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OZET

MIiKRO ENKAPSULASYON iLE KiTOSAN VE PROPOLIS KARISIMININ
KAPLAMA MATERYALI OLARAK KULLANIMI

Reyhan Seyda YILMAZ

Yiiksek Lisans Tezi
Biyomiihendislik Anabilim Dah
Tez Damismani: Doc. Dr. Neveihan GURSOY
2019, 53+ xiv sayfa

Kitosan, kimyasal yap1 olarak seliilloza benzeyen ve dogada seliilozdan sonra en sik
rastlanan biyopolimerdir. Kitosan, c¢oktirme, nem tutma, film olusturma,
antimikrobiyal etki, enzim immobilizasyonu gibi ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 nedeniyle
ilag, kozmetik, tip, tarim gibi cesitli endiistrilerde sinirsiz kullanim alanlarina

sahiptir.

Propolis, bal arilar1 tarafindan agaglarin kozalak ve kabuklarindan, bitkilerin
tomurcuk ve filizlerinden toplanan cesitli yaglar, polenler, 6zel recine ve mumsu
maddelerin karisimindan olusan; ¢ok kuvvetli anti-viral, anti-bakteriyel, anti-fungal
Ozellikleri yaninda anti-inflamator, anti-tilser, lokal anestetik, antitiimor, bagisikligi
uyarict ¢ok sayida yararli biyolojik aktiviteye sahip yapiskan bir maddedir. Bu
ozellikleri gostermesi nedeniyle tip, apiterapi saglik besini ve biyokozmetik alaninda

kullanimini yayginlastirmistir.

Mikroenkapstilasyon, sivi, kati veya gaz formundaki degisik mikro boyuttaki
maddeleri kapsiiller i¢cinde paketleme teknolojisi olarak tanimlanir. Bu teknikte
kaplanan materyal belirli sartlar altinda kontrollii oranlarda serbest hale geger. Aym
zamanda mikroenkapsiilasyon, kaplanan materyali sicaklik, nem ve mikroorganizma
gibi faktorlerden koruyan bir yontemdir. Mikroenkapsiilasyon tekniginin kimya,
ziraat, gida ve yem, tip, eczacilik, veterinerlik, biyoteknoloji, ¢evre ve tiiketici
ihtiyaclart gibi ¢ok genis kullanim alanlar1 vardir. Mikroenkapsiilasyon
teknolojisinde kullanilan kaplama materyalleri ¢ok cesitli olup, organik veya

inorganik esasl olabilir. Bu ¢aligmada, mikroenkapsiilasyon teknolojisinde kitosan
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ve propolis karigiminin  kaplama materyali olarak kullanim olanaklar

irdelenmektedir.

Calismada propolis ve kitosan ile mikroenkapsiiller elde edilmis SEM sonuglar ile
ylizey Ozellikleri belirlenmis anlamli sonuglara ulasilmistir. Antimikrobiyal

calismalarda validasyon sonuglar ve istatistiksel veriler anlamlidir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Kitosan, Enkapsiilasyon, Kirby-Bauer Disk Testi
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ABSTRACT

THE USE OF THE MIXTURE OF CHITOSAN AND PROPOLIS AS
COATING MATERIAL WITH MICROENCAPSULATION METHOD

Reyhan Seyda YILMAZ

Master of Science Thesis
Department of Bioengineering
Thesis Supervisor: Dog. Dr. Nevcihan GURSOY
2019, 53+ xiv pages
Chitosan is a bioplymer that resembles cellulose with its chemical structure, and it is
the most frequently encountered one in the nature after cellulose. Chitosan has an
unlimited scope of use in various industries such as medication, cosmetics, medicine
and agriculture because of its various funcitons such as precipitation, moisture

holding, film-forming, antimicrobial effect and enzyme immobilization.

Propolis is a sticky substance that is formed by the mixture of various lipids, pollens,
special resin and waxy substances which are gathered from the cones and barks of
trees and buds and sprouts of plants by honeybees, and it has very strong anti-viral,
antibacterial, and anti-fungal qualities along with anti-inflammatory, anti-ulcer, local
anesthetic, anti-tumor, and a great number of useful biological activities that
stimulate immunity. Because of these quatilites, propolis’ use has become

widespread in the fields of medicine, apiteraphy, healthy food and biocosmetics.

Microencapsulation is defined as the technology of packaging substances in the
states of liquid, solid or gas with different micro sizes in capsules. The substance that
is coated with this method transforms into free state in controlled rates under certain
circumstances. Also, microencapsulation is a method that protects the coated
substance from factors such as temperature, moisture and microorganism.
Microencapsulation method has a vast area of use such as chemisty, agriculture, food
and feed, medicine, pharmaceutics, veterinary medicine, biotechnology, and
enviroenment and consumer requirements. The coating substances in the technology

of microencapsulation are quite varied and can have organic or inorganic basis. In
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this study, the probability of the use of chitosan and propolis’ mixture as a material

for coating in the microencapsulation technology is examined.

