-4 dimetoksi sinnamik asit toplami1
- Krisin

- Pinosembrin

- Kafeik asit

- Kafeik asit fenetil ester

- Kamferol

- Ferulik asit (izo- ve trans-ferulik asit toplami)
- Kuersetin

- Naringenin

- Rutin

- Apigenin

- Protokatesik asit

- Artepillin C

Antioksidanlar, oksidasyonu engelleyen veya olusumunu geciktiren bilesiklerdir.
Propolis sahip oldugu yiiksek polifenol ve flavonoidlerden dolay1 giiclii antioksidan etkiye
sahiptir. Propolisin antioksidan 6zellikleri DPPHe, ABTS+, FRAP ve ORAC yontemleri

kullanilarak arastirilmis ve kanitlanmistir (32). Ayni1 zamanda yiiksek polen icerigine sahip
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propolislerin yliksek antioksidan 0Ozellige de sahip oldugu goriilmiistiir. Propolis
icerigindeki bilesenler serbest radikalleri temizleyerek ve metal iyonlarini selatlayarak
antioksidan etki gosterirler (50). Propolisin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri, lipit
oksidasyonunu geciktirme ve dolayisiyla gidalarin raf Omriinii artirma potansiyeli

nedeniyle gida endiistrisi i¢in 6nem arz etmektedir (51).

Propolisin kimyasal bilesimi ar1 tiirlerine, botanik kokenine, ekstraksiyon
yontemine gore degisir. Bal arilar1 propolis iiretmek i¢in bitkilerin ¢esitli bolgelerinden
salgilar kullanir. Dolayistyla bitki kdkenindeki farkliliklardan dolayi, propolisin kimyasal
cesitliligi ve karmagik yapisi propolisin tiretildigi alanin eko-florasiyla dogrudan ilgilidir.
Propolisin kalitesi ise aricilik uygulamalari, iirliniin islenmesi ve depolama kosullar1 gibi
bircok faktore baghdir (52). Farkli ar1 irklarmin propolis toplama amaciyla farkli bitki
kaynaklarimi tercih edip etmediginin arastirildigi bir calismada 4 farkli bal aris1 izole
edilerek ayni arilifa yerlestirilmis, propolisleri toplanarak alkolik ekstraktlar1 kimyasal
olarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarda propolislerin kuersetin ve ferulik asit
bakimindan onemli diizeyde farklilik gosterdigi goriilmistiir. Farkli ar1 irklarinin farkh
bitki kaynaklarina yoneldigi, dolayisiyla ar1 irkina gbre propolis iceriginin degisebilecegi

gosterilmistir (53).

Propolisin en belirgin biyofonksiyonel 6zelliklerinden biri bakterisidal giiciidiir.
Propolis dogada biyosit gorevi gorerek, zararlilarin ve patojenlerin arilarinin kovanlarina
girmesini engeller. Farkli cografi ve botanik kdkenlerden elde edilen propolisin kimyasal
bilesimindeki biiyiik farkliliklara ragmen farkli propolislerle yapilan antimikrobiyal

analizler, antibakteriyel potansiyelinin nispeten benzer kaldigini gostermistir (16).

Propolisin antibakteriyel aktivitesi iki sekilde ele alinmalidir. ilki mikroorganizma
tizerindeki dogrudan etkisi; ikincisi bagisiklik sisteminin uyarilmasiyla organizmanin dogal
savunmasinin aktif hale getirilmesidir. Propolisin mekanizmalarinin analiz edilmesiyle
mikroorganizmanin hiicre zarinin gecirgenligi, zar potansiyelinin bozulmasi ve adenozin
trifosfat (ATP) liretiminin yan1 sira bakteriyel hareketliligin azalmasi tizerindeki etkisini

anlamaya olanak saglar (12).

Propolisin ve bilesenlerinin bakteri, virlis, mantar ve protozoalara karsi
antimikrobiyal etkisi ¢alismalarla kanitlanmigtir (51). Fenoller, flavonoidler ve terpenler
gibi hidrofobik bilesiklerin, gézlemlenen antimikrobiyal aktivitelerden sorumlu baslica

biyoaktif bilesikler oldugu bildirilmistir (16). Propolis higroskopik o6zelligi ve yliksek
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ozmotik basincin etkisiyle bakteri hiicrelerinden su ¢eker. Boylece bakterilerin 6lmelerine
neden olarak mikrobiyal biiyimeyi engeller. Propolisin pH'inin asiditesi patojen
mikroorganizmalarin inhibe edilmesini saglar (54). Propolisin S. aureus, S. epidermidis,
Enterococcus spp., Corynebacterium spp., B. catarrhalis ve B. cereus'un biiylimesini
tamamen inhibe ettigi gézlemlenmistir. P. aeruginosa ve E. coli'nin biiylimesini ise
kismen inhibe etmistir. Kok ve gram-pozitif bakteriler iizerinde inhibitor etkiye sahip
oldugu kanitlanmistir. Gram-negatif bakterilere karsi ise smirli aktivite gostermistir. C.
albicans ve T. mentagrophytes gibi mantar tiirlerine kars1 etkili oldugu rapor edilmistir

(48).

600 farkl1 bakteri susu ile yapilan bir ¢alismada propolisin gram negatif bakterilerle
karsilastirildiginda gram pozitif bakterilere karst daha etkili oldugu gosterilmistir. Bu
durum gram negatif bakterilerinin dis zarmin tiirlere 6zgii yapist ve propolisin aktif
bilesenlerini parcalayan hidrolitik enzimlerin iiretimi ile agiklanmaktadir (12). Baska bir
mekanizma ise, hiicre i¢i inhibisyon homeostazinin pH’1 iizerindeki stres ile kritik
metabolik yollarin bozulmasiyla iligkili olarak bakteriyel hiicre zar1 hasarina neden olarak
ATPaz iiretimini, hiicre bdliinmesini ve biyofilm gelisimini inhibe eden sinnamik asittir.
Bununla birlikte propolisin biyolojik aktivitelerinin ¢ogu flavonoid bilesiklerine atfedilir.
Flavonoidlerin fonksiyonlarint bozmak i¢in cesitli bakteri yapilarint hedef aldigina
inanilmaktadir. Flavonoidlerin B halkas1 niikleik asit sentezini engeller (51). Diinyanin
degisik bolgelerinden alinan propolislerin antimikrobiyal aktivitesi karsilastirildiginda hem
gram negatif hem gram pozitifte en yiiksek aktivitenin Orta Dogu bolgesinde goriildiigi,
en diisiik aktivitenin ise Almanya, Irlanda ve Kore’den alinan propolislerde goriildiigii
sonucuna varilmistir. Bunun nedeni propolisin aktivitesinin kimyasal bilesimine bagl

olmasidir ve bu her iilkede farklilik gosterir (12).
2.6. Propolisin Kullamim Alanlar:

Propolis ve ckstraktlar1 anti inflamatuar, antiseptik, antibakteriyel, antioksidan,
antifungal, antimikotik, antiiilser, antikanser ve immiinomodiilatér 6zelliginden dolay1
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilir (13). Propolis hakkindaki arastirmalar anestezik,
yaslanma karsiti, antikanserojenik, antidiyabetik, antihipertansif, antiprotozoal, antiviral,
yara iyilestirici, sitotoksik ve hepatoprotektif gibi ¢ok ¢esitli biyolojik etkilerini de ortaya
koymustur (55). Farkli ¢alismalar propolisin organizmanin bagisiklik sistemini

giiclendirmedeki roliinii de ortaya koymustur (56).
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Propolis dis hekimligi alaninda da dis hassasiyetini azaltmada, dis ¢iiriiklerinin ve
dis eti hastaliklarinin 6nlenmesinde, plak olusumunu azaltmada kullanilir. Dig macununun
igerigine eklenerek agiz mikrobiyotasini diizeltmeye yardimci olur. (57). Propolisli agiz
bakim sularmin alternatif olarak kullanilabilecegi ve dis eti alt1 irritasyonu igin
kullani1ldiginda mikrobiyolojik ve klinik parametrelerde konvansiyonel tedaviye gore daha

iyi iyilesme elde edildigi gosterilmistir (58).

Propolisin  anestezik Ozelliginden dolayr erken semptomatik rahatlama
sagladigindan tekrarlayan vulvovajinal kandidiyazis tedavisinde kullanilabilmektedir.
Ayrica kirmizi propolisin kandida tiirlerine karst mantar onleyici 6zelliginin oldugu

gosterilmistir (59).

Propolis antiviral 6zelligi sayesinde bitkiler, hayvanlar ve insanlarda viriislerin
neden oldugu enfeksiyonlarin gelismesinde engelleyici etkide bulunur. Aralarinda herpes
simplex viriis (tip 1 ve 2), adenovirus tip 2, kabarcikli ag1z iltihabi viriisii ve poliovirus (tip
2)’nin de bulundugu ¢esitli DNA ve RNA viriislerine karsi laboratuvar ortaminda etkili
oldugu bildirilmistir (60).

COVID-19 tedavisi goren hastalar lizerinde yapilan bir ¢calismada gida takviyesi
olarak propolis verilen hastalarda pozitif etki goriildiigii bildirilmistir. Propolis verilen
hasta grubunun biyokimyasal parametrelerinde hizli bir iyilesme ve hastanede kalig

stirelerinin azaldigini gézlemlenmistir (61).

Insan tiiketimi igin {iretilen gidalar iizerinde yapilan calismalarin yani sira hayvan
yemlerinde propolisin katkis1 {izerine yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada propolis katkili yemlerin yem verimliligini artirdigi, tavuk ve ordeklerde

bliylimeyi hizlandirdig1 ve viicut agirligini olumlu etkiledigi bildirilmistir (62).

Propolis, antioksidan ve antimikrobiyal ozellikleri bir arada igeren, toksisitesi
diisik dogal bir madde oldugundan koruyucu katki maddesi olarak besinlere
eklenebilmektedir. Bdylece iiriiniin stabilitesinin korunmasi, olusabilecek patojenlerin
Onlenmesi, saprofik mikrobiyotanin azaltilmasi ve raf Omriinlin uzatilmasi gibi etkiler

gosterebilmektedir (63).

Propolis giiniimiizde kozmetolojide, gida endiistrisinde, iceceklerde ve besin
takviyelerinde ve fonksiyonel gidalarda bir bilesen olarak yaygin olarak kullanilmaktadir

(64). Gida ve iceceklerde dogal koruyucu olarak ve biyoaktif bilesiklerin kaynagi olarak
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yer almaktadir. Raf dmriinii ve tiiketicinin sagligini iyilestirici 6zelliginden dolay1 dogal bir
tiriin olarak popilerlik kazanmaktadir. Ticari olarak kapsiil, tablet, sulu veya etanol

ekstrakti, ham propolis gibi farkli formlarda satisa sunulmaktadir (65).
2.7. Propolisin Ekstraksiyonu

Propolisin ar1 kovaninin steril olmasi ve saghigindaki fonksiyonu diisiiniildiigiinde,
propolisteki biyoaktiflerin koruyucu oOzellikleri insan saglhigina dikkat ¢ekici faydalar
saglamaktadir. Son yillarda bildirilen faydalar1 nedeniyle dikkatleri iizerine ¢ekmistir, bu
da propolisi potansiyel bir koruyucu ve tedavi edici ajan haline getirmistir. Fakat biiyiik
molekiiler agirliga sahip bir kompleks icinde lipitler, balmumu ve reginelerden
olustugundan bu durum zay1f biyoyararlanim ve emilime neden olur (66). Propolisin ticari
kullammi genellikle sivi ekstraktlardan hazirlamir. Islenmemis propolis parcalar halinde
kullanilabilir, dondurulabilir veya kirilip ince toz haline getirilebilir. Saf propolis
cignenebilir fakat kiiclik miktarlarda tiiketilmelidir. Aksi takdirde mide rahatsizliklarina
neden olabilir (26). Ayrica propolis igerdigi bazi inert maddelerden dolayr dogal haliyle
tilketilmemektedir. Bunun yerine genellikle inert malzemenin wuzaklastirilmas: ve
polifenolik igerigin zenginlestirilmesi i¢in ¢dziiciiler ile saflagtirilir (28). Ham propolis

genellikle bir ¢oziicii ile islenir ve sonucunda ortaya ¢ikan ekstrakt kullanilir (26).

Ham propolisin ekstraksiyona hazirlanmas: i¢in Oncelikle i¢inde bulunabilecek
odun parcalari, Olii arilar gibi maddelerin uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Daha sonra
¢oziicli ile temasin yiizeyini artirmak ve aktif bilesenlerin ¢oziinmesini saglamak ig¢in
kiigiik parcalara ayrilmali veya ince toz haline getirilmelidir (4). Propolisteki hassas
biyoaktif bilesiklerin benzersiz yapisal ozelliklerini ve biyoterapdtik islevlerini korumak
i¢in, ekstraksiyon isleminin 1limli sulu kosullar altinda gergeklestirilmesi gerekir. Ancak
suyun ekstraksiyonda kullanilmasi ¢ok daha diisiik ekstraksiyon verimliligi ile iligkili
oldugundan, ar1 propolisi icin geleneksel su bazli ekstraksiyon stratejileri
benimsenmemektedir. Biyoaktif bilesiklerin lipofilik yapisi, ekstraksiyon etkinligini daha
da engelleyerek sulu ortamda ¢oOzlinmesini Onlemektedir. Bunun yerine organik
coziiclilerle maserasyon propolisin ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilanilmaktadir

(16).

Maserasyon yontemi ekstraksiyon i¢in en sik kullanilan geleneksel yontemlerden
biridir. Ses dalgalarinin belirli bir frekansta gonderilmesi ile biyoaktif bilesenlerin

ekstraksiyonunu hedefleyen ultra ses destekli ekstraksiyon; mikrodalga enerjisini
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kullanarak ¢oziicliniin 1sitilmast ile bilesenlerin ekstrakte edildigi mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemleri de bulunmaktadir. Coziicii olarak giivenli ve diisiik maliyetli olan,
cevre dostu ve yesil ¢oziiciilerin kullanildig1 sanayi uygulamalarinda tercih edilen siiper
kritik CO2 ekstraksiyonu da propolis ekstraksiyonunda kullanilan diger bir yontemdir (34).
Ultrason destekli ¢alkalamali ekstraksiyonun kullaniminin, geleneksel c¢alkalamali
ekstraksiyon ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemlerine kiyasla daha iistiin sonuglar
verdigi bulunmustur. Geleneksel maserasyon ekstraksiyonu ve Soxhlet ekstraksiyondan,
ultrason ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritik CO2 ekstraksiyonu ve

yiiksek basing yontemleri gibi ileri metodolojiler aragtirilmaktadir (16).

Ekstraksiyon yontemi, elde edilen bilesen tiirleri ve ekstraksiyon iiriinleri agisindan
kritik bir rol oynar. Etanol, etil eter, metanol ve kloroform gibi organik ¢oziiciiler en sik
kullanilanlaridir (67). Yiiksek biyolojik aktiviteye sahip etanolik propolis ekstraktlarina ek
olarak su ve zeytinyagi basta olmak {lizere bitkisel yag, ugucu yag, coklu alkoller gibi
coziiciiler de propolis ekstraksiyonunda kullanilmaktadir (68). Propolis polar ve polar
olmayan bilesiklerin bir karistimi oldugundan en uygun ekstraksiyon hidroalkolik
cozeltilerde gergeklesmektedir. Bazi bilesiklerin lipofilik 6zelliginden ve sudaki diisiik
¢cozlinlirliigiinden dolay:r ticari propolisler genellikle etanol veya glikol bazhidir (8).
Verimli ekstraksiyon kabiliyetine ragmen etanoliin yogun aromast ve sik alkol tiiketimiyle
iliskili saghk etkileri gibi olumsuzluklar1 bulunmaktadir. Alternatif olarak memeli
hiicreleriyle mitkemmel biyouyumlulugu nedeniyle ticari propolisin hazirlanmasinda ana
ekstraksiyon ¢oziiciisli olarak propilen glikol de tercih edilir. Propilen glikol genel olarak
biyomedikal uygulamalar i¢in glivenli ve kabul gérmiis bir madde olarak sayilsa da, bu tiir
sentetik kimyasal reaktiflerin iirlinlere dahil edilmesi genellikle halk tarafindan direncgle
karsilanmaktadir. Saglik bilincinin ve dogal iiriinlere olan ilginin artmasiyla birlikte, bu tiir

kimyasal reaktiflerin dogal yesil ¢oziiciilerle degistirilmesine yonelik talep de artmaktadir
(16).