In the study, microencapsules were obtained with the use of propolis and chitosan,
surface properties were determined through SEM results, and meaningful results
were achieved. Validation results and statistical data are meaningful in antimicrobial
studies.

Key Words: Propolis, Chitosan, Encapsulation, Kirby-Bauer Disk Test
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1. GIRIS
1.1. Kitosan
1.1.1. Kitosan ve Kitin Tanim

Kitin Yunanca’da zarf, kilif anlamina karsilik gelir ve seliilozdan sonra dogada en
fazla bulunan biyopolimerdir (Beaulieu, 2005). Dogada genellikle; deniz yosunlari,
baz1 protista alemi protozoa subesi iiyeleri, omurgasizlar subesi, bakteriler, fungiler,
insegtalar, baz1 bitkilerde bulunur. Kitin bakimindan yogun canlilardan bazilari;
Dungeness yengeci, Pasifik karidesi, 1stakoz ve kerevit (tatlisu 1stakozu)

kabuklaridir.

Kitinin deasetillenmis bir tiirevi olan kitosan, katyonik bir polisakkarittir ve  (1,4)-
2-asetoamido-2-deoksi-D-glikoz ve B (1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glikoz iinitelerinin
bir kopolimeridir. Kitosan seliiloz ile benzerlik gosteren kompozit bir malzemedir.
Kitosan agik renklidir, koku ve tat igermez, pargacikli yapi gosterir ve sindirim
enzimlerine dayanikhidir. Dogada fazla miktarda bulunmasina ragmen suda
¢Oziiniirliigliniin siirh olmasi kullanimini uzun siire engellemistir. Asit ¢ozeltilerde

¢oziinerek katyonik karmasik yap1 olusturmaktadir (Rao vd., 2005-2006).

Deasetilasyon derecesi (DD) ile iligkili olarak kitosandaki azot igerigi % 5-8
araligindadir. Kitosan genellikle birincil alifatik amino gruplarina sahiptir. Amino
grubunun varligi, kitosan1 kimyasal iglenebilirlik i¢in uygun hale getirir. Kitosan ve
seliiloz arasindaki tek fark C-2 pozisyonundaki hidroksil grubu (-OH) yerine amin
grubunun (-NH,) bulunmasidir. Kitin ile selilloz arasindaki tek fark ise; C-2
pozisyonundaki hidroksil grubu yerine asetamido (NHCH3CO) grubunun

bulunmasidir.

Kitosan yapisinda bulunan amin gurubunun protonlanmasi ile pozitif yiiklendigi
belirtilmistir (Lee vd., 2004). Protonlanabilmesi kitosan1 katyonik bir sakkarit
yapmaktadir. Kitosan katyonik 6zelliginden dolay1 negatif yiiklii kompleksler ile bag
olusturabildigi ve viicut ile uyumlu oldugu belirtilmistir (Janes vd., 2001). Asidik
ortamda NH, grubu -NH3" seklinde bulunmaktadir ve ¢ozeltilerdeki negatif iyonlarla



reaksiyona girmektedir. Porotonlanmasi ile olusan pozitif yapi ile viskoz ¢ozelti
olusturur ve negatif yiiklerle reaksiyona girebilir. Kitosanin ¢dziiniirliigiiniin, matriks

olusumu icin 6nemli bir gosterge oldugu bildirilmektedir (Teknolojik arastirmalar,
2009).

Kitosan genis kullanim alanlarina sahip olma nedeni yenilenebilir olmasidir. Kitosan
dogada fazladir, zehirli degildir, canli yapisina uyumludur. Asit gidericidir, ilseri ve
kanser olusumunu engellemektedir. Mikroorganizmalara karsi etkilidir. Bunun
nedeni antioksidant, mantar karsiti 6zellikleridir. Dogada doniistiiriiliir olmasinin
yani sira ¢oziinmesi i¢in de biyouyumlu maddeler kullanilir. Katyonik o6zelligi
nedeniyle negatif yiiklerle kolayca reaksiyona girebilir, bu nedenle film olusturma
ozelligi artmaktadir. Kitosan, ¢oktiirme, nem tutma, film olusturma, antimikrobiyal
etki, enzim immobilizasyonu gibi ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 nedeniyle ilag, kozmetik,

tip, tarim gibi alanlarda kullanimini kolaylagtirmaktadir.

Kitinin kismi deasitelasyonuyla meydana gelen kitosan, antimikrobiyal, antifungal ve
insektisidal aktiveteye sahip oldugundan biyokontrollerde de kullanilmaktadir.
Kitosan karisimlart bazik ortamda bozulmakta ve uzun siire oda kosullarinda

tutulmasi kimyasal agidan olumsuz etkilere neden olmaktadir.
1.1.2. Kitosanin Tarihcesi

Kitin ilk olarak 1811 yilinda Prof. Henri Braconnot tarafindan mantar hiicre
duvarinda tanimlanmistir. Ardindan 1823 yilinda Odier bu yapiy1 bdceklerin hiicre

duvarinda tanimlamistir (Beaulieu, 2005).

1843 yilinda Lassaigne kitinde azot varligini tespitmistir. 1859 yilinda Rouget kitini
¢ozmeyi basarmistir. 1878 de yapidaki glikozaminler seklinde Ledderhose tarafindan

tanimlanmustir.

1960’lar da nanoteknolojide kullanilabilir hale gelmistir. Zamanla kitosan atik

sularin temizlenmesinde kullanildig: bildirilmistir (Newton, 2006).

Bunun yani sira giiniimiizde antimikrobiyal ajan olarak kullanilmaktadir. Yenebilir

filmlerin yapiminda, meyve sularmin durultulmas: ve asiditesinin kontroliinde,



oksidasyonun Onlenmesinde, enkapsiilasyon ve enzim immobilizasyonu gibi bir¢ok
alanda kullanilmaya devam etmektedir. Zehirli igerigi olmadigi ve kanser olusumunu
engelledigi bu nedenle insan sagligi agisindan 6nemli bir kullanilma sebebi oldugu

bildirilmektedir (Newton, 2006).
1.1.3. Kitosanin Ozelikleri

Kitosanin molekiil agirligi 50-2000 kiloDalton (kDa) araligindadir ve buna gore
gruplandirilmaktadir. Suda ¢oziinmedigi, bu nedenle ¢oziinmesinde asit ¢ozeltilerin
kullanildig1 belirtilmistir. Bazik ortamda bozulma gosterdigi de belirtilmistir (Janes,
ve ark., 2001).

Kitosan igerdigi amin grubu ile ¢ozliniirken protonlandigi bu nedenle pozitif
yiiklendigi ifade edilir (Lee ve ark., 2004). Bu durum da kitosan1 katyonik, hidrolitik
bir polisakkarit yapmaktadir. Kitosanin pozitif 6zelliginin, negatif yiiklii polimerlerle
kimyasal etkilesimini artirdig1 belirtilmistir (Lopez-Leon ve ark., 2005).

Kitosan; yaglar ve proteinlerle baglanabilir, negatif yiiklii polimerlerle matris
olusturmaktadir. Ayrica viicuttaki Onemli karbonhidratlarla uyum gosterdigi

bildirilmistir (Janes ve ark., 2001).

Su ve yaglarla baglanma potansiyelinin yiiksek olmasi film olusturma yetenegini
artirmaktadir. Endiistriyel uygulamalarda: yenilenebilir olmasi, dogada fazla
bulunmasi, toksik 6zellik gostermemesi, biyouyumlu ve biyobozunur olmasi, asit
giderici olmasi, iilser, timor, mikrobiyal, bakteriyel ve fungal olmamasi tercih

edilmesinde 6nemli bir neden olusturmaktadir.

Ayrica kolay c¢oziinmesi kitosan mikro ve nanoparcgaciklarini hazirlamayi
kolaylastirmaktadir. Nano boyuttaki kitosan partikiilleri kitosan etkinligini
artirmaktadir (Qi ve ark., 2004a). Kitosanin toksik olmamasi, nano boyuta
indirgenmesi ilag salinimi ve absorpsiyon kapasitesi i¢in énem tagimaktadir. Nano

boyut arttik¢a bu kapasitede artig olmaktadir.
1.1.4. Kitosanmin Kimyasi

Deasetilasyon derecesine (DD) bagli olarak igerigi azot degisim gostermektedir. Bu



oran genellikle % 5-8 arasinda degisim gostermektedir. Kitosanda bulunan alifatik
amino kimyasal modifikasyon i¢in énemli bir kullanim olanagi saglamaktadir. Sekil
1.1°de goriildiigii gibi kitosan seliilozdan farkli olarak C-2’dehidroksil (-OH) yerine
amin (-NHy) grubu tagimasidir, kitinden farki ise; C-2’de hidroksil yerine asetamido
(NHCH3CO) tasimasidir.

Kitosan eldesinde 4 temel asama deproteinizasyon, demineralizasyon, agartma,

deasetilasyon oldugu belirtilmistir (Janes ve ark., 2001).