Ekstraksiyon yontemi ve ¢oziici ¢esidi kadar kullanilan propolisin kaynagi da
biiylik 6nem arz etmektedir. Elde edildigi bolgenin florasina gore polifenolik maddelerin
konsantrasyonu degistiginden antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri degisiklik
gostermektedir. Bu konuda yapilan, Tiirkiye'nin on farkli bolgesinden toplanan propolis
orneklerinde fenolik bilesen ve biyolojik aktivite Ozelliklerinin degerlendirildigi bir

calismada oda sicakliginda 24 saat ekstraksiyon sunucu hazirlanan metanolik
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ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi incelenmis ve degerlerin 182.12 ile 325.47 uM
Trolox/g araliinda degistigi tespit edilmistir. Toplam fenolik madde igeriklerinin 115.49
ile 210.33 mg GAE/g araliginda oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteleri
incelendiginde ise Eregli propolisin diger propolislerden daha yiiksek etki gosterdigi

goriilmiistiir (69).

Ham propolisten propolis ekstrakti hazirlama {iizerine patentli bir bulus
calismasinda biyoaktif potansiyeli yiiksek sulu propolis ekstrakti hazirlanmasi amaciyla
dort asamadan olusan bir ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Bu asamalar ana hatlariyla
mum giderimi (dewax) islemi, ekstraksiyon islemi, filtrasyon ve evaporasyon
islemlerinden olusmaktadir. Yikanan ham propolis elek iizerine serilerek rulo haline
getirildikten sonra bir kap i¢ine yerlestirilir. Uzerine rulo seviyesinde su doldurularak sabit
sicaklikta 1sitilir ve sogutulur. Sogutma sonrast su ylizeyinde olusan mum ve diger
recineler uzaklastirilir. Rulo acilarak propolis aynm1 suya bosaltilip sabit sicaklikta
ekstraksiyona tabi tutulur. Ekstraksiyon sirasinda ortam Once asitlendirilir, sonra bazik
ortama dontstiiriilerek ¢ozeltinin ilk bastaki pH degerine geri getirilmesi saglanir. Daha
sonra ¢ozelti siiziilerek ektrakt elde edilir ve evaporasyon islemi ile ekstraktin konstre hale

gelmesi saglanir (70).

Bir bagka patentli bulus ¢alismasinda propolis ekstraktinin aktif madde igeriginin
diisiik olmasi1 ve endiistriyel seri iiretim i¢in uygun olmamasi gibi problemlere iliskin yeni
bir ekstraksiyon hazirlama yontemi saglanmas1 amaglanmistir. Bu yontemde 6ncelikle ham
propolis pargalanir. Ham propolis etanol orant %70’in {izerinde olan etanol-su karisiminda
ekstrakte edilir. Elde edilen ekstrakt konsantre hale getirilir. Dondurulduktan sonra etanol
konsantrasyonu %70’in iizerinde olan etanol-su ¢ozeltisi i¢cinde dagitilir, filtrelenir ve elde
edilen siiziintli konsantre edilir. Konsantre propolis soliisyonu ile silika jel karigtirilarak
soliisyondaki aktiflerin silika jel tozuna absorbe olmasi saglanir ve silika jel absorbsiyon
tozu kurutulur. Kurutulan toz dnce petrol eterinde; sonra aseton ve petrol eterinin 2:1’den
diisiik hacim oranina gore karistirilmasiyla olusan bir ¢oziiclide, son olarak aseton ve petrol
eterinin (2-4):1 hacim oranina gore karistirilmasiyla hazirlanan ¢oziiciide ekstrakte edilerek
son ekstrakt toplanip konsantre edilir. Propolis ekstraktinin renginin giderilmesi,

filtrelenmesi ve konsatre edilmesiyle rafine propolis ekstrakti elde edilir (71).
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2.8. Coziiciiler
2.8.1. Saf Su

Su yasam icin gerekli olan, hidrojen ve oksijenden olusan, berrak ve toksik
olmayan bir maddedir. Molekiil formiili H2O seklindedir (72). Su molekiilii kovalent
baglarla baglanan bir oksijen ve iki hidrojen atomu igerir. Oda sicakliginda sividir (73).

Kaynama noktas1 100 °C, erime noktas1 0 °C’dir (74).

Su, evrensel ¢oziicli olarak bilinir. Cilinkii diger ¢oziiciilere gére suda daha fazla
madde, degisik derecelerde ¢oziiniir. Bunun nedeni su molekiiliinlin benzersiz polaritesi ve
hidrojen baglaridir. Bu sayede notr organik molekiillerle reaksiyona girebilir ve diger
molekiillerle hidrojen bagi kurabilir. Bu 6zelligi nedeniyle laboratuvarda su kalitesi ¢ok

onemlidir ¢linkii suya ihtiya¢ duyulan her yerde suyun reaktivitesi dikkate alinmalidir (75).

Su, laboratuvar ortaminda kullanima uygun hale getirmek ve safsizliklar1 gidermek
icin mekanik olarak filtrelendiginde veya islendiginde saf su elde edilir. Yiiksek saflikta su
kullanim1 dogruluk ve hassasiyeti etkileyebilecek kirletici maddeleri ortadan kaldirarak
tekrarlanabilir deney ve islemlerden giivenilir sonuglar elde etmek i¢in gereklidir. Ayrica
hassas laboratuvar ekipmanlarinin ve analitik cihazlarin giivenli ve etkili performansinin

saglanmasinda da gereklidir.

Saf su, kullanilacagi uygulamaya bagh olarak Tip I, Tip II ve Tip III olmak iizere

kendi saflik 6zelliklerine sahip olan 3 gruba ayrilir.

Tip I su, suyun en saf halidir. Genellikle “ultra saf su” olarak anilir. Kritik
uygulamalarda, hassas prosediirlerde, analitik laboratuvarlarda kullanilir. Gaz
kromatografisi, akis sitometrisi, molekiiler biyoloji, sivi kromatografisi, polimeraz zincir
reaksiyonu, atomik absorpsiyon spektroskopisi ve toplam organik karbon analizinin yani
sira hiicre ve doku kiiltiiri prosediirlerinde kullanilir. Molekiiler biyolojide numune
seyreltme ve reaktif hazirlamada kullanilabilir. Kontaminasyona duyarli prosediirler i¢in
idealdir. Kolaylikla kontamine olabileceginden tanklarda, plastik siselerde vb.
saklanmamalidir, ¢ilinkii saklandig1r konteynerden veya ¢evresindeki atmosferden organik
kirlenmeye maruz kalabilir. Ultra saf su elde etmek i¢in, genellikle ultra saf su sistemleri
kullanilarak su saflastirma islemine tabi tutulur. Tip I saf suya ulagsmak i¢in suyun

direncinin 18 MQ-cm’den biiytk, iletkenligin 0.056 QS/cm’den kiiciik ve toplan organik
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karbon igerigi 50 ppb’den az olmalidir. Calismamizda c¢oziicli olarak tip I saf su

kullanilmastir.

Tip II saf su laboratuvar kalitesinde su olarak bilinir. Saflik diizeyi yiiksektir.
Tampon preparatlari, numune seyreltme, mikrobiyolojik analiz, pH ¢6zeltisi hazirlama ve
elektrokimya gibi standart uygulamalar, testler ve prosediirler i¢in kullanilir. Tip II suda
diren¢ 1 MQ-cm’den biiyiik, iletkenlik 1 QS/cm’den kiigiik, toplam organik bilesik igerigi
50 ppb’den az olmalidir.

Tip III su birincil dereceli su olarak kabul edilir ve diger tiplerle karsilagtirildiginda
en diisiik saflik seviyesine sahiptir. Bu nedenle genel ve kritik olmayan isler igin veya tip I
ve tip II su icin ilk asama olarak kullanilir. Temel laboratuvar uygulamalari; cam esyalar,
1sitma banyolar1 vb. bilimsel ekipmanlarin temizligi i¢in uygundur. Otoklavlarda besleme
suyu olarak ve tip I su iiretiminde kullanilabilir. Tip III su i¢in direng 4 MQ-cm’den
biiyiik, iletkenlik 0.25 QS/cm’den kiigiik, toplam organik bilesik icerigi 200 ppb’den az
olmalidir (76).

2.8.2. Etanol

Etanol primer bir alkoldiir. Etanin hidrojenlerinden birinin hidroksil grubuyla
degistirilmesiyle olusur (77). Molekiil formiilii C2HeO seklindedir (78). Kaynama noktasi
78.5 °C, erime noktasi -114.1 °C’dir (54). Molekiil agirlig1 46.07 g/mol’diir (77). Berrak ve
renksiz bir sividir. Karakteristik sarapsi kokusu ve keskin bir tadi vardir (79). Buhari

havadan daha agirdir. Son derece yanicidir. Suda her oranda ¢oziiniir (79).

Propolis ekstraklarinin hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan ¢oziiciilerden biri
etanoldiir. En ¢ok c¢alismanin etanol ekstraklari tlizerinde yapildigi goriilmistir (80).
Polifenoller genellikle polaritesi sudan daha az olan organik c¢oziiciilerde daha fazla
¢oOziiniirler. Yapilan bir calismada, kullanilan ¢dziiciilerden polaritesi en yiiksek ve en
diisiik olanlarda fenolik asit ve flavonollerin igeriginin diisiik oldugu goriilmiistiir (81).

Etanoliin polaritesi propolis ekstraksiyonu i¢in uygun araliktadir (68).

Cok etkili bir ¢oziicii olmasiyla birlikte nispeten agresif oldugundan hamile ve
emziren kadinlar, ¢ocuklar, bazi hastalar ve veteriner uygulamalari i¢in uygun degildir.
Bununla birlikte ekstraktlardaki yiiksek balmumu icerigi nedeniyle farmasétik, kozmetik,

veterinerlik ve agirlikli olarak su iceren diger iiriinlerin {iretimi i¢in uygun degildir (80).
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Antiseptik ilag, polar ¢oziicli, merkezi sinir sistemi depresani, teratojenik ajan,
dezenfektan, ditiretik, insan metaboliti olma rolii vardir (77, 82). Gastrointestinal sistemden
hizla emilir ve viicuda dagitilir. Bakterisidal aktiviteye sahiptir. Topikal dezenfektan olarak
kullanilir. Farmasotik preparatlarda ¢oziicii ve koruyucu olarak kullanilir (77). Belirli
karbonhidratlarin fermantasyonu ile hazirlanan ugucu bir sividir. Alkollii icecekler ile bazi
ilaglarda, gargaralarda, ev triinlerinde ve ugucu yaglarda (bitkilerden alinan kokulu siv1)

bulunan kimyasal bir maddedir (82).
2.8.3. Polietilen Glikol

Etilen glikol, suyu absorbe eden sentetik bir s1ivi maddedir (83). Kokusuzdur, tath
bir tad1 vardir. Berrak ve renksiz bir sividir (84). Viskoz yapidadir. Glikol ailesinin en basit
organik kimyasal grubuna aittir. Bir hidrokarbon zincirinde bitisik pozisyonlarda iki
hidroksil grubu ile karakterizedir (85). Molekiil formiilii C2HeO2 seklindedir. Kaynama
noktast 197.3 °C, erime noktast -12.69 °C’dir (86). Molekiil agirligr 62.07 g/mol’diir.
Yanici bir maddedir (84). Araba, ugak ve tekneler i¢in antifriz ve buz ¢oziicii soliisyonlarin
yapiminda kullanilir. Ayrica hidrolik fren sivilarinda ve miirekkeplerde da kullanilir (83).

Nispeten ugucu olmayan bir sividir. Suyla tamamen karigabilir (85).

Polietilen glikoller (PEG) kurucu monomer veya ana molekiile (etilen glikol, etilen
oksit, oksietilen) gore etilen glikol birimlerinin tekrarlayan polieter bilesiklerinden olusur
(87). Cesitli tiirevlere ve islevlere sahip olabilen, yogunlastirilmis etilen oksit ve su
iriinleridir (88). Cogu genis veya dar olarak tanimlanmis molekiiler agirlik araliklarinda
farkli oligomer boyutlarinin karisimlart seklinde ticari olarak temin edilebilir. Kozmetikte
ylizey aktif maddeleri, temizleme ajanlari, emiilgatorler, cilt yumusatict ve nemlendirici
olarak kullanilmaktadir. Ilag endiistrisinde kapsiil, tablet ve hap baglayicilar, fitiller ve sivi
recetelerdeki ilaglar i¢in merhem bazi veya araci olarak kullamilirlar. Sabun, deterjan,
ahsap koruma, baski ve kimyasal karisimlarda uygulamalari vardir. Tekstil, kauguk, kagit,

deri, plastik, regine, seramik, metal, cam ve petrol endiistrilerinde kullanilir (87).
2.8.4. Monopropilen Glikol

Propilen glikol, suyu absorbe eden sentetik bir sividir (89). Dogada olusmaz (90).
Molekiil formiilii C3HsO:2 seklindedir. Molekiil agirligr 76.09 g/mol’diir (89). Kalin yapili,
kokusuz ve renksiz bir sividir (91). Kaynama noktas1 188.2 °C, erime noktas1 -59 °C’dir
(92). Propilenin klorlu su ile muamele edilerek klorohidrin olusturulmasi, olusan

klorohidrinin ise sodyum karbonat c¢ozeltisi ile muamele edilmesiyle glikole
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donistiirtilmesiyle elde edilir. Ayrica gliseroliin sodyum hidroksit ile 1sitilmasiyla da

hazirlanir (90).

ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan propilen glikoliin gidalarda, ilaglarda ve
kozmetiklerde kullanimi giivenli kabul edilmektedir. Coziicii, hiimektan, antifriz 6zelligi
ve diisiik toksisite seviyesi ticari ve endiistriyel iiriinlerde yaygin bir sekilde kullanilmasina

yol agmustir (93).

Propilen glikol polyester bilesikleri yapmak kullanilir. Buz ¢6ziicii ¢ozeltiler igin
baz olarak kullanilir. Kimya, gida ve ila¢ endiistrilerinde sizintinin gidayla temasa yol
acabilecegi durumlarda antifriz olarak kullanilir. Bazi ilag, kozmetik veya gida iirlinlerinde
fazla suyu absorbe etmek ve nemi korumak i¢in kullanilir. Gida boyalar1 ve gida aromalari
ile boya ve plastik endiistrisinde kullanilan bir ¢oziiciidiir. Yanginla miicadele

egitimlerinde ve tiyatro prodiiksiyonlarinda kullanilan yapay duman veya sisi olugturmak

icin kullanilir (94).
2.8.5. Gliserol

Gliserol 1, 2 ve 3 pozisyonlarinda hidroksi gruplari ile ikame edilen propan
yapisina sahip bir trioldiir (95). Renksiz ila kahverengi renkli bir sividir. Higroskopiktir.
Suda ¢6ziiniir (96). Molekiil formiilii C3HsO3 seklindedir. Kaynama noktasi 290 °C, erime
noktasi 18 °C’dir (97). Molekiil agirligi 92.09 g/mol’diir (95).

Gliserol mikrobiyal fermentasyondan, sentetiklerden, petrokimyasal
hammaddelerden, sabun fiiretiminin sabunlagma reaksiyonundan, biyodizel iiretiminde

transesterifikasyon reaksiyonundan elde edilebilir (98).