OH OH

NH NH
¢=0 c=0
CH3 CH3
_OH OH OH
HO omm/ _«0/
[ Nz NH2 NH

Kitosan

OH ~OH OH
7 /
O
fio mm 0
OH OH

Sekil 1. Seliiloz, kitin ve kitosanin kimyasal yapilari
1.1.5. Kitosanin Endiistriyel Uygulamalar:

Kitosanin 20. yy’a kadar kullanimi aritma ve bitki biiylimesi iken sonraki yillarda
kullanim alanlar1 artis gostermistir. Biyobozunur ve biyouyumlulugu ile ilag

sanayinde kullanilmaktadir. Bunun yani1 sira mikrobiyal, kanserojen ve bakteriyel



olmamasi endiistrideki kullanimini artirmaktadir. Ozellikle katyonik olmasi ve

nanoteknolojik uygulamalara uygunlugu; biyomedikal, kozmatik, gida ve ilag

sektoriindeki islevini artirmaktadir (Qi ve ark., 2004a).

Tablo.1. Kitosanin endiistrideki bazi1 kullanim alanlar1 ve uygulamalari

Endiistriyel Alan

Uygulama

Atik su iyilestirme

Metal iyonlarinin uzaklastiriimasi
Protein, boya, aminoasit, organik bilegiklerin tutulmasi

Su aritma

Gida prosesleri
Mesrubat, icme suyu

Cevresel temizleme

Radyo aktif atiklarin uzaklastirilmas

Tarim

Tohum kaplama

Gtibre

Kontrollii toprak kimyasal salinimi
Bocek oldiiriiciiler

Parazit oldiiriiciiler

Kagit kagit hamuru

Yiizey iyilestirme
Fotografik kagit
Kaplama ve fiber

Gida endiistrisi

Besleyici ilaglar

Boyar maddelerin uzaklastiriimasi
Iceceklerin temizlenmesi

Besin korunmasi

Renk dengesi

Koku ve tat dengesi

Besin dengesi

Yiyecek katkist

Besin zar dokusu yapisi

Biyoteknoloji

Enzim immobilizasyonu
Protein ayrilmast
Hiicregeri kazanimi
Kromatografi

Hiicre immiibilizasyonu

Kozmatik

Nemlendirici
Sag bakimi
Cilt bakimi
Agiz bakimi
Banyo losyonu

Membran

Gegirgenlik kontrolii
Ters osmoz

Uriin ayrim ve geri kazanim

Memran ayrimi
Koagiilasyon
Kromatografik kolonlari
Kapsiilleme adsorbentleri

Biyomedikal

Ihtihap tedavisi

Kanser tedavileri

Kemik iyilestirici
Ameliyat iplikleri

Talc salinim sistemleri
GO0z i¢i ve kontrak lensler
Pihtilagma etkeni
Eczacilik




1.2. Propolis
1.2.1. Propolis Tanimi ve Tarihgesi

Propolis arillarin bolge florasindan topladiklari bilesenleri ve iirettikleri salgilari
kanigtirarak olusturduklari mumsu, yapiskan 6zellikli reginemsi bir madde olarak
tanimlanmistir. Toplandig1 kaynaga gore renk ve diger Ozelliklerinde farklilik

gostermektedir (Azza ve ark., 2009).

Sekil 2. Ham propolisin goriintiisii

Gegmis yillardan giiniimiize kadar ar1 tiriinleri dikkat ¢cekmektedir. Ar siitii, ar1 zehri,
polen gibi ar1 driinlerinin en fazla kullanilan ar1 iriinleri oldugu belirtilmistir.
Ozellikle art siitii tip uygulamalarimi desteklemektedir. Bu nedenle giinliik diyette

alinmasi 6nemlidir (Ghisalbert, 1988).

An triinlerinden propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan tanimlanmistir. Adin1 pro
(6n, giris) ve polis (sehir)’den almaktadir. Yunanlilar propolisi antibiyotik olarak
kullandig: ifade edilmektedir (Kumova ve ark., 2002). Giiniimiizde ise saglik ve
kozmetikte kullanimi oldukga yayginlagsmistir. Yaygin kullanilma nedeni, bakteri,
fungus ve virlislerin propolise karst duyarlilik gostermesidir. Bunun yani sira
inflamator, iilser ve timdr onleyici oldugu belirtilmistir. Bagisiklig giiclendirdigi ve
anestetik etkisinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu &zellikleri propolise yapisinda
bulunan bitki kabuklari, tomurcuklar1 ve filizlerinden toplanan; lipitler, polenler ve
salgi maddeleri kazandirmaktadir. Bu karisimin i¢inde viicuda alinmasi gereken

yirmi iki elzem besin bulunmaktadir (Bogdanov, 2012).

Arilar propolisi yasam alanlarimin etrafin1 kapatmak icin kullanmaktadir. Boylece

kovan i¢i bakteri ve mantar gibi hastalik etkenlerine kars1 korunmaktadir. Bunun



yani sira kovan i¢indeki her tiirlii onarimda yapigkan iceriginden dolay1 propolis ile

yapilmaktadir (Krell, 1998).

1960’1 yillarda propolise olan ilgi artmistir. 1988 yilinda Ghisalbert tarafindan
kimyasal yapisi, ilag yapimindaki etkisi lizerinde yayinlar ortaya atilmistir ve 20. yy

itibariyle biyolojik aktivitesi ve kimyasal yapisi ile ilgili bilgiler netlik kazanmuistir.

Bat1 balaris1 (Avrupa balarisi) tiirii Apis mellifera kolonilerinin topladigi propolisi,
Asya balaris1 tiirleri toplamamaktadir. Meliponine (ignesiz) cinsi arilarda yasam
alanlarinin korunmasinda, ari tiriinlerinin tiretiminde Apis mellifera’ya benzer yapida
hammadde biriktirmektedir. Bu durumun temel nedeni propolisin kimyasal
bilesiminin toplandig1 bolgenin ekolojik yapist ile degisiklik gostermesi olarak ifade
edilir. Bolge florasi bu nedenle oldukga 6nemlidir ve bolge florasinin degiskenligi
nedeniyle propolisin kimyasal standardizasyonu heniiz gerceklesmemistir. Ariciligin
gelismesi ve ar1 tiriinlerinin deger kazanmasi, propolisin toplanma istegi bal hasadini
zorlagtirmakta, petekli balin degerini diisiirmektedir. Ancak propolisin tip, veteriner
hekimlik, discilik, kozmetik ve bitkisel iiretim alanlarinda insanlara son derece
yararli yonleri ortaya konulduktan sonra bazi iilkelerde propolis iiretimi son derece

onem kazanmistir (Dogaroglu, 1999).

Gilintimiizde propolis kullanimindaki en biiyilik sorun, bolge florasina gére kimyasal
kompozisyonu degistiginden bir standardin olmamasi olarak ifade edilmistir. Ayrica
aricilik alaninda da propolis toplama egilimi bal hasadini zorlastirmakta ve balin

kalitesini diistirmektedir (Tutkun, 2002).
1.2.2. Propolisin Fiziksel Yapisi

Propolis, arilar tarafindan toplanan bitki 6zlerinin enzimler ile islenmesi ile olusan
0zel bir madde olarak tanimlanir. Propolis mumlarinda bitkisel protein

bulundugundan bitkisel mumlar arasinda yer alimaktadir (Bianchi, 1995).

Propolisin fiziksel kombinasyonunda ortam sicakligi olduk¢a dnem gostermektedir.
15-20°C’de diisiik elastik yapi gostermekte ve kirilgan bir hal almaktadir. 30-40
°C’de ise yumusak ve yapiskan iken, 80 °C’ de kismen erime godstermektedir
(Ghisalberti, 1979).



Propolis bolge florasindan etkilendiginden renginde stabilite gostermemektedir. Sar1
yesilden koyu kahverengine kadar genis bir skalada dagilmaktadir (Ozkok ve
Sorkun, 2001).

Bu mumsu madde eter, kloroform gibi organik ¢oziiciilerde iz miktarda ¢6ziinme
gosterirken %75°1lik ve tizerindeki konsantrasyonlarda alkolde ¢oziinmektedir. Su ile

reaksiyonun olmadi ifade edilmektedir (Krell, 1998).
1.2.3. Propolisin Kimyasal Yapisi

Propolis igerigi bolgenin florasina, arilarin 1irkina ve bolgenin iklim kosullara gore
degisiklik gosterdiginden tam bir standart gostermemektedir. Fakat yaklasik olarak
150 kimyasal ve 20°den fazla mineral madde yaninda bal mumu, regine ve polen

bulunmaktadir (Gengay ve Sorkun, 2002b).

Tablo 2. Propolisin genel yapisinda bulunan maddelerin orani

Maddeler (%)
Regine ve zamksi1 maddeler 50
Bitkisel mumlar 30
Esansiyel yaglar 10
Polen 5
Organik bilesikler ve mineral maddeler 5

Propolisin igeriginde, Krizin, Apigenin, Acacetin, Quercetin, Kaempferide,
Kaemperol-7,4’-dimethyl ether, Galangin, Pinochembrin, Pinobanksin, Pinobanksin-
3-acetate, Pinostrobin, 3°,4’- dihydroxyflavanoids, Flavan-3-ols, Pectolinaringenin,
Luteolin, 3, 4-dimethyl ether- luteolin, Artepillin C, Eriodictyol, Pinosylvin (3,5-
dihydroxystilbene), flavonoidler, Ferulic asit, Isoferulic asit, Benzoik asit, Cinnamic
asit, Isopentyl ferulate, p- Coumaric asit benzyl ester, Caffeic asit, Prenyl caffeate, 3-
methyl-but-2-enyl caffeate, Caffeic asit phenetyl ester, Methyl caffeate, Diterpenoid-
clerodan, Ermanin, Volatile compounds (etheric oils) bulundugu bildirilmistir
(Kumova ve ark., 2002).