Gliserol ¢oziicli, hiimektan, akigkanlastirici, yumusatici, tatlandirict olarak
kullanilirlar. Nitrogliserol, kozmetik, likor, sekerleme, karartma, baski ve fotokopi
miirekkepleri, yaglayict madde, elastik yapistiricilar, kursun oksit ¢imentolarinin
imalatinda yer alirlar. Kumaslar1 esnek tutmak i¢in, pamuk {izerindeki baskiy1r korumak
icin; arabalarda 6n camin donmasin1 dnlemek igin, antifriz olarak gaz sayaglarinda ve
hidrolik krikolarda, amortisér sivilarinda kullanilir. Gliserol sabun, deterjan ve glikol
esterleri gibi {iriinlerin imalati i¢in endiistriyel uygulamalarda ara iiriin olarak kullanilir.
flag, tiitiin, yiyecek ve igecekler gibi tiiketici iiriinlerinde bulundugu gibi boya, recine ve

kagit gibi ¢ok sayida bagka iirtinde de bulunur (95).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Céziiciiler

Propolis ekstraksiyonunda ultra saf su sisteminden elde edilen saf su, %75 etanol
(Smyras, Izmir/Tiirkiye, CAS-No:64-17-5), %50 polietilen glikol (PEG) (Tekkim,
Bursa/Tiirkiye, CAS-No0:25322-68-3), %50 monopropilen glikol (MPG) (Tekkim,
Bursa/Tiirkiye, CAS-No: 57-55-6) ve %50 gliserol (Tekkim, Bursa/Tiirkiye, CAS-No.56-

81-5) ¢oziicii olarak kullanilmistir. Kullanilan ¢oziiciiler gida safligindadir.
3.2. Kullanilan Cihazlar

Tez calismast kapsaminda kullanilan cihazlara ait marka/model bilgileri tabloda

belirtilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve marka/model bilgileri

Cihaz Marka/Model Uretildigi Ulke
Isiticili manyetik karistirici Heidolph MR 3001 Almanya
Vorteks karigtiric Weightlab Instruments WN- .l
2300 Tiirkiye
Vorteks karigtiric Starlab N2400-6010 Cin
Calkalamali inkiibator Mikrotest MCI-55 Tiirkiye
Hassas terazi Ohaus PA214C Amerika Birlesik Devletleri
Hassas terazi Precisa 321LX 320A Isvicre
UV-Visible Thermo Fisher Scientific :
spektrofotometre Evolution 201 Cin
Bubharlastirici IKA RV 05 Basic Almanya
HPLC dedektorii Shimadzu LC 20AT Japonya
Ultra saf su sistemi Merck Direct-Q 3 UV Almanya

3.3. Propolis Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Arastirmamizda Trabzon, Giresun, Giimiishane illerinden toplanan 40-50 parti
propolis 6rnekleri bolge farkliliginin etkisini ortadan kaldirip homojen bir 6rnek profili
olusturmak adma harmanlanip ogiitiilerek kiigiik pargalar haline getirilmistir. Ogiitiilen
propolisin saf su, %75 etanol, %50 PEG, %50 MPG ve %50 gliserol c¢oziiciileri
kullanilarak ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraktlar her bir ¢oziicii i¢in 30 g propolisin 45

°C’de 12 ve 36 saat siire ile inkiibasyonu seklinde hazirlanmustir.

Saf su, %75 etanol (100 mL’de 75 mL etanol+25 mL saf su), %50 PEG (100 mL’de
50 mL PEG+50 mL saf su), % 50 MPG (100 mL’de 50 mL MPG+50 mL saf su) ve %50
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gliserol (100 mL’de 50 ml gliserol+50 mL saf su) ekstraktlar1 hazirlanirken 30 g’lik
propolis Ornekleri ¢oziicti ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Calkalamali inkiibatérde 130
rpm devirde ilgili stire ve sicaklikta karistirmaya birakilmistir. Stire sonunda siizdiiriilerek

elde edilen ekstrakt cam siseye konularak buzdolab1 kosullarinda (+4 °C) saklanmistir.

Tablo 3. Hazirlanan propolis ekstraktlari

Ornek adi Coziicii Derece (°C) Zaman (saat) Miktar (g)
PS: Saf su 45 12 30
PS:2 Saf su 45 36 30
PE: Etanol 45 12 30
PE2 Etanol 45 36 30
PP: PEG 45 12 30
PP PEG 45 36 30
PMi MPG 45 12 30
PM2 MPG 45 36 30
PGi Gliserol 45 12 30
PG2 Gliserol 45 36 30

3.4. Analiz Metotlar:
3.4.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayininin esast fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-
Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigii bir redoks
reaksiyonuna dayanmaktadir (99). Bu yontem genel karsilagtirmali sonuglar verir, ancak
farkli bilesik veya fenolik siniflarinin belirlenmesi spesifik degildir (100). Reaksiyon
sonucunda indirgenmis ayracin olusturdufu mavi rengin spektrofotometrik olarak
Olciilmesiyle, analizi yapilan Ornekteki fenolik  bilesiklerin  toplam  miktari
hesaplanmaktadir. Olusan kompleksin absorbansi fenolik maddelerin konsantrasyonu ile

dogru orantili olup, 760 nm’de absorbans vermektedir.

Yapilan caligmada, standart grafigin hazirlanmasinda fenolik bir madde olan gallik
asit standardi kullanilmistir (99). Gallik asitin (1 mg/mL) farkli konsantrasyonlari (0.5;
0.25; 0.125; 0.0625; 0.03125 ve 0.015625 mg/mL) hazirlanip, absorbans degerleri

belirlendikten sonra kalibrasyon egri ¢izilmistir.

Ornekten 20 pL alinip 400 pL 0.2 N Folin Reaktifi, 680 pL saf su, 400 uL %10’luk
NaxCOs eklenerek tiipler vortekslendikten sonra 2 saat bekletilmistir. Siire sonunda 760

nm’de kore kars1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Her 6rnekten 3 tiip hazirlanmistir.
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Cizilen kalibrasyon egrisine gore numunelerin toplam fenolik madde miktari
bulunup, seyreltme faktorleri de dikkate alinarak propolis orneklerinin mg GAE (Gallik

asit esdegeri)/mL cinsinden fenolik madde igerigi tespit edilmistir.

3.4.2. FRAP (Fe (III) indirgeme Antioksidan Kapasite) Metodu ile Antioksidan
Aktivite Tayini

Bu yontemde Fe (III)-TPTZ (2,4,6- tripiridil s-triazin) kompleksinin sulu ¢ozeltiye
antioksidan igeren bir 6rnegin eklenmesi sonucu mavi renkli Fe (II) formuna indirgenmesi
esasina dayanmaktadir. Bu kompleks koyu mavi renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593

nm’dir (101).

Deney sonugclart standart antioksidan Trolox®’un konsantrasyonlari ile (1000 uM,

500 uM, 250 uM, 125 uM, 62.5 uM) karsilastirmali olarak verilmistir.

Antioksidan aktivite tayini i¢in asetat tamponu, 40 mM HCI, 10 mM TPTZ, 20 mM
FeCl36H20 ve FRAP reaktifi hazirlanmistir.

Ornekten 50 uL almarak 1.5 mL FRAP reaktifi eklenip vortekslendikten sonra 37
°C’de 4 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Her 6rnekten 3 tiip hazirlanmistir. Cozeltinin

absorbansi 593 nm’de kore kars1 spektrofotometrik olarak lgiilmiistiir.
3.4.3. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH¢) Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi

Bu metot DPPHe radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonuna
bagli olarak siipiiriilmesi temeline dayanir (101). Metanolik DPPHe c¢ozeltisinin koyu
menekse rengi acilir ve absorbanstaki azalma spektrofotometrik olarak 517 nm’de
Olciilmiistiir. Sonugclar siiptirme hiz1 (%)=[1—(A/A0)]*x100 ‘ya gore hesaplanarak verilmistir

(A: numunenin absorbansi; A¢=kor ¢ozeltinin absorbansi) (102).

750 pL 6rnege 100 uM’lik DPPHe ¢o6zeltisinden 750 pL eklenerek vortekslenip
oda sicakliginda 40 dakika bekletilmistir. Orneklerin absorbansi 517 nm’de kore kars

spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.
3.4.4. Toplam Flavonoid Tayini

Flavonoidler, 6nemli antioksidan ve selatlayici 6zelliklere sahip bitki fenoliklerinin
bir sinifidir (103). Fenolik bilesiklerden flavonollerin tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya
gore yapilmistir (104).
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60 pL oOrnek alinarak 540 pL metanol ve 600 pL %?2’lik AICI3 eklenip
vortekslenerek oda sicakliginda 30 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Her 6rnekten 3 tiip
hazirlanmistir. Cozeltinin absorbanst 415 nm’de kore karst spektrofotometrik olarak

Olciilmiistiir. Standart olarak 1 mg/mL kuarsetin kullanilmistir.
3.4.5. RP-HPLC-PDA ile Fenolik Bilesiklerin Tayini

Propolis ekstraktlart evaporatdrde ugurulduktan sonra pH’s1 2’ye ayarli suda
coziilerek dietileter ve etil asetat ekstraksiyonu uygulanmis ve organik c¢oziicller
ucurulmustur. Kalint1 uygun miktarda metanol ile c¢oziilerek RP-HPLC-PDA ile analiz

edilmistir.

RP-HPLC-PDA analizleri i¢in 26 adet fenolik standart; gallik asit, protokatekuik
asit, klorojenik asit, katesin hidrat, p-OH benzoik asit, epikatesin, kafeik asit, vanilik asit,
siringik asit, p-kumarik asit, rutin, ellagik asit, ferulik asit, mirisetin, daidzein, luteolin,
kuersetin, t-sinnamik asit, naringenin, apigenin, hesperetin, ramnetin, krisin, pinosembrin,
CAPE ve galangin kullanilmigtir. Protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit, rutin,
ellagik asit, daidzein standartlarinin kalibrasyonu i¢in 250 nm; gallik asit, katesin hidrat,
epikatesin, siringik asit, f-sinnamik asit, naringenin, hesperetin, krisin, pinosembrin
standartlarinin kalibrasyonu i¢in 280 nm; klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit, apigenin, CAPE standartlarinin kalibrasyonu igin 320 nm; mirisetin, luteolin,
kuersetin, ramnetin, galangin standartlarinin kalibrasyonu i¢in 360 nm dalga boyu
kullanilmigtir. Her bir standardin konsantrasyonuna karsi, olusan pik alanlari i¢ standardin

pik alanina boliinerek olusan oran kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edilmistir.

RP-HPLC-PDA analizlerinde 200-800 nm dalga boyu araliginda es zamanli analiz
yapabilen Shimadzu LC 20AT HPLC cihazi kullanilmistir. Analizler ters faz C18 (250 mm
x 4.6 mm, 5 pm; GL Sciences) kolonda ve asetonitril, su ve asetik asitle gradient program
uygulanarak gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL’ye, akis hiz1 1 mL/dk’ya ve
kolon sicakligi kolon firininda 30 °C’ye ayarlanmistir (105).

3.4.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Propolis ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi gram-pozitif (S. aureus, S.
epidermidis ve B. cereus), gram-negatif (E. coli) bakteri ve maya (C. albicans) suslarina
kars1 agar kuyucuk diflizyon metodu ile belirlenmistir (106). C. albicans igin potato
dekstroz agar (PDA) ve bakteriler i¢in Mueller-Hilton Agar besiyeri kullanilmistir. 107
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kob/mL mikroorganizma igeren siispansiyonlar steril pamuklu c¢ubukla besiyerinin
ylizeyine homojen sekilde yayilmistir. Petrilere 6.82 mm c¢apli kuyucuklar acilmig ve
kuyucuklar 50 pL propolis ekstraktlart ile doldurulmustur. Kuyucuklar etrafindaki
inhibisyon zonu bakteriler i¢in 37 °C ve maya icin 25 °C'de 24 saat inkiibasyon siiresi

sonunda Sl¢iilmiistiir.
3.4.7. Stabilite Calismalari

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan propolis ekstraktlarinin 0.giin analizleri yapildiktan
sonra hizlandirilmig raf Omrii ¢alismasi yapilmistir. Bunun i¢in Qio kuralindan
faydalanilmistir. Qo bir reaksiyonun sicaklik duyarliligi olarak tanimlanmaktadir. 10°C’lik
sicaklik artisinda reaksiyonun hizinin artist veya raf dmriindeki azalmay1 agiklar. Bir¢ok

gida i¢in kalite ve besin kayiplarin1 6ngérmede kullanilmaktadir.

Sicaklik ve siire arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in “Esitlik 1” denklemi

kullanilmistir (107).

T1-T2

t, = t; X Qup (Esitlik 1)

“Esitlik 1” denkleminde ti degeri normal sicaklikta hedef raf omriinii, t> degeri
yiiksek sicaklikta bekletilmesi gereken siireyi, T1 normal sicakligi, T2 ise test sicakligini
ifade etmektedir. Yiiksek sicaklikta bekletilmesi gereken siire olan t2 degerini bulabilmek
i¢in; ticari propolis ekstraktlarin raf dmrii 25 °C’de 3 yil olarak alindigindan ti degeri 3
ve Ti degeri 25 olarak alinmistir. Gidalar tizerinde yapilan ¢aligmalarda genellikle Q1o
degeri 3 olarak alindigindan ¢alismamizda da aymi deger kullanilmistir (108, 109). T2
degeri ise 65 olarak belirlenmistir. Yapilan hesaplama sonucunda hizlandirilmis raf émrii
calismast icin ekstraktlar 13.5 giin boyunda 65°C sicakliga maruz birakilmistir. Analizler
tekrarlanarak  baglangic degerleri ile hizlandirilmis stabilite sonrasi  degerler
kargilagtirtlmigtir. Ayn1 zamanda her bir 6rnegin baslangic ve hizlandirilmig stabilite

degerleri kendi arasinda karsilastirilmistir.

3.5. istatistiksel Analizler

Tez calismasi kapsaminda elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS Version
22.0 (Statistical Package for the Social Sciences) paket programi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Verilerin istatistiksel farkliliginin ortaya konulmasinda One-way
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ANOVA ve bagimli 6érneklem t-testi kullanilmistir. Yapilan istatistiksel analizde p<0.05

degeri anlamli farklilik olarak kabul edilmistir.

26



4. BULGULAR
4.1. Propolis Ekstraktlarimin Toplam Fenolik Madde icerikleri

Toplam fenolik madde tayini sonucu elde edilen veriler Tablo 4’te gdsterilmistir.
Fenolik madde igeriginin baslangic degerleri incelendiginde ekstraktlarin tiimiinde 12
saatlik ekstraksiyonlar ile 36 saatlik ekstraksiyonlar arasinda anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir (p<0.05). 36 saatlik ekstraktlarin 12 saatlik ekstraktlara kiyasla daha ytiksek
degerlere sahip oldugu tespit edilmistir. Coziiciiler arasinda en diisiik degerlerin saf su ve
gliserol ekstraklarinda oldugu tespit edilmistir. En yiiksek fenolik madde igerigi ise etanol

ve PEG ekstraktlarinda gézlemlenmistir.

Hizlandirilmis stabilite sonras1 degerler incelendiginde saf su, etanol, PEG ve MPG
¢oOziiciilerinin 12 ve 36 saatlik ekstraksiyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gozlemlenmistir (p<0.05). 36 saatlik ekstraktlarin 12 saatlik ekstraktlara kiyasla daha
yiiksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. Coziiciiler arasinda en diisiik degerlerin saf su
ve gliserol ekstraktlarinda, en yiiksek degerlerin ise etanol ve PEG ekstraktlarinda oldugu

gorilmiistiir.

Baslangic degerleri ile hizlandirilmis stabilite sonrasi degerler karsilastirildiginda
PS: ve PG: orneklerinde anlamli farklilik olmadigi, ancak diger Orneklerin tiimiinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik meydana geldigi belirlenmistir (p<0.05). Toplam
fenolik madde miktarinin hizlandirilmis stabilite sonrasinda baslangi¢ degerlerine kiyasla

azaldig1 gbzlemlenmistir.

Tablo 4. Propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri

Ornek ad Coziicii Zaman Toplam Fenolik Madde
(saat) (mg GAE/mL)
Baslangic Hizlandirilmis
Degeri Stabilite Sonrasi
Deger
PSi Saf su 12 0.67+0.01°A 0.37+0.01°B
PS> 36 1.214£0.0124 0.86+0.03 2°A
PE: Etanol 12 23.13i1.03%1A 13.74ﬂ:0.32%lB
PE> 36 27.40+0.17'4 23.62+0.16™
PPy PEG 12 15.77+0.25% 9.90+0.82®
PP 36 17.29+0.008* 12.57+0.00¢8
PMi MPG 12 5.78+0.08%A 2.1+0.16%
PM> 36 7.39+0.12°4 4.22+0.04B
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Tablo 4. (Devam)

PGi Gliserol 12 1,510,025 1.2320.015E
PG, 36 2.53+0.17% 1.840.01%A

i Ayni siitunda yer alan farkli kiiciik harfler anlamli farklihig1 gostermektedir (p<0.05).

A-B Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.2. Propolis Ekstraktlarinin Toplam Antioksidan Aktivite Verileri

Propolis ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin tespitinde demir (III) iyonu
indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe) radikalinin
siiptirme aktivitesi metotlar1 kullanilmistir. Elde edilen veriler Tablo 5 ve Tablo 6’da

gosterilmistir.

Propolis ekstraktlarinin FRAP metodu ile belirlenen antioksidan aktivite verileri
incelendiginde baglangic degerleri acisindan ¢oziiciilerin 12 saatlik ve 36 saatlik
ekstraksiyonlar1 arasinda anlamli fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05). 36 saatlik
ekstraksiyonlarin daha yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Coziiciiler acisindan
karsilagtirildiginda en yiiksek deger sirasiyla etanol, PEG ve MPG ekstraktlarinda tespit

edilmistir. En diisiik deger ise saf su ekstraktlarinda goriilmiistiir.

Hizlandirilmis stabilite sonras1 degerler incelendiginde yine ¢oziiciilerin 12 saatlik
ve 36 saatlik ekstraksiyonlar1 arasinda anlamli fark oldugu, 36 saatlik ekstraksiyonlarin
daha yiiksek degerlere sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.05). En yiiksek degerin etanol
ekstraktinda, daha sonra sirasiyla PEG ve MPG oldugu goriilmiistiir. En diisiik degerin ise

saf su ekstraktlarinda oldugu goriilmiistiir.

Baslangic degerleri ile hizlandirilmis stabilite sonrasi degerler karsilastirildiginda
ekstraktlarin tiimiinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilk meydana geldigi,

hizlandirilmis stabilite sonrasi antioksidan giiciliniin azaldig1 belirlenmistir (p<0.05).

Tablo 5. Propolis ekstraktlarinin FRAP metodu ile belirlenen antioksidan aktivite verileri

Ornek adi Coziicii Zaman FRAP
(saat) (mM Troloks/mL)
Baslangic Hizlandirilmig
Degeri Stabilite Sonrasi
Deger
PSi Saf su 12 589.29+0.89*A 441.43+1.18*8
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Tablo 5. (Devam)

PS; 36 727.41£3.56™ 520.93+1.18°"
PE; Btanol 12 13286.97+71.35"  7824.48+591"®
PE> 36 15633.07£35.67"  8150.85+17.755
PP, PEG 12 6601.86£0.008"  5276.3+23.66%°
PP, 36 7333.44£35.67™  5962.51+23.66"
PMi MPG 12 2987.48+0.00*  2338.97+8.87°"
PM> 36 5419.98+17.83"™  2654.88+5.91%
PGi Gliserol 12 1143.72£0.00°*  770.73+0.00°"
PG> 36 1391.26+2.22%  1113.00+1.18%

k Aym siitunda yer alan farkli kiiciik harfler anlamli farklilig1 géstermektedir (p<0.05).

A-B Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler anlamli farklilig1 gdstermektedir (p<0.05).

DPPHe metodu ile elde edilen veriler incelendiginde baslangic degerleri arasinda
en diisiik degerin etanol ekstraktinda ve daha sonra PEG ve MPG ekstraktinda oldugu
goriilmiistiir. Etanol ve PEG ekstraktlarinin 12 ve 36 saatlik ekstraksiyonlar1 arasinda
anlaml farklilik bulunamamistir (p>0.05). Saf su, MPG ve gliserol ekstraktlarinin ise 12
ve 36 saatlik ekstraksiyonlart1 arasinda anlamli farklibk oldugu, 36 saatlik
ekstraksiyonlarinin daha diisiik degerlere sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.05). En

ylksek deger ise saf su ve gliserol ekstraktlarinda goriilmiistiir.

Hizlandirilmis stabilite sonrasi degerler incelendiginde ise yine en diisiik degerin
etanol ve daha sonra PEG ekstraktinda oldugu goriilmiistiir. En yiliksek degerlerin ise saf su
ve gliserol ekstraktlarinda oldugu tespit edilmistir. Etanol, PEG ve MPG ekstraktinin
hizlandirilmig stabilite sonrasi degerlerinde 12 ve 36 saatlik ekstraksiyonlar1 arasinda
anlaml farklilik bulunmamistir (p>0.05). Saf su ve gliserol ekstraktlarinda ise 36 saatlik

ekstraksiyonlarinin daha diisiik degere sahip oldugu goriilmiistiir.

Orneklerin baslangic degerleri ile hizlandirilmis stabilite sonrasi degerleri
karsilastirildiginda; saf su, MPG ve gliserol ekstraktlarinda baslangi¢ degerleri ile
hizlandirilmis stabilite sonrasi degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu ve hizlandirilmis
stabilite sonras1 degerlerin daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Etanol ve PEG
ekstraktlariin 12 ve 36 saatlik ekstraksiyonlarinin baslangic degerleri ile hizlandirilmis
stabilite sonrasi degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadig:

belirlenmistir (p>0.05).
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Tablo 6. Propolis ekstraktlarinin DPPHe metodu ile belirlenen antioksidan aktivite verileri

Ornek adi Coziicii Zaman DPPHe SCs
(saat) (mg/mL)
Baglangic Hizlandirilmis
Degeri Stabilite Sonrasi
Deger
PS:1 Saf su 12 1.75+0.0084 2.73+0.00™®
PS> 36 1.33+0.04™ 1.90+0.0748
PE; Etanol 12 0.07+0.00% 0.08+0.00**
PE> 36 0.06+0.00%4 0.08+0.00°4
PP, PEG 12 0.110.00°* 0.13+0.00*
PP 36 0.09+0.00%4 0.09+0.00%A
PMi MPG 12 0.24:0.00°* 0.31£0.00°8
PM:> 36 0.12+0.00°* 0.30+0.00°B
PG Gliserol 12 0.93+0.00%* 2.30+0.07°B
PG2 36 0.31+0.0144 1.24+0.01¢B

*& Ayni siitunda yer alan farkli kii¢lik harfler anlaml farklilig1 géstermektedir (p<0.05).

A-B Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler anlamli farklilig1 gdstermektedir (p<0.05).

4.3. Propolis Ekstraktlarinin Toplam Flavonoid Madde Verileri

Toplam flavonoid madde miktar1 tayini ile elde edilen veriler Tablo 7’de
gosterilmistir. Veriler incelendiginde baslangic degerleri acisindan saf su ¢oziiciilii
ornekler hari¢ diger drneklerin tiimiinde 12 saatlik ve 36 saatlik ekstraksiyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goézlenmistir (p<0.05). 36 saatlik ekstraksiyonlarin daha
yiiksek degere sahip oldugu goriilmistiir. Coziicliler acisindan degerlendirildiginde en
yiiksek degerin etanol ekstraklarinda, daha sonra ise PEG ekstraktinda oldugu tespit

edilmistir. En diigiik degerin ise saf su ve gliserol ekstraklarinda oldugu tespit edilmistir.

Hizlandirilmis stabilite sonrasi degerler incelendiginde yine saf su ¢oziciili
ornekler hari¢ diger orneklerde 12 saatlik ve 36 saatlik ekstraksiyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu ve 36 saatlik ekstraksiyonlarin daha yiiksek
degere sahip oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Coziiciiler agisindan degerlendirildiginde en
yliksek degerlerin etanol ekstraklarinda, en diisiik degerin ise saf su ekstraktlarinda oldugu

tespit edilmistir.

Baslangi¢ degerleri ile hizlandirilmis stabilite sonrasi degerleri karsilastirildiginda
saf su, PEG, MPG ve gliserol ekstraklarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu,

hizlandirilmig stabilite sonrasi degerlerde azalma meydana geldigi gozlenmistir (p<0.05).
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Tablo 7. Propolis ekstraktlarinin toplam flavonoid madde verileri

Ornek ad1 Coziicii Zaman Toplam Flavonoid Miktari
(saat) (mg KE/mL)
Baslangic Hizlandirilmis
Degeri Stabilite Sonrasi
Deger
PSi Saf su 12 0.20+0.00% 0.13+0.00°8
PS» 36 0.24+0.00* 0.18+0.00°B
PE: Etanol 12 5 .44i0.04?A 5 .36iO.OS?A
PE> 36 7.13£0.131A 6.33£0.01'A
PPy PEG 12 4.57+£0.11% 2.56+0.07™
PP> 36 5.12+0.008* 3.52+0.03¢8
PMi MPG 12 1.78+0.00% 0.93+0.009B
PM:2 36 2.07+0.00%* 1.04+0.00°8
PGi Gliserol 12 0.39+0.00°* 0.33+0.00°B
PGz 36 0.63+0.00°* 0.52+0.00°B

i Ayni siitunda yer alan farkli kiiciik harfler anlamli farklihig1 gostermektedir (p<0.05).

A-B Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.4. Propolis Ekstraktlarinin Toplam Fenolik Madde Profili

Propolis ekstraktlar1 arasinda antioksidan aktivitesi daha yiiksek olan 36 saatlik
inkiibasyona tabi tutulmus ekstraktlarinin baglangigta ve hizlandirilmis stabilite sonrasinda

tespit edilen fenoliklerin miktarlar1 Tablo 8, 9, 10, 11 ve 12°de gdsterilmistir.

Tablo 8’de gosterilen 36 saatlik saf su ekstrakti olan PS2 Ornegine ait degerler
incelendiginde baslangicta ve hizlandirilmis stabilite sonrasinda gallik asit, klorojenik asit,
katesin hidrat, epikatesin, vanilik asit, siringik asit, rutin, mirisetin, daidzein, luteolin,
naringenin, apigenin, hesperetin, ramnetin tespit edilememistir. Baslangicta tespit edilen
ellagik asit ve kuersetinin hizlandirilmis stabilite sonrast tespit edilememistir.
Protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, ferulik asit ve galangin degerlerinde artig
gozlemlenirken; kafeik asit, p- kumarik asit, #-sinnamik asit, krisin, pinosembrin ve CAPE
degerlerinde azalma goézlemlenmistir. 36 saatlik saf su ekstraktinin fenolik maddeler
icinden sirasiyla en fazla p-kumarik asit, z-sinnamik asit ve ferulik asit icerdigi tespit
edilmistir. Ellegik asit, protokatekuik asit ve kuersetinin ise saf su ekstraktinin baglangic
degeri icin en az degerlere sahip fenolik maddeler oldugu gozlemlenmistir. Hizlandirilmis
stabilite sonras1 degerler incelendiginde kafeik asit ve CAPE miktarinin en diisiik degerler

oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 8. 36 saatlik saf su ekstraktinin toplam fenolik madde profili

PS,
Standart Madde Baslangi¢ Degeri (ng/mL) Hizlandirilmis Stabilite
Sonrasi Deger (ng/mL)

Gallik Asit <LOD <LOD
Protokatekuik Asit 3.85 6.29

Klorojenik Asit <LOD <LOD
Katesin Hidrat <LOD <LOD
p-OH Benzoik Asit 7.13 8.32

Epikatesin <LOD <LOD
Kafeik Asit 7.30 3.55

Vanilik Asit <LOD <LOD
Siringik Asit <LOD <LOD
p-Kumarik Asit 79.37 59.69
Rutin <LOD <LOD
Ellagik Asit 0.80 <LOD
Ferulik Asit 23.79 24.85
Mirisetin <LOD <LOD
Daidzein <LOD <LOD
Luteolin <LOD <LOD
Kuersetin 3.01 <LOD
t-Sinnamik Asit 42.25 31.35
Naringenin <LOD <LOD
Apigenin <LOD <LOD
Hesperetin <LOD <LOD
Ramnetin <LOD <LOD
Krisin 9.59 7.20

Pinosembrin 19.51 9.93

CAPE 5.26 3.32

Galangin 7.31 7.33

<LOD: Standart gbzlenebilme limitinin altindadir.

Tablo 9’da gosterilen PE2 ornegine ait degerler incelendiginde baslangic ve
hizlandirilmis stabilite sonrasinda gallik asit, protokatekuik asit, klorojenik asit, katesin
hidrat, epikatesin, vanilik asit, siringik asit, rutin, ellagik asit, mirisetin, daidzein, luteolin,
naringenin, hesperetin ve ramnetin tespit edilememistir. Baslangicta tespit edilen p-OH
benzoik asit ve kuersetin hizlandirilmis stabilite sonrasi tespit edilememistir. Kafeik asit,
ferulik asit ve apigenin miktarinda azalma gozlemlenirken; p-kumarik asit, ~sinnamik asit,

krisin, pinosembrin, CAPE ve galangin miktarinda artis gozlemlenmistir. Baglangi¢ ve
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hizlandirilmig stabilite sonras1 miktar1 en fazla olan fenolik maddeler krisin, pinosembrin

ve galangindir.

Tablo 9. 36 saatlik etanol ekstraktinin toplam fenolik madde profili

PE,
Standart Madde Baslangic Degeri (ng/mL) Hizlandirilmis Stabilite
Sonras1 Deger (ng/mL)
Gallik Asit <LOD <LOD
Protokatekuik Asit <LOD <LOD
Klorojenik Asit <LOD <LOD
Katesin Hidrat <LOD <LOD
p-OH Benzoik Asit 5.49 <LOD
Epikatesin <LOD <LOD
Kafeik Asit 294.35 212.06
Vanilik Asit <LOD <LOD
Siringik Asit <LOD <LOD
p-Kumarik Asit 175.81 181.34
Rutin <LOD <LOD
Ellagik Asit <LOD <LOD
Ferulik Asit 205.79 90.93
Mirisetin <LOD <LOD
Daidzein <LOD <LOD
Luteolin <LOD <LOD
Kuersetin 54.30 <LOD
t-Sinnamik Asit 219.99 255.35
Naringenin <LOD <LOD
Apigenin 83.43 69.17
Hesperetin <LOD <LOD
Ramnetin <LOD <LOD
Krisin 1 267.65 1331.91
Pinosembrin 1725.43 1 892.78
CAPE 692.11 705.86
Galangin 1159.15 1372.10

<LOD: Standart gézlenebilme limitinin altindadir.

PP 6rnegine ait Tablo 10°da gosterilen degerler incelendiginde, PP2> 6rneginin
baslangi¢ ve hizlandirilmis stabilite sonrasinda gallik asit, protokatekuik asit, klorojenik
asit, katesin hidrat, p-OH benzoik asit, epikatesin, vanilik asit, siringik asit, rutin, ellagik

asit, mirisetin, daidzein, luteolin, naringenin, hesperetin ve ramnetin degerlerinin
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gbzlemlenebilir limitin altinda oldugu goriilmiistiir. Hizlandirilmis stabilite sonrasi kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, kuersetin, apigenin, krisin, pinosembrin degerlerinde
azalma gozlenirken; z-sinnamik asit, CAPE ve galangin miktarinda arrtis gozlenmistir.
Baslangi¢c ve hizlandirilmis stabilite sonrasi fenolik maddeler igerisinde en fazla miktara
sahip olanlarin pinosembrin, galangin ve krisin; en az miktara sahip olanlarin ise kuersetin

ve apigenin oldugu tespit edilmistir.

Tablo 10. 36 saatlik PEG ekstraktinin toplam fenolik madde profili

PP,
Standart Madde Baslangi¢ Degeri (ng/mL) Hizlandirilmis Stabilite
Sonrasi Deger (ug/mL)
Gallik Asit <LOD <LOD
Protokatekuik Asit <LOD <LOD
Klorojenik Asit <LOD <LOD
Katesin Hidrat <LOD <LOD
p-OH Benzoik Asit <LOD <LOD
Epikatesin <LOD <LOD
Kafeik Asit 358.86 303.37
Vanilik Asit <LOD <LOD
Siringik Asit <LOD <LOD
p-Kumarik Asit 174.22 173.42
Rutin <LOD <LOD
Ellagik Asit <LOD <LOD
Ferulik Asit 260.47 175.96
Mirisetin <LOD <LOD
Daidzein <LOD <LOD
Luteolin <LOD <LOD
Kuersetin 68.38 55.23
t-Sinnamik Asit 189.91 193.22
Naringenin <LOD <LOD
Apigenin 86.21 58.82
Hesperetin <LOD <LOD
Ramnetin <LOD <LOD
Krisin 563.48 521.55
Pinosembrin 750.02 618.44
CAPE 320.06 470.63
Galangin 565.05 735.80

<LOD: Standart gézlenebilme limitinin altindadir.
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PM: Ornegine ait Tablo 11°de gosterilen degerler incelendiginde, PM2 6rneginin
baslangi¢ ve hizlandirilmis stabilite sonrasinda gallik asit, klorojenik asit, katesin hidrat, p-
OH benzoik asit, epikatesin, vanilik asit, siringik asit, rutin, ellagik asit, mirisetin, daidzein,
luteolin, naringenin, hesperetin degerlerinin goézlemlenebilir limitin altinda oldugu
goriilmiistiir. Baslangicta tespit edilen ramnetin, hizlandirilmis stabilite sonrasi tespit
edilememistir. Hizlandirilmis stabilite sonrasi ferulik asit ve kuersetin degerlerinde azalma
gozlenirken, protokatekuik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, z-sinnamik asit, apigenin,
krisin, pinosembrin, CAPE ve galangin degerlerinde artis gézlenmistir. Baslangi¢ degerleri
arasinda en diisiik degerlerin protokatekuik asit ve kafeik asitte, en yiiksek degerlerin ise
ferulik asit ve pinosembrinde oldugu tespit edilmistir. Hizlandirilmis stabilite sonrasi
degerler incelendiginde en diisiik degerlerin protokatekuik asit ve kafeik asitte, en yiiksek

degerlerin ise pinosembrin ve galanginde oldugu tespit edilmistir.