Propolisin  kimyasal igerigi

bildirilmektedir (Kumova ve ark., 2002).

bulundugu bolgenin florasina gore

Tablo 3. Propoliste belirlenen bilesik gruplari ve sayilari

degistigi

Bilesikler Tammlanan Bilesik Sayis1
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit Tiirevleri 2
Sinamil ve Sinamik Asit Ile Tiirevleri 14
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Sekuterpen ve Tiirevler 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve Triterpen Hidrokarbonlar 11
Steroller ve Steroic Hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasit 24

1.2.4. Propolisin Biyolojik Aktiviteleri

[k olarak Yunanlilar tarafindan eski ¢aglarda tanimlanan propolis tedavi amact ile

kullanilmaya devam etmektedir. Ge¢mis yillarda ameliyatlarda, yarali dokularin

dezenfeksiyonu ve onariminda kullanilmistir (Kumova ve ark., 2002).

Ilerleyen teknoloji ve tekniklerle propolis, bakteri, viriis, mantar gibi patojenlerin

tizerinde etkili oldugunu kanitlamistir. Kimyasal bilesimlerinde bulunan flavonoidler

ve terpenler antioksidan ve steril 6zelligini giiclendirmektedir. Son donemde islem

gérmeyen propolis kullanim1 artmigtir (Erglin, 1987).




Oral yol ile aliman porpolis gastroendastirol sistemde kontrollii ¢oziinerek kana
difiize edilmektedir. Boylelikle dolasima katilan propolis igerigi doku ve organlarda
yenilenme saglamakta ve enfeksiyon direncini artirmaktadir. Oral alim disinda
travmatize olmus boélgelerde dogrudan kullaniminin da miimkiin oldugu ifade

edilmistir.

Flavonoidler propolis kimyasal icerigindeki en ©nemli maddeler arasinda yer
almaktadir. Propolis tiikriikte bulunan enzimler ile Karsilastiginda degisiklige
ugramaktadir. Bu degisiklikler ile etkisi artan flavanoidlerin dolagim sistemi
tizerindeki etkiside artmaktadir. Flavonoidlerin etkisi ile kan basincini diizenlenir,
endoderm hasarlar1 onarilir, sindirim sistemi epitelleri yenilenir, endokrin sistem

diizenlenir (Fearnley, 1998).

Organik c¢oziiciilerde aciga ¢ikan sinomik asit trombositler {izerinde etkili olarak
pihtilasma mekanizmasini artirmaktadir. Bunun yani sira dermotolojide verimli

kullanim saglamaktadir (Kumova ve ark., 2002).

Propoliste bulunan 6nemli kimyasallardan birinin de kafeik asit oldugu bildirilmistir.
Kafeik asit ozellikle viriisler iizerinde etkinlik gostermektedir. Propolisin tiimor

Onleyici 6zelligini kafeik asit gliclendirmektedir (Ergiin, 1987).

Propolisin  alkolde ¢Oziinmesinin  daha iyi olmasma ragmen kimyasal
kompozisyonunda kayiplar olusturmaktadir. Bu nedenle farmakolojik kullaniminda

antibiyotikler ile kullaniminin uygun oldugu belirtilmistir (Kumova ve ark., 2002).

Biyoflovonoidlerde kafeik asit gibi gastrol epitellerin de onarici etki gostermektedir.
Bu konudaki en 6nemli 6zelligi ise dogal bagirsak florasina zarar vermeden bu

rejenarasyonu gerceklestirilmesidir (Fearnley, 1998).

Uzak Dogu Ulkelerinde yapilan calismalarda diizenli alinan propolisin kroner ve

onkolojik semptomlar1 azalttig1 gézlenmistir.

Sovyetler doneminde  yapilan calismalarda  solunum  yolu  bakteriyel
enfeksiyonlarinda da propolisin kullanilabilecegini gostermektedir. Romanya ve

Rusya’da propolisin doku yenilenmesi ve iltihap 6nleyici 6zelligini ¢alismalarinda
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kullanmigtir. Tim bunlarin yani sira propolisin histamin ve seratonin salgisi
tizerindeki olumlu etkisi ile alerjik reaksiyonlarin gelismesini engellemektedir, kendi

alerjik etkisinin de diisiik oldugu belirtilmistir (Gengay ve Sorkun, 2002b).