Tablo 11. 36 saatlik MPG ekstraktinin toplam fenolik madde profili

PM;
Standart Madde Baslangi¢ Degeri (ug/mL) Hizlandirilmig Stabilite
Sonras1 Deger (ng/mL)

Gallik Asit <LOD <LOD
Protokatekuik Asit 2.73 10.91
Klorojenik Asit <LOD <LOD
Katesin Hidrat <LOD <LOD
p-OH Benzoik Asit <LOD <LOD
Epikatesin <LOD <LOD
Kafeik Asit 5.88 6.50

Vanilik Asit <LOD <LOD
Siringik Asit <LOD <LOD
p-Kumarik Asit 123.39 157.01
Rutin <LOD <LOD
Ellagik Asit <LOD <LOD
Ferulik Asit 194.05 178.03
Mirisetin <LOD <LOD
Daidzein <LOD <LOD
Luteolin <LOD <LOD
Kuersetin 33.84 23.03
t-Sinnamik Asit 112.29 158.65
Naringenin <LOD <LOD
Apigenin 28.10 52.92
Hesperetin <LOD <LOD
Ramnetin 45.09 <LOD
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Tablo 11. (Devam)

Krisin 92.82 199.96
Pinosembrin 178.39 324.36
CAPE 75.77 143.58
Galangin 101.56 295.05

<LOD: Standart gbzlenebilme limitinin altindadir.

Tablo 12’de gosterilen PGz Ornegine ait degerler incelendiginde PGz 6rneginin
baslangi¢ ve hizlandirilmis stabilite sonrasinda gallik asit, kolorojenik asit, katesin hidrat,
epikatesin, vanilik asit, siringik asit, rutin, ellagik asit, mirisetin, daidzein, luteolin,
naringenin, hesperetin ve ramnetin degerlerinin gozlemlenebilir limitin altinda oldugu
goriilmistiir. Hizlandirilmis stabilite sonrasit kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
kuersetin, #-sinnamik asit, apigenin, krisin, pinosembrin ve CAPE degerlerinde azalma
gozlenirken; protokatekuik asit, p-OH benzoik asit ve galangin degerlerinde artis
gbzlenmistir. Baglangis ve hizlandirilmig stabilite degerleri arasinda en diisiik degerin
protokatekuik asit ve p-OH benzoik asitte, en yiiksek degerin ise ferulik asitte oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 12. 36 saatlik gliserol ekstraktinin toplam fenolik madde profili

PG,
Standart Madde Baslangi¢ Degeri (ug/mL) Hizlandirilmig Stabilite
Sonras1 Deger (ug/mL)
Gallik Asit <LOD <LOD
Protokatekuik Asit 2.15 4.14
Klorojenik Asit <LOD <LOD
Katesin Hidrat <LOD <LOD
p-OH Benzoik Asit 3.63 5.33
Epikatesin <LOD <LOD
Kafeik Asit 162.81 116.83
Vanilik Asit <LOD <LOD
Siringik Asit <LOD <LOD
p-Kumarik Asit 83.54 78.31
Rutin <LOD <LOD
Ellagik Asit <LOD <LOD
Ferulik Asit 117.85 75.01
Mirisetin <LOD <LOD
Daidzein <LOD <LOD
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Tablo 12. (Devam)

Luteolin <LOD <LOD
Kuersetin 15.07 8.29

t-Sinnamik Asit 52.09 51.85
Naringenin <LOD <LOD
Apigenin 9.77 8.07

Hesperetin <LOD <LOD
Ramnetin <LOD <LOD
Krisin 24.70 20.28
Pinosembrin 52.07 45.42
CAPE 16.90 14.22
Galangin 26.39 51.28

<LOD: Standart gozlenebilme limitinin altindadir.

PS2, PE2, PP2, PM2 ve PGz ornekleri karsilagtirildiginda; 6rneklerin higbirinde
baslangi¢ ve hizlandirilmig stabilite sonrasinda gallik asit, klorojenik asit, katesin hidrat,
epikatesin, vanilik asit, siringik asit, rutin, mirisetin, daidzein, luteolin, naringenin ve
hesperetin tespit edilmemistir. Ellagik asit sadece PS2 6rneginin baslangic degerinde diisiik
miktarda tespit edilmistir. Ramnetin ise sadece PM2 6rneginin baslangi¢c degerinde tespit
edilmistir. Kafeik asit, kuersetin ve ferulik asitin en ¢ok PP2 Orneginde oldugu tespit
edilmistir. Krisin, pinosembrin, CAPE, galangin ve f-sinnamik asitin en ¢ok PE> 6rneginde

oldugu tespit edilmistir.
4.5. Propolis Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivite Verileri

Antioksidan aktivitesi yiiksek olan 36 saatlik inkiibasyona tabi tutulmus propolis
ekstraktlarmin ~ hizlandirilmig  stabilite  sonrast  antimikrobiyal  aktivitelerinin
degerlendirilmesinde B. cereus, E. coli, S. aureus, S. epidermidis ve C. albicans
mikroorganizmalar1 kullanilmis olup inhibisyon zonu alanlart mm cinsinden Tablo 13’te
gosterilmistir.

Propolis ekstraktlarinin tiimiintin  B. cereus, S. aureus, S. epidermidis
mikroorganizmalarina karsi inhibisyon sergiledigi tespit edilmistir. E. coli’ye kars1 sadece
etanol ekstrakti inhibisyon gdstermistir. C. albicans’a kars1 inhibisyon gdsteren ekstraktlar
saf su, MPG, etanol ve gliserol ekstraktlaridir.

Farkli ¢oziiciilii propolis ekstraktlarinin B. cereus mikroorganizmasina olan

inhibisyonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05). En ¢ok etkin
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olan 6rnegin PEG ekstrakti oldugu, en az etkin olan 6rnegin ise saf su esktrakti oldugu
gorliilmistir. S. aureus ve S. epidermidis’e karst etanol ve PEG ekstraktlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). S. aureus’a karsi
inhibisyonda en etkin 6rnegin MPG ekstrakti, en az etkin olanin ise saf su ekstrakti oldugu
goriilmiistiir. S. epidermidis’e karst en etkili ekstraktlarin etanol ve PEG ekstraktlari
oldugu goriilmektedir. En az etkin olan 6rnegin ise saf su 6rnegi oldugu tespit edilmistir.
C. albicans inhibisyonunda saf su, etanol ve MPG ekstraktlarinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunamamaistir (p>0.05). C. albicans’a kars1 en etkin drnegin ise gliserol

ekstrakti oldugu tespit edilmistir.

Tablo 13. Propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Ornek Inhibisyon Zonu (mm)

Adi

B. cereus E. coli S. aureus S. epidermidis  C. albicans
PS: 10.33+0.58* - 10.33£0.58*  15.33+0.58* 25.33+£0.58*
PE2 16.50£0.50°  10.50+0.50  21.50+0.50°  23.50+0.50¢ 25.33+£0.58*
PP 19.00+1.00¢ - 20.33+£0.58¢  22.67+1.159 -
PM; 17.67+£0.58¢ - 23.00£1.00¢  19.33+1.04° 25.00+0.50?
PG> 14.83x0.29" - 17.674£0.58"  17.67+0.58"  36.00+1.00

#¢ Ayni siitunda yer alan farkli kii¢iik harfler anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Propolis ekstraktlariin en o6nemli &zelligi yapisinda bulunan polifenollerdir.
Toplam fenolik madde igerigi propolis i¢in en 6nemli belirleyicidir ve yiiksek polifenol

degeri yliksek biyolojik aktiviteyi gosterir.

Bakkaloglu ve ark. ayni propolis 6rnekleri kullanilarak farkli ¢oziiciilerle yapmis
olduklar1 ¢alismada Tiirk propolisinin DMSO’lu ekstraktindaki toplam polifenol igerigi
141.17 mg GA/g, etanollii ekstraktinda 122.67 mg GA/g, asetonlu ekstraktinda 100.00 mg
GA/g, gliserollii ekstraktinda 88.00 mg GA/g ve sulu ekstraktinda 19.67 mg GA/g olmak
tizere farklt sonuglar elde edilmistir (110). Calisma incelendiginde propolis
ekstraksiyonunda kullanilan c¢oziiciilerin propolisin toplam fenolik bilesen iceriginde
farkliliklara neden oldugu anlasilmaktadir. Kullanilan ¢oziiciiler icerisinde etanoliin
propolis ekstraksiyonundaki etkinliginin yiiksek oldugu goriilmektedir. Aragtirmamizda da
hem baslangi¢c hem de hizlandirilmis stabilite sonrasi en yiiksek polifenol iceriginin etanol
ekstraktinda gozlemlendigi, gliserol ekstraktinin da su ekstraktindan daha fazla polifenol
icerigine sahip oldugu goézlemlendiginden yapilan calisma ile bulgularimizin uyumlu

oldugu degerlendirilmektedir.

Sun ve ark. yapmis olduklar1 bir calismada, %25, %50, %75 ve %100’liik etanol-su
ve sadece su kullanilarak hazirlanan propolis ekstraktlarinin toplam polifenol ve toplam
flavonoid maddelerinin karsilastirilmistir. Toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigi en
fazla oldugu propolis ekstraktinin %75°lik etanol-su ekstrakti oldugu belirlenmistir.
Propolisin %75’lik etanol-su ektraktinin toplam polifenol igerigi 164.20 mg GAE/g,
toplam flavonoid igerigi ise 282.83 mg RE/g olarak tespit edilmistir. Su kullanilarak
hazirlanan propolis ekstraktinda ise toplam polifenol igerigi 6.68 mg GAE/g, toplam
flavonoid icerigi ise 4.07 mg RE/g olarak belirlenmistir. En diislik degerler su ekstraktinda
gozlemlenmistir.  Arastirmamizdaki su  ekstrakti ile %75°lik  etanol ekstrakti
karsilastirildiginda etanol ekstraktinin toplam fenolik ve toplam flavonoid igeriginin daha
fazla oldugu goriildiigiinden ilgili ¢alisma ile uyumlu oldugu degerlendirilmektedir. Ayni
calismada su ekstraktinda pinobanksin, pinosembrin ve kaempferol gibi bir¢ok flavonoid
diisiik diizeyde tespit edilmistir. Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve 3,4
dimetoksisinnamik asit ise su ektraktinin ana bileseni olarak tespit edilmistir. Propolisin
%75’lik etanol-su ekstrakt1 icin ise kafeik asit, benzil kafeat, fenetil kafeat, 5-metoksi

pinobanksin, pinobanksin, pinosembrin, pinobanksin-3-O-asetat, krisin ve galanginin
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karakteristik bilesikler oldugu tespit edilmistir. Ek olarak %75’lik etanol-su ekstraktinin
sadece polar bilesikler degil, ayn1 zamanda zayif polar ve apolar bilesikler de dahil olmak
tizere zengin cesitlilikte fenolikler igerdigi belirlenmistir. Bunun nedeninin sulu
coziiclilerin giiclii polariteye sahip bazi biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu igin uygun
oldugu; etanol ve etanol-su ¢oziiciilerinin ise daha genis polarite araligindaki biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonuna uygun oldugundan kaynaklandigi degerlendirilmektedir (111).
Arastirmamizda kullanilan %75’lik etanol ekstraktinda da pinosembrin, krisin ve galangin
yiiksek oranda tespit edilmistir. Saf su ekstraktinda ise en yliksek degerde olan fenoliklerin
p-kumarik asit ve z-sinnamik asit oldugu tespit edilmistir. Yapilan g¢aligmanin tez

calismamiz ile uyumlu oldugu degerlendirilmektedir.

Kolayli ve ark. yapmis oldugu, ticari propolis ekstraklari ile 10 g propolisin
%70’1ik etanolde ekstrakte edilerek taze hazirlanmis ekstraktin toplam fenolik, toplam
flavonoid ile toplam antioksidan kapasite degerlerinin karsilagtirildigi caligmada; su,
zeytinyagl, glikol, etanol ve taze hazirlanmig etanol ekstraktlar1 arasinda en yiiksek toplam
fenolik madde degerinin etanol ekstraktlarinda oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢caligmada su
ve zeytinyaginin en diislik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (112). Tablo 4’te gosterilen
toplam fenolik madde icerigine bakildiginda en yiiksek degerin hem baslangic hem de
hizlandirilmis stabilite testi sonrasi etanol ekstraktlarinda oldugu, en diisiik degerin ise saf
su ekstraktinda oldugu goriilmektedir. Tablo 7°de gosterilen toplam flavonoid miktarina
bakildiginda yine baslangi¢c ve hizlandirilmis stabilite testi sonrasi degerlerin en yiiksek
etanol ekstraktlarinda, en diisiik degerin ise saf su ekstraktlarinda oldugu goriilmektedir.
Bahse konu ¢alismada su, zeytinyagi, glikol, etanol ve taze hazirlanmis etanol ekstraktlari
arasinda en yiiksek toplam flavonoid degerinin etanol ekstraklarinda tespit edildigi, en
diisiik degerin ise su ekstraktinda tespit edildigi goriilmistiir. Yapilan calisma ile

bulgularimizin uyumlu oldugu goriilmektedir.

Sagdic ve ark. calismasinda iilkemizde marketlerde satilan ticari propolis drnekleri
tizerinde yapilan baska bir calismada yerli ve yabanci markalardan toplam 14 farkli ticari
propolis Ornegi temin edilerek toplam fenolik ve flavonoid miktarilart ile fenolik
bilesiklerin kompozisyonlari belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarlar
incelendiginde en yiiksek icerigin 6zel metot kullanilarak su ile ekstrakte edildigi beyan
edilen orneklerde (127 318 mg GAE/L, 124 137 mg GAE/L) goriildiigi tespit edilmistir.
Bunlar sirasiyla suda ¢oziiniir 6rnek (116 360 mg GAE/L) ve etanolde ekstrakte edilmis
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yesil propolis 6rnegi (107 339 mg GAE/L) takip etmektedir. En diisiik icerik ise su bazl
ornekler (2 431 mg GAE/L, 4 610 mg GAE/L) ile su ve gliserol bazli (2 575 mg GAE/L)
ornekte tespit edilmistir. Toplam flavonid miktarlar1 incelendiginde, en yiiksek miktarin su
bazl tek kullanimlik sage iiriinde (40 516 mg/L) goriildiigii, bunu sirasiyla suda ¢oziiniir
ornek (39 437 mg/L) ve su bazli tek kullanimlik sage {irtin (35 292 mg/L) takip ettigi
goriilmistiir. Organik su bazli oldugu beyan edilen propolis 6rneklerinde flavonoid madde
belirlenememistir. Arastirmamizda ise toplam fenolik madde miktar1 agisindan en yiiksek
icerigin hem baslangicta hem stabilite sonrasinda etanol ekstraktlarinda oldugu tespit
edilmistir. Gliserol-su ekstraktinin toplam fenolik madde miktar ise saf sudan daha yiiksek
olarak tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktari ile paralel olarak toplam flavonoid
miktarlar1 da en yiiksek etanol, sonra sirasiyla gliserol-su ve saf su ekstraktlarinda
belirlenmistir. Yapilan c¢alisma ile tez c¢alismamizdaki sonuglarin uyumlu olmadigi
goriilmektedir. Yapilan calismada kullanilan propolis miktarinin ve ekstraksiyon
yonteminin bu sonugta etkili oldugu degerlendirilmektedir. Ayni ¢alismada; su ve etanol
ile ekstrakte edildigi beyan edilen 6rnegin yiliksek oranda galangin, pinocembrin, CAPE,
krisin, pinobanksin, kafeik asit, 3,4 dimetoksi sinnamik asit ve transsinnamik asit igerdigi
belirlenmistir. Su ve glikol ile ekstrakte edildigi beyan edilen 6rnegin yiiksek miktarda
galangin, pinocembrin, krisin, pinobanksin, CAPE, 3,4 dimetoksi sinnamik asit, kafeik asit,
apigenin icerdigi belirlenmistir. Suda ekstrakte edildigi beyan edilen 6rnegin yliksek
oranda kafeik asit icerdigi tespit edilirken; apigenin, genistein, hesperetin, isorhamnetin,
naringenin, pinobanksin, pinocembrin, kuersetin, taxifolin; 3,4 dimetoksi benzaldehid,
ellagik asit, gallik asit gibi fenolik maddeler tespit edilememistir (113). Arastirmamizda
etanol ekstraktinda krisin, pinosembrin, CAPE ve galangin; PEG ekstraktinda galangin,
pinosembrin, krisin ve CAPE; saf su ekstraktinda ise p-kumarik asit en yiiksek miktarda
goriilen fenolik maddelerdir. Yapilan ¢alisma ile tez calismamiz arasindaki farklarin
propolis  kaynagi, miktar1 ve ekstraksiyon yonteminden kaynaklanabilecegi

degerlendirilmektedir.