Tablo 4. Propolis biyolojik ve iyilestirici etkileri (Bogdanov, 2012)

Etki Test Edilen Propolis Tiirii
Antibakteriyel Propolis gesitlerinin tamami
Antiviral Propolis gesitlerinin tamami
Antifungal Propolis gesitlerinin tamami
Anti parazit Kavak, Baccharis, Kiiba

Anti iilser Baccharis, Hindistan
Antioksidan Propolis gesitlerinin tamami
Radyasyon koruyucu Kavak, Baccharis

Karaciger koruyucu Propolis ¢esitlerinin tamami
Antitiimor, antimutajenik Kavak, Baccharis, Kiiba Taylan
Anti inflamatuar Kavak, Baccharis, Kiiba, Misir
Bagisiklig1 diizenleyici Kavak, Baccharis

Diisiik dozda kas kasilmasina karsi,

Yiiksek dozda kas gevsetici olarak Kavak, Baccharis

Anti diabetik Kavak, Baccharis
Lokal anestezik Kavak, Baccharis
Ellill(;l;crll?;ive kemik dokusu, ds eti ve yara izinin Kavak, Baccharis
Anti osteoporoz Kavak, Misir
Ostrojenik Kavak

Burun iltihabina karst Baccharis

Kolite kars1 Kavak, Tiirkiye
Anti alerjik Kavak, Baccharis
Anti aging, yasam siiresini uzatma Kavak

Cilt yaglanmasina kars1 Cezayir, Kavak
Gida koruyucu Kavak, Baccharis, Arjantin, Misir
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1.3. Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon; farkli fazlardaki gida iirtinleri, biyolojik katalizorler, mikroskobik
canlilarin karbonhidrat ya da protein igerikli bir kaplayici ile paketlenmesi olarak
tamimlanmaktadir (Madene, 2003). Enkapsiilasyon teknigi, biyoteknoloji, saglik,
tarim, hayvancilik, farmakoloji, kimya gibi alanlar da kullaniminin uygun oldugu
ifade edilmistir. En yaygin kullanim alaninin gida oldugu goriilmektedir (Kinik ve

ark., 2003).

Enkapsiilasyonun gida ve ilag setoriinde fazlaca kullanilma nedenlerinin basinda bu
iki sektorde kullanilacak olan materyallerin stabilitelerinin hizli degisimi oldugu
bildirilmigstir. PH degisimleri, sicaklik degisimleri, nem gibi olumsuz faktorlere karsi
enkapsiilasyon teknigi énemli bir koruma saglamaktadir. Enkapsiilasyon, kararli ve
uyumlu ortamlar olusturulmasi, kaplanan ajanlarin kontrollii salinimlarin1 saglamasi

nedeniyle 6nem tagimaktadir (Ivanova ve ark., 2011).

Mikroenkapsiilasyon ise ¢ok daha kiigiik kapmala materyallerinin kullanilmasi olarak
tanimlanmistir (Madene, 2003). Mikroenkapsiilasyon; kaplanacak olan malzemenin
etrafinin bir duvar ile ¢evrelenmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu teknikte kapsiillerde
tam bir standart tanimlanmamaktir. Tanecikler genellikle kaplanacak olan materyalin
Ozelliklerine gore degisim gostermektedir. Bunun yani sira mikro taneciklerin
kiigiilmesinin  kapsiile edilen maddenin etkinligini artirdigt  bilinmektedir.
Kapsiilasyonda kaplama materyali duvar, kabuk, membran olarak adlandirilirken;

kaplanan materyal i¢ faz, dolgu ya da 6z olarak tanimlanabilir (Kinik ve ark., 2006).
1.3.1. Enkapsiilasyonun Tarihcesi

1932 tarihinde Ingiliz sirketi A. Boake, Roberts vd. Co Ltd piiskiirterek kurutma
teknigi kullanarak tiretim yapmustir. Bu teknigin kullanimi1 zamanla gida sektori igin
oldukg¢a 6nemli bir yer almistir (Barbosa ve ark., 2005). Yaklagik 50 yillik ge¢misi
olan enkapsiilasyon teknigine devlet tesfikleride artmistir. Israil bu teknik acisindan
ABD ve Ingiltereden &nce gelir fakat ABD ve Ingiltere sistemin kokenini

olusturmaktadir (Chen ve ark., 2007).
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1.3.2. Enkapsiilasyonun Uygulanmasi

Enkapsiilasyon uygulamalarinda kapsiile edilecek maddenin o6zelligi, yonteme
uygunlugu, isleme ve saklanma kosullar1 gibi faktérler 6nem tasimaktadir. Bu

nedenle yontem rastgele uygulanmamalidir.

Enkapsiilasyon tekniginde genellikle, materyalin saklanma siiresi ve kosullari,
depolanma kosullari, maliyet, isleme kosullari, fiziksel ve kimyasal ozellikleri
incelenmektedir. Farkli alanlarda uygulanmasinda da kaplanacak materyalin
ozellikleri, kullanim alani, islem durumu, dolgunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Onem tagsimaktadir.