Kubiliene ve ark. yaptig1 bir ¢alismada Litvanya’da toplanan propolisler su, sulu
PEG 400, zeytinyag1 ve etanol ¢oziiciileriyle ekstraksiyona tabi tutulmustur. Propolisler su
ile oda sicakliginda 5 saat, sulu PEG 400 ile 70 °C’de 15 dakika, zeytinyag: ile oda
sicakliginda 5 saat, etanol ile oda sicakliginda 5 saat ekstraksiyon sonucu toplam fenolik
bilesik icerigi sirastyla 1.6, 10.7, 0.5, 12.7 mg GAE/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Bu durumda

en disik fenolik iceriginin zeytinyagi ve su ektraktinda oldugu gorilmistiir.
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Aragtirmamizda en diisiik fenolik madde igeriginin saf su ekstraktlarinda oldugu tespit
edildiginden sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Calismada su
ekstraktinin S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, B. cereus, C. albicans
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi belirlenmistir. Aktif
bilesik konsantrasyonunun az olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. PEG 400
ekstraktinin S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, B. cereus, C. albicans
mikroorganizmalarina karst mm cinsinden bastirilmis mikrobiyal biiylime bdlgesinin
yarigapt sirastyla 16.2, 16.0, 18.3, 19.4, 16.9 ve 19.0 seklinde tespit edilmistir. Etanol
ekstrakti ise sirasiyla 15.8, 14.8, 15.2, 15.4, 17.2, 16.9 mm seklinde tespit edilmistir (100).
Arastirmamizda ise PEG ekstraktinin B. cereus’a karsi etanol ekstraktina gore daha etkili
oldugu; S. aureus’a karsi etkilerinde ise istatistiksel acidan anlamli1 farklilik olmadig tespit
edilmistir. PEG ekstrakti E. coli ve C. albicans’a karst antimikrobiyal aktivite
gostermezken etanol ekstraktinin gosterdigi  goriilmiistiir. Calismamizdaki saf su
ekstraktinin B. cereus, S. aureus ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi
fakat E. coli’ye kars1 aktivite gostermedigi goriilmiistiir. Bu agidan yapilan ¢alisma ile tez
calismamizdaki verilerin kismen uyumsuz oldugu goriilmiistiir.

Freitas ve ark. Portekiz’de hasat edilen propolisler iizerinde yaptig1 calismada saf
etanol, %70 etanol, bal brendisi, bal sarabi, propilen glikol ve su ¢oziiciileri kullanilarak;
60 mL c¢oziiciide 9 g propolis 24 saat boyunda 24 °C’de karanlikta ekstrakte edilmistir.
DPPHe serbest radikal siipiirme aktivitesi saf etanol, %70 etanol, propilen glikol ve su
ekstraktlar1 i¢in sirasiyla 10.78 ug/mL, 9.91 pg/mL, 8.17 pg/mL, 4.54 pg/mL seklinde
belirlenmistir. Saf etanol ve %70 etanol benzer ve propilen glikole kiyasla daha diisiik anti-
radikal aktivite gostermistir. Toplam fenolik icerigi saf etanol, %70 etanol, propilen glikol
ve su ekstraktlari i¢in sirastyla 224.60 mg GAE/g, 255.30 mg GAE/g, 207.49 mg GAE/g, 1
261.11 mg GAE/g seklinde tespit edilmistir. Toplam flavonoid igerigi ise sirasiyla 44.74
mg QE/g, 48.76 mg QE/g, 34.53 mg QE/g ve 7.40 mg QE/g seklindedir. Toplam flavonoid
iceriginin etanollii ekstraktlarda su ekstraktindan fazla olmasiyla birlikte, su ekstraktinin
toplam fenolik igerigi etanol ekstraktlarindan 5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Aragtirmamizda DPPHe serbest radikal siipiirme aktivitesi incelendiginde en yiiksek
aktivitenin %75 etanol ekstraktinda, daha sonra sirasiyla %50 PEG ve %50 MPG
ekstraktlarinda goriildiigii tespit edilmistir. Toplam fenolik icerigi ise yine en yiiksek %75
etanol ekstraktinda, en diisiik ise saf su ekstraktinda goriildiigli tespit edilmistir. Benzer

sekilde toplam flavonoid iceriginin en yiiksek oldugu ekstraktin %75 etanol, en diisiik
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oldugu ekstraktin ise saf su ekstrakti oldugu goriilmistiir. Toplam flavonoid igerigi
acisindan aragtirmamiz ile bahse konu g¢alisma sonuglarinin benzer oldugu anlagilmakla
birlikte DPPHe serbest radikal siiplirme aktivitesi ve toplam fenolik madde igerigi
acisindan benzerlik gostermemektedir. Ayni1 ¢alismada; su ekstraktinin test edilen suslar
igerisinde en az aktif olan ve en yiiksek MIC degeri (MIC > 1 000 pg/mL) gosteren
ekstrakt oldugu tespit edilmistir. Saf etanol, %70 etanol ve propilen glikol ekstraktlarinin
E. coli MIC =1 000 pg/mL) ve B. cereus’a (MIC = 50 pg/mL) kars1 ayni aktiviteyi
gosterdigi gorilmistiir. C. albicans’a karsi ise saf etanol, %70 etanol ve su ekstraktlari
benzer aktivite (MIC > 1 000 pg/mL) gostermistir (5). Arastirmamizda B. cereus’a karsi
%50 MPG ve %75 etanol ekstraktlarinin benzer aktivite gosterdigi, saf su ekstraktinin ise
daha diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. E. coli’ye kars1 sadece etanol ekstrakti
aktivite gostermistir. C. albicans’a kars1 ise %50 MPG, %75 etanol ve saf su ekstraktlar
benzer aktivite gostermistir. Yapilan calisma ile tez ¢alismamizin sonuglarinin benzerlik
gosterdigi degerlendirilmektedir.

Diizce ilinde bulunan aricilardan temin edilen propolis 6rnekleriyle Donmez ve ark.
yaptig1 bir ¢calismada %70 etanol, saf su, %50 PEG 400 ¢oziiciilerinin oda sicakliginda 1
hafta siireyle ekstraksiyonu ile ekstraktlar hazirlanmistir. Hazirlanan ekstraktlardaki toplam
fenolik madde ve toplam flavonoid icerikleri degerlendirildiginde en yiiksek deger etanollii
ekstraktlarda ve en diisik degerin ise sulu ekstraktlarda oldugu goriilmiistiir.
Arastirmamizdaki etanol, su ve PEG c¢oziiciileriyle hazirlanan ekstraktlarin toplam fenolik
madde ve toplam flavonoid igerikleri karsilastirildiginda en yiiksek igerigin etanol, en
diisiik icerigin ise saf su ektraktinda goriildiigii tespit edildiginden yapilan calisma tez
calismamiz ile uyumludur. Ayni ¢alismada, toplam fenolik madde ve toplam flavonoid
icerikleri degerlendirildiginde en yiiksek degerin etanollii ekstraktlarda ve en diisiik
degerin ise sulu ekstraktlarda oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglarla paralel olarak toplam
fenolik madde profili incelendiginde ekstraksiyonda kullanilan ¢dziiciiniin tiirtine baglh
olarak ekstrakte edilen maddelerin tiirii farklilik gostermekle birlikte en ¢ok igerigin yine
etanol ekstraktinda, en diisiik icerigin ise su ekstraktinda goriildiigii tespit edilmistir. Etanol
ekstraktinda kumarin, kuersetin, robinin, ellagik asit, fisetin, kaempferol 3-glukozid, trans-
ferulik asit, sinnamik asit ve kafeik asit; PEG 400 ekstraktinda kuersetin, robinin, ellagik
asit, trans-ferulik asit, sinnamik asit ve kafeik asit; su ekstraktinda ise kuersetin, robinin ve
ellagik asit tespit edilmistir (114). Arastirmamizda elde edilen verilerle karsilagtirildiginda

paralellik gdsteren veriler oldugu gibi farklilik gosteren verilerin de mevcut oldugu
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goriilmiistiir. Ornegin c¢alismamizdaki sadece saf su ekstraktinda ellagik asit tespit
edilmigken yapilan ¢alismada tiim ekstraktlarda tespit edildigi goriilmiistiir. Bu durumun
hem propolis kaynagindaki hem de ekstraksiyon yontemindeki farkliliktan

kaynaklanabilecegi degerlendirilmektedir.

Suran ve ark. Hirvatistan’dan toplanan propolisler ile oda sicakliginda maserasyon
yontemiyle 72 saat siireyle PEG 400 ve %96 etanol ¢oziiciisii ile hazirlanan ekstraktlarla
yaptig1 bir calismada etanol ekstraktinin ekstraksiyon verimi %25.2, PEG 400 ekstraktinin
ekstraksiyon verimi %21.5 olarak bulunmustur. Toplam fenolik madde miktar1 PEG 400
ekstraktinda 16.78 mg GAE/mL, etanol ekstraktinda 15.92 mg GAE /mL olarak tespit
edilmistir. DPPHe analizi sonucunda ECso degeri PEG 400 ekstrakti i¢in 11.71 pg/mL,
etanol ekstrakti i¢in 13.5 pg/mL olarak bulunmustur. FRAP analizinde ise PEG 400
ekstrakti igin 41.03 Fe *? umol/mg, etanol ekstrakti igin 40.37 03 Fe *? umol/mg degerleri
elde edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivitesi agisindan PEG 400
ve %96 etanol ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir (80).
Arastirmamizda %75 etanol ve %50 PEG kullanilarak hazirlanan ekstraktlarda toplam
fenolik madde miktar1 ve FRAP analizleri sonucunda elde edilen veriler arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Hazirlanan %75 etanol ekstraktlarinin
fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivitesinin daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Bu
baglamda tez c¢alismamiz ile bahse konu g¢alismanin uyumlu olmadigi goriilmiistir.
Ekstraksiyon yontemi, propolis kaynagi ve kullanilan ¢dziicii oraninin bu sonugta etkili

olabilecegi degerlendirilmektedir.

Kolayl ve ark. tarafindan ultrasonik maserasyon yontemiyle hazirlanan saf su, %98
metanol, %98 etanol, %98 izopropanol ve %98 n-biitanol ve %70 etanolik propolis
ekstraktlar ile yapilan bir ¢alismada etanol ve metanol ekstraktlarinin en yiiksek fenolik
madde igerige sahip oldugu, en diisiik igerige sahip olan ekstraktin su ekstraktr oldugu
tespit edilmigtir. Sudaki toplam fenolik madde miktar1 3.43 mg GAE/g iken %70
etanoldeki degerinin 147.98 mg GAE/g oldugu goriilmiistiir. Toplam flavonoid igerigine
bakildiginda yine en diisiik miktarin suda, en yiiksek miktarin ise %70 etanol ekstraktinda
oldugu tespit edilmistir. Antioksidan kapasite tayininde FRAP ve DPPHe radikal siipiirme
aktivite testi kullanilmis olup, en yiiksek FRAP degeri yine %70 etanol ekstraktinda, en
diisiik deger ise su ekstraktinda tespit edilmistir. En diisik DPPHe radikal temizleme

aktivitesi degeri FRAP degerlerine benzer sekilde etanolik ekstraktlarda goriiliirken, en
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yiiksek deger su ve izopropanol ekstraktlarinda goriilmiistiir (115). Calismada elde edilen
sonugclar ile tez calismamizda elde edilen sonuglar paralellik géstemektedir.

Oren ve ark. yapmus olduklar1 bir ¢alismada Siirt ilinden toplanan propolislerden
¢Oziicli olarak saf etanol, su ve etanol-suyun degisik oranlarda karisimi (%80, %60, %40,
%20) kullanilarak ekstraktlar hazirlanmistir. Yapilan ¢alismada en yiiksek ekstraksiyon
veriminin etanolde elde edildigi ve c¢oziiciideki su miktar1 arttikga verimin azaldigi
goriilmiistiir. DPPHe analizinde en yiiksek degerlerin saf etanol (35.72 pg/mL) ve %20
etanol (35.23 pg/mL) ekstraktlarinda oldugu tespit edilmistir. En diisiik degerin ise %60
etanol ekstraktinda (13.86 pg/mL) oldugu tespit edilmistir. Propolisin %80, %40 etanol ve
su ekstrakti icin degerlerin sirasiyla 25.96, 16.09 ve 29.72 pg/mL oldugu tespit edilmistir.
Arastirmamizda kullanilan su ve %75 etanol ekstraktinin DPPHe degerlerine bakildiginda
su ekstraktinin 1.33-1.75 mg/mL, etanol ektsraktinin ise 0.06-0.07 mg/mL degerlerinde
oldugu goriilmektedir. Etanol ekstraktinin radikal siipiirme aktivitesinin su ekstraktindan
daha giiclii oldugu ve g¢alismamizin litaratiir ile uyumlu oldugu anlasilmaktadir. Ayni
calismada fenolik igerikler de incelenmistir. Kafeik asit hari¢, ekstraktlardaki su miktari
arttikca fenolik bilesik oranlarinin azaldigi gozlenmistir. Saf etanol ekstraktinda tespit
edilen baslica fenolik bilesikler kafeik asit, kaempferol, genistein, apigenin, pinosembrin,
CAPE, krisin ve galangindir. Propolisin %80 etanol ekstraktinda kafeik asit, genistein,
apigenin, pinosembrin, CAPE, krisin, galangin; %60 etanol ve su ekstraktlarinda kafeik
asit, %40 etanol ekstraktinda kafeik asit, pinosembrin, krisin, %20 etanol ekstraktinda ise
kafeik asit, pinosembrin ve CAPE tespit edilen baslica fenolik bilesiklerdir. Ekstraktlar
arasinda en ¢ok goriilen fenoliklerin kafeik asit, pinosembrin, krisin, CAPE ve galangin
oldugu goriilmistiir. En yiiksek ¢ozilniirliik ve en yiiksek fenolik madde igerigi saf
etanolde gozlenmistir (116). Calismamizda %75 etanol ekstraktinda tespit edilen baslica
fenolik bilesikler krisin, pinosembrin, CAPE ve galangin; saf su ekstraktinda tespit edilen
baslica fenolikler ise p-kumarik asit ve #-sinnamik asit iken diisiik miktarda kafeik asit
saptanmistir. Calismamizla karsilastirildiginda en fazla goriilen fenolik bilesikler arasinda
ortak bilesikler oldugu goriilmektedir. Aradaki farkliliklar ise propolis kaynagi ve

ekstraksiyon yontemi ile agiklanabilecegi degerlendirilmektedir.

Artvin ili Hatila Vadisi ve Macgahel bolgesinden toplanan propolislerle 60 °C ve 24
saat slire ile hazirlanan saf su, etanol, %70 etanol, propilen glikol, %70 propilen glikol
ekstraktlar1 lizerinde yapilan bir ¢aligmada toplam polifenol igerigi, toplam flavonoid

icerigi ve demir (Fe™) indirgeyici antioksidan giicii karsilastirilmistir. Toplam polifenol
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icerikleri incelendiginde Hatila propolisi, Macahel propolisi ve iki propolisin
karigtirtlmasiyla elde edilen propolisin su ekstraktinin 6.59-10.07 mg GA/g degerleri
araliginda, etanol ekstraktinin 21.11-76.04 mg GA/g, propilen glikol ekstraktinin 29.41-
74.06 mg GA/g, %70 etanol ekstraktinin 24.24-94.04 mg GA/g, %70 propilen glikol
ekstraktinin  ise  27.01-99.12 mg GA/g araliginda tespit edildigi gorilmistiir.
Arastirmamizdaki toplam polifenol icerigi degerleriyle kiyaslandiginda %75 etanol
ekstraktinin %75 MPG ekstraktindan daha fazla polifenol icerdigi goriilmektedir. Aym
calismada toplam flavonoid igeriklerinin karsilagtirllmasinda farkli propolislerin su
ekstrakti degerlerinin 0.43-0.67 mg Q/g, etanol ekstratinin 6.52-15.51 mg Q/g, propilen
glikol ekstraktinin 7.98-17.59 mg Q/g, %70 etanol ekstraktinin 5.38-25.93 mg Q/g, %70
propilen glikol ekstraktinin ise 4.52-16.81 mg Q/g arasinda degistigi tespit edilmistir.
Aragtirmamizda elde edilen flavonoid degerleriyle karsilastirildiginda arastirmamiza
benzer sekilde %75 etanol ekstraktinin %75 MPG ekstraktina gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Demir (Fe™) indirgeyici antioksidan giicii degerlerine bakildiginda Artvin
ilinde yapilan calismada su ekstraktinin degerlerinin 11.10-17.82 mg T/g, etanol
ekstraktinin 20.12-141.74 mg T/g, propilen glikol ekstraktinin 33.43-174.76 mg T/g, %70
etanol ekstraktinin 25.97-125.21 mg T/g, %70 propilen glikol ekstraktinin ise 33.36-170.48
mg T/g arasinda tespit edildigi goriilmiistiir (117). Arastirmamizda ise etanol ekstraktlarina
ait degerlerin MPG ve saf su ekstraktlarina kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Artvin ilinde yapilan ¢alismada il iginde farkli bolgelerden alinan propolislerin
degerlerinde farklilik oldugu goriilmektedir. Calismamizda Giimiishane, Trabzon ve
Giresun bolgerinden alinan oOrnekler kullanilmistir. Propolis kaynagindaki farklilik,
propolis ekstraklarinin hazirlandig1 sicaklik ve siire ile ¢oziiciilerin oranlar1 arasindaki
farkliliklardan dolay1 tez calismamiz ile Artvin ilinde yapilan ¢alisma sonucu elde edilen

degerler arasinda fark olabilecegi degerlendirilmektedir.

Keskin ve ark. Bilecik yoresinden degisik bolgelerden toplanan propolislerle
hazirlanan %70’lik etanolik propolis ekstraklar1 tizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada; toplam
fenolik icerigi 11.48-75.77 mg GAE/mL degerleri arasinda, toplam flavonoidler ise 2.66 ve
16.47 mg QE/mL degerleri arasinda tespit edilmistir. (118). Elde edilen sonuglarin
calismamizla benzerlik gosterdigi degerlendirilmekle beraber Tiirkiye'nin farkli
bolgelerinden alinan propolis 6rneklerinin toplam fenolik ve flavonoid igeriginin genis bir

aralikta farklilik gosterdigi aciktir.
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Endonezya propolisi lizerinde %70 etanol, su, zeytinyagi, saf Hindistan cevizi yagi
ve propilen glikol kullanilarak 40 °C’de 7 giin boyunca ekstrakte edilerek hazirlanan
ekstraktlar lizerinde Pujirahayu ve ark. yaptig1 calismada, flavonoid igerigi en fazla olan
ekstraktin propilen glikol ekstrakt1 oldugu tespit edilmistir. Ikinci sirada ise etanol ekstrakt:
bulunmaktadir. En diisiik olanin ise zeytinyag1 ekstrakti, ikinci sirada su ekstrakti oldugu
belirlenmistir. Etanol ekstraktinin propilen glikol ekstraktindan daha diisiik degerde
olmasinin nedeninin etanoliin daha az polar olan grupta yer almasi1 gosterilmektedir (119).
Yaptigimiz ¢alismada ise flavonoid igerigi en ¢ok etanol ekstraktinda tespit edilmistir.
Monopropilen glikol ekstraktinin igerigi ise etanol ekstraktindan daha az bulunmustur.
Caligmamizda kullanilan monopropilen glikoliin %50 oraninda olmasinin bu durumda
etkili oldugu degerlendirilmektedir. Calismamizda en az deger ise saf su ekstraktinda tespit

edildiginden elde edilen veriler literatiir ile kismen uyumludur.

Yine Endonezya propolisi lizerinde Pangestive ark. yaptig1 bir ¢alismada ¢oziicii
olarak saf su kullanilmis olup 10 g propolis 100 mL saf suda ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon 10, 20 ve 30 dakika boyunca
diisiik (oda sicakligindan 27-30 °C’ye), orta (40-43 °C) ve yiiksek derecelerde (60-63 °C)
gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda en yiiksek toplam fenolik igerigin 30 dakika
boyunca yiiksek derecede ekstrakte edilen ekstraktta (2.21 mg GAE/mL), en diisiik olanin
ise 10 dakika boyunda diisiik sicaklikta ekstrakte edilen ekstratta (1.6 mg GAE/mL) oldugu
goriilmiistiir.  Ekstraksiyon siiresi arttitkca toplam fenolik igerigin de arttig1
gbzlemlenmistir. DPPHe metodu sonuglarina bakildiginda ise en diisiik degerin 20 dakika
orta derecede hazirlanan ekstraktta goriildiigii (1.47 pg/mL) tespit edilmistir. Farkli sicaklik
ve siirelerde ekstraksiyon yapilmasi ve ikisi arasindaki etkilesim ICso degerini
etkilememekle birlikte, daha uzun bir ekstraksiyon siiresiyle daha yiiksek bir sicaklikta
ekstraksiyonun ICso degerini artirabilecegi goriilmiistiir. Toplam flavonoid igerigine
bakildiginda ise sicakligin 6nemli bir etken oldugu tespit edilmistir. En yiliksek degerin
(0.31 mg GAE/mL) 30 dakika yiiksek sicaklikta hazirlanan ekstraktta goriildiigii, en diisiik
degerin ise diisiik sicakliklarda goriildiigi (0.08-0.18 mg GAE/mL) tespit edilmistir.
Ayrica ekstraksiyon stiresi arttik¢a toplam flavonoid igerigin de artti§i goriilmistiir (120).
Aragtirmamizda kullanilan saf su ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri incelendiginde
ekstraksiyon siiresi arttikca fenolik madde iceriginin artmis oldugu tespit edilmistir.
DPPHe metodu sonuglarina bakildiginda ekstraksiyon siiresinin artisiyla ICso degerinin

diistiigli gozlemlenmistir. Toplam flavonoid igeriginin ise ekstraksiyon siiresinin artigtyla
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arttigr fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadigi tespit edilmistir. Literatiir

calismasi ile tez ¢calismamiz arasinda benzerlik oldugu degerlendirilmektedir.

Wozniak ve ark. Polonya’nin 15 farkli bolgesinden toplanan ham propolis 6rnekleri
ile yaptiklar bir ¢alismada, 15 g 6giitiilmiis propolis 150 mL’lik %70 etanol ¢oziiciisiinde
oda sicakliginda 5 giin siireyle ¢alkalanarak ekstrakte edilmistir. Toplam fenolik igerigi, en
yiiksek olan bolgede 219.41 mg GAE/g, en diisiik olan bolgede ise 116.6 mg GAE/g
olarak tespit edilmistir. Toplam flavonoid igerigi ise en yliksek olan bolgede 106.07 mg
QE/g, en diisiik olan bolgede ise 30.41 mg QE/g olarak tespit edilmistir. Arastirmamizda
ise %75’lik etanol ekstraktinin toplam fenolik igerigi 23.13 ve 27.40 mg GAE/mL olarak
tespit edilmistir. Toplam flavonoid igerigi ise 5.44 ve 7.13 mg KE/mL seklinde tespit
edilmistir. Polonya’da yapilan c¢alismada elde edilen degerlerin daha yiliksek oldugu
goriilmektedir. Bu durumun hem propolis kaynagi hem de ekstraksiyon yontemi ile alakali
olabilecegi degerlendirilmektedir. Ayn1 ¢aligsmada, tiim ekstraktlara karsi en hassas bakteri
tiiriinlin B. cereus oldugu tespit edilmistir. Tiim propolis ekstraktlar1 E. coli'ye kars1 diisiik
aktivite gosterirken, S. aureus'a karsi etkisiz kalmistir. C. albicans’a karst propolis
ekstraktlarindan dort tanesinin yiiksek aktivite (18 ve 15 mm) gdsterdigi, dort tanesinin ise
hi¢ aktivite gostermedigi, geri kalanlarin ise diisiik ve orta seviyede aktivite gosterdigi
belirlenmistir (121). Arastirmamizda etanol ekstraktinin B. cereus’a karsi yiiksek aktivite,
E. coli’ye kars1 diisiik aktivite, S. aureus’a kars1 yliksek aktivite ve C. albicans’a karsi
yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Calismamiz ile Polonya’da yiiriitiilen
calismanin kismen uyumlu oldugu goriilmektedir. Calismamizdaki etanol ekstrakti S.
aureus’a karsi yiiksek aktivite gosterirken Polonya propolis ekstraktinin aktivite
gostermedigi tespit edilmistir.

Litvanya propolisinin %70 etanol ve %30 PEG 400 ¢oziiciileri ile hazirlanan
ekstraktlar iizerinde Liaudanskas ve ark. yaptigi c¢aligmada, propolis ekstraktlarinin
indirgeme aktivitesinin spektrofotometrik FRAP yontemi uygulanarak degerlendirilmesi
sonucunda, etanollii ekstrakttaki indirgeme aktivitesinin (21.3 umol TE/g) PEG 400
ekstraktina gore (10.7 pumol TE/g) 2 kat daha giiclii oldugu ortaya ¢ikmistir. Ekstraktlarin
DPPHe yontemi uygulanarak antiradikal aktivitesinin degerlendirilmesinde ise, etanol
ekstraktinin (1299.5 pmol TE/g) PEG 400’¢ kiyasla (107.1 umol TE/g) 12 kata kadar daha
giiclii serbest radikal temizleme aktivitesi ile karakterize edildigi ortaya koyulmustur. Ayni
zamanda antioksidan aktivitenin antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in kullanilan

yontemlere biiyiikk Olclide baglh oldugu ve yonteme bagl olarak biiyiik Olgiide
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degisebilecegi anlagilmistir. DPPHe serbest radikallerinin sadece organik c¢oziiclilerde
¢oziinebildigi, bu nedenle hidrofilik antioksidanlarin antiradikal aktivitesinin bu yontemle
degerlendirilmesi sinirlt oldugundan; ekstraksiyonda etanol kullanildiginda lipofilik
ozelliklere sahip daha fazla fenolik bilesik ekstrakte edildigi ve boylece DPPHe yontemine
gbre in vitro belirlenen etanol ekstrakti antiradikal aktivitesinin PEG 400 ekstraktina
kiyasla 6nemli Ol¢lide daha giiclii oldugu anlagilmistir. Yaptigimiz ¢alismada da etanol
ekstraktinin FRAP yontemine gore indirgeme aktivitesi PEG ekstraktindan 2 kat daha
giicliidiir. DPPHe yontemine gore incelendiginde yine etanol ekstraktinin PEG ekstraktina
kiyasla daha giliclii serbest radikal temizleme aktivitesi gosterdigi goriildiiglinden
calismamizin literatiir ile uyumlu oldugu degerlendirilmektedir. Ayni ¢aligmada, etanol ve
PEG 400 ekstraktinda 5 fenolik asit (p-kumarik, kafeik, sinapik, klorojenik, rosmarinik
asit) tespit edilmistir. Tanimlanan fenolik asitlerin ve tiirevlerinin toplam igerigi PEG 400
ekstraktinda 430.44 pg/mL ve etanol ekstraktinda 326.87 pg/mL olarak bulunmustur.
Kafeik, sinapik ve klorojenik asit iceriginin PEG 400 ekstraktinda etanol ekstraktinda gore
3-5 kat daha fazla oldugunu tespit edilmistir. Rosmarinik ve p-kumarik asitin ise etanol
ekstraktinda daha fazla oldugu goriilmiistiir. PEG 400 ve etanol ekstraktinda tanimlanan
bilesiklerin en biiyliikk grubunun flavonoidler, yani isorhamnetin, apigenin, kuersetin,
hiperozid ve kaempferol oldugu ve bunlarin icerigi nin PEG 400 ekstraktinda 2.02 ile
14.03 pg/mL arasinda; etanol ekstraktinda ise 6.04 ile 37.5 pg/mL arasinda degistigi tespit
edilmistir. Etanol ekstraktindaki isorhamnetin, apigenin, kuersetin ve kaempferol igeriginin
PEG 400 ekstraktina gore yaklasik 2-3 kat daha yiiksek oldugu, buna karsin hiperozid
iceriginin benzer oldugu tespit edilmistir. Etanol ekstraktinda galangin ve isorhamnetin-3-
O-rutinosid igerigi PEG ekstraktina gore sirasiyla 14 ve 16 kat daha yiiksektir.
Isorhamnetin-3-O-glukozit, kaempferol-3-O-glukozit, avicularin ve floridzin igeriginin de
etanolde PEG'e gore 2-5 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Orientin ve tilirozid
sadece etanol ekstraktinda tespit edilmistir. Etanol ekstraktinda belirlenen flavonoidlerin
toplam igerigi (72.5 pg/mL), PEG ekstraktindakinden (30.9 pg/ml) 2-3 kat daha yiiksektir
(122). Calismamizda PEG ve etanol ekstraktinda kafeik asit ve p-kumarik asit tespit
edilmis olup kafeik asitin PEG ekstraktinda, p-kumarik asitin ise etanol ekstraktinda daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Apigenin ve kuersetin icerigi ise PEG ekstraktinda daha fazladir.
Toplam flavonoid madde miktar1 ise etanol ekstraktinda daha yiiksektir. Calismamizda

tespit edilen sonuglar ile literatiir sonuglarinin uyumlu oldugu gorilmistiir.
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Bozkus ve ark. yapilan bir ¢alismada Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanarak
olusturulan propolis karisimi saf su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton ¢dziciileri
kullanilarak (500 mg propolis+20 mL ¢o6ziicii) 60 °C’de 24 saat inkiibe edilerek propolis
ekstraktlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan ekstraktlarin toplam polifenol ve flavonoid igerigi,
demir (Fe™) indirgeyici antioksidan giicii ve toplam antioksidan durumu belirlenmistir.
Toplam polifenol igerigi DMSO ekstrakti i¢in 141.2 mg GA/g, etanol ekstrakti i¢in, 122.7
mg GA/g, aseton ekstrakti icin 100 mg GA/g, gliserol ekstrakti i¢cin 88 mg GA/g, su
ekstrakti i¢in 19.7 mg GA/g olarak tespit edilmistir. Toplam flavonoid igerigi DMSO,
etanol, aseton, gliserol ve su ektrakt: i¢in sirasiyla 55.3, 47.8, 47.3, 23.3, ve 1.3 mg Q/g
seklindedir. Demir (Fe*) indirgeyici giicii ise DMSO, etanol, aseton, gliserol ve su ektrakti
icin sirastyla 273.8, 236.9, 221.3, 141.8, 26.2 mg Tro/g olarak bulunmustur. Yapilan
calismada toplam polifenol ve toplam flavonoid igerigi ile demir (Fe™®) indirgeyici
giiclinlin etanol, su ve gliserol ekstrakti arasindan en yliksek etanolde goriidiigii tespit
edilmistir. Ikinci sirada gliserol, son sirada ise su ekstrakti bulunmaktadir (123).
Arastirmamizda da toplam polifenol ve toplam flavonoid igerigi ile demir (Fe™)
indirgeyici gliciinii en yiiksekten en diisiife dogru sirasiyla etanol, gliserol su
ekstraktlarinda tespit edilmistir. Calismamizda ¢oziicii olarak %75 etanol ve %50 gliserol
olarak kullanilmigtir. Ancak elde edilen sonuglar yapilan ¢aligma ile paralellik

gostermektedir.

36 saat ekstraksiyon yapilan propolis ekstraktlarinda tespit edilen toplam fenolik
madde profili Tablo 8, 9, 10, 11 ve 12’de gosterilmistir. Tiirk Gida Kodeksi Ari Uriinleri
Tebligine (2024) gore Tablo 1’de bulunan veriler ile ¢alismamizda elde edilen veriler
karsilastirildiginda; farkli coziiciilerdeki tiim ekstraktlarda p-kumarik asit, galangin, ¢-
sinnamik asit, krisin, pinosembrin, kafeik asit, ferulik asit, kafeik asit fenetil ester (CAPE)
bulundugu goriilmektedir (49). Bu bilesiklerin miktarina baktigimizda ise saf su, MPG ve
gliserol ekstraktinin baglangi¢ ve hizlandirilmis stabilite sonrast degerlerinin 500 mg/L’den
az oldugu tespit edilmistir. Etanol ekstraktinda krisin, pinosembrin, CAPE ve galangin
iceriginin baslangi¢ ve hizlandirilmis stabilite sonrasi degerlerinin 500 mg/L’nin iizerinde
oldugu tespit edilmistir. PEG ekstraktinda ise krisin, pinosembrin ve galangin igeriginin
baslangic ve hizlandirilmis stabilite sonrasi degerlerinin 500 mg/L’nin {izerinde oldugu
goriilmiistiir. Tiirk Gida Kodeksi Ar1 Uriinleri Tebligine (2024) gére propolisin Tablo 1°de
gosterilen bilesiklerden en az 5 tanesinin igermesi ve bu bilesiklerin her birinin 500

mg/L’nin {izerinde olmas1 gerekmektedir. Standart bilesiklerimiz arasinda Ar1 Uriinleri
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Tebliginde bulunan pinobanksin, 3-4 dimetoksi sinnamik asit, kamferol, protokatesik asit,
artepillin C bulunmadigindan propolis ekstraktlarinin bu bilesikleri i¢erip igermedigi tespit
edilememistir. Bu nedenle propolis ekstraktlar1 Ar1 Uriinleri Tebligine uygunlugu
acisindan degerlendirildiginde; etanol ve PEG ekstraktlariin uygun olabilecegi

degerlendirilmektedir.

Diizce Universitesi Aricilik Arastirma, Gelistirme ve Uygulama Merkezi'ne ait
ariliklardan toplanan propolisler ile %70 etanol, ultra saf su, DMSO, %8 L-lizin
coziiclileri kullanilarak 4 saatlik inkiibasyon ile hazirlanan ekstraktlar {izerinde Kekegoglu
ve ark. yapilan calismada HPLC-DAD metoduyla hem flavonoidlerin hem de fenolik
asitlerin miktar1 arastirilmistir. Su ve etanoliin propolisin fenolik bilesiklerini ekstrakte
etmede diger c¢oziiciilere gore daha basarili oldugu goriilmiistiir. Calismada genel olarak
propolisin fenolik asitlerinin suda daha fazla ¢ozilindiigii, propolisin flavonoidlerinin ise
etanolde daha c¢oziiniir oldugu sonucuna varilmistir (124). Arastirmamizdaki veriler
incelendiginde kuersetin, apigenin, krisin, pinosembrin ve galangin flavonoidlerinin genel
olarak etanolde daha 1yi ¢oziindiigli goriilmektedir. Bu acidan bahse konu ¢alisma ile tez
calismamiz uyumludur. Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, z-sinnamik asit ve CAPE
fenoliklerinin ise ¢alismamizda etanol ekstraktinda daha iyi ¢oziindiigii goriilmiistiir. Bu

acidan ise bahse konu ¢alisma ile tez ¢aligmamizin sonuglart uyumlu degildir.

Ticari etanol ve su bazli propolis ekstraktlar1 formundaki propolis preparatlarinin
gida kaynakli enfeksiyonlara sebep olan cesitli patojenik mikroorganizmalara karsi
etkilerini belirlemek veya karsilastirmak icin kapsamli bir caligmaya rastlanilmamistir
(125). Propolisin sahip oldugu antimikrobiyal etki; ¢oziicii tipi, bitki ¢esidi, cografi orijin
ve propolisin i¢erdigi bilesiklere gore degisiklik gostermektedir (126).

Propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi hakkindaki c¢aligmalarin genel
olarak etanol ekstraktlar1 lizerinde yapildigr goriilmistiir. Bayram ve ark. yaptigt bir
calismada etanol ekstraktinin B. cereus, E. coli, S. aureus, S. epidermidis ve C. albicans
mikroorganizmalarina kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi; gram pozitif bakterilerin (B.
cereus, S. aureus ve S. epidermidis) biliylimesini gram negatif bakterilere gore (E. coli)
daha iyi inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada C. albicansa karsi antifungal etki
gosterdigi de goriilmiistiir (127). Baska bir ¢alismada Tayvan’dan toplanan propolislerin
etanollii ekstraktlarinin toplanan bdlgeye, zamana ve konsantrasyona bagli olarak S.

aureus’ a kars1 farkli derecede antibakteriyel aktivite gosterdigi, bu ekstraktlarin en diisiik
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inhibe edici konsantrasyonunun <3.75 ile 60 upg/mL, en disik bakterisidal

konsantrasyonunun 7.5 ile 120 pg/mL arasinda oldugu tespit edilmistir (128).

Onaran ve ark. marketlerden temin edilen kullanima hazir %30’luk su bazli ve
etanol bazli propolis ekstraktlar lizerinde yaptig1 calismada, E. Coli inhibisyon zonunun
hem su hem etanol ekstrakti icin 6 mm olarak Olgildiigli, ancak E. Coli’ye karsi
istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon zonu olusmadigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte etanol bazli ekstraktin S. aureus ve Bacillus ailesine ait bakterilere kars1 inhibisyon
etkisinin su bazli ekstrakta gore daha etkili oldugu tespit edilmistir (125). Calismamizda
E. Coli’ye kars1 sadece etanol ekstraktinin inhibisyon gosterdigi, saf su ekstraktinin ise
inhibisyon gostermedigi tespit edilmistir. S. aureus ve B. cereus inhibisyon zonlar
karsilastirildiginda etanol ekstraktinin inhibisyon zonunun saf su ekstraktina gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bulgularimizin literatiir verileriyle kismen uyumlu oldugu

goriilmiistiir.

Yapilan bir arastirmada Etiyopya propolisinin etanol ekstraktinin E. coli inhibisyon
zonunun Misir ve Irak’ta rapor edilen seviyeden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayni
calismada Etiyopya propolisinin etanol ekstraktinin S. aureus’a karst inhibisyon
gostermedigi; oysa Tiirkiye, Brezilya, Misir ve Iran propolisinin inhibisyon gosterdigi
goriilmistiir. Antimikrobiyal aktivitedeki bu degisiklik kimyasal bilesimdeki farklilik, bazi
alifatik ve aromatik bilesiklerin varligi, di ve triterpenler ve flavonoidlerden
kaynaklanmaktadir (129).

Sorucu ve ark. yaptig1 ¢alismada Bursa ilinde toplanan propolisler ile %70 etanol
ve su, Once shaker kullanilarak 1 saat karistirildiktan sonra 30 dakika ultrasonikasyon
uygulanarak ekstraktlar hazirlanmistir. Well difiizyon testi sonucunda her iki propolis
ekstraktinin da gram-pozitif suslara ve C. albicans'a kars1 antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu ortaya koymustur. Ancak propolis ekstraktlarinin gram-negatif bir sus olan E.
coli'ye kars1 antimikrobiyal etkisi goriilmemistir. Su ekstrakt1 S. aureus ve C. albicans’a
kars1 etanolik ekstrakta gore daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermistir (130).
Aragtirmamizda ise S. aureus’a karsi antimikrobiyal aktivitenin etanolik ekstrakta daha
yiiksek oldugu ve etanolik ekstraktin £. Coli’ye kars1 etki gosterdigi goriilmiistiir. Bahse
konu c¢aligmada ekstraktlar 5 g propolis kullanilarak hazirlanmigtir. Ekstraksiyon
yonteminin, kullanilan propolisin kaynagi ve miktarinin farkliligin bu sonugcta etkili oldugu

degerlendirilmektedir.
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Propolis genellikle dayanikli bir {irtindiir. Dondurulup kurutulan propolis uzun siire
antibakteriyel Ozelliklerini koruyabilecegi bildirilmis olup, siirenin miktar1 konusunda
yeterli veri bulunmamaktadir. Oda sicakliginda beta glikosidaz enzim aktivitesinin diismesi
propolisin uzun siire bekledigini ya da uygun depolama sartlarinda saklanmadigini
gostermektedir. Fotooksidasyona duyarli bilesikler nedeniyle karanlikta depolanmali,
etanol oziitleri kahverengi siselerde olmalidir. Propolisin etanol oziitleri depolamadan 15

yil sonra dahi antimikrobiyal aktivitesi devam ettirmistir (31).

Mehmetoglu ve ark. dondurmayi propolis ile zenginlestirerek fonksiyonel gida
ozelligi kazandirmay1 amagladigi bir ¢galismada, dondurma miksine % 0.0, % 0.1, % 0.2, %
0.3, % 0.4 ve % 0.5 oranlarinda, Ordu Aricilik Arastirma Enstitiisii'nlin ariliklarindan
toplanan propolis kullanilarak hazirlanan propolis tozunu igeren toplam 6 adet ornek
gruplardan olusan miks hazirlanmistir. Iki aylik depolama siiresi sonunda dondurmanin
fenolik madde miktar1 degeri degismezken, FRAP degeri bir miktar azalmistir. Propolis
ilavesinin dondurmanin fiziksel ve duyusal 6zelliklerini olumsuz etkilemesiyle birlikte en
diisiik konsantrasyonlarda bile antioksidan aktiviteye onemli katki sagladigi tespit

edilmistir (131).

Yaglarin oksidatif stabilitesini artirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada propolis
ekstraktlarinin zeytinyagi lipid oksidasyonu iizerindeki etkilerini, sentetik antioksidanlara
kiyasla hizlandirilmis termal kosullar altinda yapilan testlerle ortaya koymak
amaglanmistir. Calisma sonucunda propolis ekstraktli yaglar, daha diisiik peroksit degeri
ve kismen azaltilmis tokoferol igerigi de dahil olmak iizere ¢ok daha iyi kimyasal stabilite
sergilemistir. Elde edilen veriler, propolis ekstraktinin zeytinyagmin oksidasyonunu
geciktirmede sentetik antioksidanlara kiyasla daha etkili oldugunu géstermistir (132).

Giiler ve ark. tavuk yumurtalar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada yumurtalarin daha
uzun siire tazeligini korumada suda ekstrakte edilen propolisin etkisi arastirilmistir.
Yumurtalar propolisin sulu ekstrakti ile kaplanarak farkli 10 ve 20 giin siireyle oda (22 °C)
ve buzdolab1 (4°C) kosullarinda depolanmistir. Depolama sonucunda propolis ektrakti ile
kaplamanin yumurta agirlik kaybin1 ve hava boslugu yiiksekligini kaplanmamis olanlara
gbre en aza indirdigi tespit edilmistir. Ozgiil agirhigin, yumurta saris1 indeksinin arttig1 ve
mezofilik bakteri sayisinin azaldig1 gézlemlenmistir. Propolis ekstrakti kabugun tizerindeki
porlar1 kapladigindan oda ve buzdolab1 sicakliginda depolanan yumurtalarin raf émrii ve i¢

kalitesinde olumlu etkileri oldugu tespit edilmistir (133).
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Balik yagindaki oksidasyonu onlemek amaciyla dogal antioksidan kullanimi
konusunda yapilan bir ¢calismada, farkli konsantrasyonlarda (100, 500, 1 000 mg/kg) %70
etanolik propolis ekstrakti ve sentetik antioksidan olarak biitillendirilmis hidroksitoluen
(100 mg/kg) balik yagina eklenerek hizlandirilmis oksidasyon kosullari altinda lipit
oksidasyon diizeyi belirlenmistir. Ornekler 2 mL’lik 151k gegirmeyen koyu renkli
eppendorf tiiplere alinarak sicakligi 60°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 21 giin siire ile
depolanmiglardir. Depolama sirasinda meydana gelen oksidatif degisimler {i¢ giinliik
periyotlarla analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarda balik yagina propolis ekstrakti
eklemenin lipit oksidasyonunu geciktirdigi, ozellikle 500 ve 1 000 mgkg

konsantrasyonlarinda daha etkili sonug verdigi gozlemlenmistir (109).

Kahta, Sivrice ve Ovacik bolgelerinden haziran ayinda toplanan propolisler {izerine
yapilan bir ¢alismada, toplanan propolisler haziran ve subat aylarinda g¢alisiimak {izere
ayrilmustir. Oncelikle haziran ayimnda propolisler analiz edilmistir. Sonra oda kosullarinda
(25 °C) serin ve karanlik yerde muhafaza edilen diger grup propolisler subat ayinda analize
tabi tutulmustur. Propolis ekstraktlar1 %80 etanol ile 4.5 g/mL oraninda hazirlanmistir.
Depolama baglangicinda DPPHe diizeyleri Kahta, Sivrice ve Ovacik bolgeleri i¢in sirasiyla
168.47, 130.88 ve 95.42 mg/L olarak tespit edilirken, depolama sonrasinda sirasiyla
368.22, 259.79 ve 140.11 mg/L seviyelerinde oldugu belirlenmistir. Uzun siire raf
Omriiniin bozulmalara yol agarak radikal siiplirme aktivitesini azalttig1 gozlemlenmistir

(134).

Propolislerde raf omrii ¢alismalar1 propolisin besinlerde koruyucu katki maddesi
olarak kullanimi {izerine yapilmistir. Antibakteriyel, antioksidan ve antifungal 6zellikli
dogal bir koruyucu etki gostermesi ile birlikte, besinlerin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinde  olusabilecek  istenmeyen  degisiklikleri ~ Onleyebilmekte  veya
geciktirebilmektedir. Propolisin besinlere eklenme; piiskiirtme veya daldirma yontemi,
besin kaplamalarinda kullanimi seklinde kullanimlart mevcuttur. Besinlerde iiriin
stabilitesinin korunmasi, patojenlerin onlenmesi ve raf omriiniin uzatilmasi gibi etkiler
gosterebilmektedir (135). Bununla birlikte literatiirde propolis ekstraktlarinin raf émrii ile
ilgili ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu agidan tez calismamiz 6zgilinlilk gostermektedir.
Ticari propolis ekstraktlarinin tiiketiminin yayginlagmasiyla birlikte propolisin kalitesini ve
biyoyararliligint korumak amaciyla raf dmrii konusunda daha ¢ok arastirma yapilmasina

gerek duyuldugu degerlendirilmektedir.
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Bu tez c¢alismasinda propolis ekstraktlarinin ¢esitli ¢oziiciilerde degisik derecelerde
fenolik ve flavonoid icerige sahip oldugu, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Propolis daha uzun siire ekstrakte edildiginde ¢o6ziinen fenolik ve
flavonoid maddelerinin genellikle artis gosterdigi goriilmiistiir. Etanollii ekstraktlarin
fenolik ve flavonoid igerigi ile antioksidan ve antimikrobiyal aktivite agisindan en giiclii
ekstrakt oldugu tespit edilmistir. Bu durumun gida endistrisi, ilag ve kozmetik
endiistrisinde propolis ekstraktlarinda kullanilan ¢6ziiciinlin se¢iminin 6nemli olacagin
gostermektedir. Piyasadaki propolis ekstraktlarinin propolis orani ve ¢oziicl tiiri
tiketiciler tarafindan ©nemli goriilmektedir. Etanol ekstraktlarindan sonra fenolik ve
flavonoid igerigi ile antioksidan ve antimikrobiyal aktivite acisindan en giiclii ekstraktin
PEG ekstrakti oldugu tespit edilmistir. Cesitli nedenlerle etanol ekstraktlarinin tercih
edilmek  istenmedigi  durumlarda PEG  ekstraktinin  alternatif  olabilecegi
degerlendirilmektedir. Yaptigimiz raf omrii ¢aligmasinda goriilmistiir ki 3 yila denk gelen
raf Omrii sonunda etanol ve PEG ekstraktlarinin fenolik ve flavonoid igerigi ile antioksidan
aktivitesi diger ¢oziiciilere gore anlamli derecede yiiksek ¢ikmustir. Calismamizda tespit
edilen propolis ekstraktlarinin farkli ¢oziiciilerdeki etkisinin ve 3 yila denk gelen raf dmrii
sonunda elde edilen verilerin saglik ve beslenme alanlarina katki saglayacagi

degerlendirilmektedir.
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