Kaplanacak oziin ozellikleri degerlendirildikten sonra; kullanilacak olan kabuk

materyali ve yontemi degerlendirilmelidir (Zuidam ve ark., 2010).
1.3.3. Enkapsiilasyon Yontemleri

Yaygin olarak kullanilan enkapsiilasyon yontemleri; mikroenkapsiilasyon, doner
stispansiyon, dondurarak kurutma, kaplama yontemi, faz ayrimi, ekstriizyon-
emiilsiyon, nanoenkapsiilasyon, piskiirterek kurutma, molekiiler kompleks

olusturmakdir (Barbosa ve ark., 2005).
1.3.4. Enkapsiilasyon Cesitleri

Enkapsiilasyonda; 200 nm=0.2 pm’den kiigiik partikiiller nanoenkapsiilasyon, 0.2-
5,000 pm araligindaki partikiiller mikroenkapsiilasyon, 5,000 pm’den biiylik
partikiiller ise makroenkapsiilasyon olarak ¢esitlendirilmektedir (King ve ark., 1995).

1.3.4.1. Mikroenkapsiilasyon

Enkapsiilasyon islemi genel anlamiyla hapsetme, bir yere sabitleme islemi olarak
ifade edilir. Mikroenkapsiilasyon (ME) da ise bu islem daha kiigiik tanecikler ile
yapilmaktadir. ME farkli fazlardaki maddelerin (organik maddeler ve hiicrelerin)
mikrokapsiillerde hapsedilmesi seklinde de tanimlanmaktadir. ME genel tutuklama
(immobilizasyon) yontemlerinden biridir ve enkapsiilasyon ile ayni anlamda

kullanilmamasi gerektigi ifade edilmistir (Hsieh ve ark., 2006).
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Yontemin temel amact; olusturulacak kapsiile stabiliteyi ve kontrollii salinimi
saglamaktir. Bunun yami sira kaplanan maddenin uygun olmayan bilesiklerden
ayrimi saglanmistir ve dolgunun kontaminasyonu engellenmistir. Boylece hem dolgu

hem gevre igin koruma saglanmistir (Uyan ve ark., 2004).

Bu temel amaclarda, yiiksek verim elde edilebilmesi icin ME’de yapilmasi gerek
oncelikli is kabuk materyalini belirlemektir. Kabuk igin; proteinler, karbonhidratlar,
gamlar, yaglar gibi film olusturabilen maddelerin kullanimi tercih edilmistir (Hsieh

ve ark., 2006).

Dolgu maddesi ME yonteminde, yar1 gegirgen bir kabuk igerisinde hapsedilmektedir.
Olusturulan kabukta yaklasik olarak ¢ap 5 ile300 pm arasinda degismektedir ve
kabukta olusan gozenekler 0.45 pm’den biiyiik olmamasi gerekmektedir (Dubey ve
ark., 2004).

1.3.4.2. Ekstriizyon ve Emiilsiyon Yontemleriyle Mikroenkapsiilasyon

ME’ de kullanilan ekstrizyon ve emiilsiyon teknikleri temel de benzerlik
gostermektedir. Bu yontemlerde ekstriizyon ve emiilsiyon farklilik gdstermektedir.
Ekstriizyon yonteminde kaplanmasi istenen materyal katilastirict igine damlatilirken;
emiilsiyon tekniginde, kaplanmasi istenen materyal sodyum aljinat ¢ozeltisine ilave
edilerek tlizerine katilagtirict damlatilmaktadir. Yontemler sonun da ortak olan durum
mikroenkapsiillerin olusturulmasidir. Yapilan caligmalarda mikroenkapsiilasyonun
etkinligini artirmak i¢in kapsiillerin daha kiiglik olmast gerektigi gozlenmistir.
Emiilsiyon tekniginde daha kiigiik pratikiiller elde edildiginden etkinliginin ve

kullaniminin ekstriizyona gore fazla oldugu ifade edilmistir (Park ve ark., 2000).

Bu iki yaygin yontemde de, homojenizasyon iizerinde dikkatle durulmasi gerektigi
ifade edilir. Ciinkii kapsiile edilecek maddenin etkinligi buna baglanmaktadir. Bu
durum homojenizatoriin yontemler iizerinde oldukga etkili oldugunu gostermektedir

(Capela ve ark., 2009).
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Sekil 3. Ekstriizyonve emiilsiyon teknikleri ile mikroenkapsiilasyon
1.3.4.3. Mikroenkapsiilasyonda Kullanilan Kaplama Materyalleri

ME’de kapstil matriksi tek duvarli, ¢ok duvarli, diizensiz duvarli ve fazla ¢ekirdekli
seklinde cesitlilik gostermektedir. ME ¢ap1 5 ile 300pm arasinda olmas1 gerektigi
belirtilmistir. ME kapsiil materyali; pahali ve zehirli olmamalidir, ayn1 zamanda
korumasi giiclii olmali ve kolay uygulanabilmelidir (Qi ve ark., 2000). Tiim bu
ozellikleri tek bir kaplama materyalinde bulmanin zor oldugu bilinmektedir. Bu

nedenle bazi tamamlayicilardan destek alinmaktadir (Kailasapathy ve ark., 2006).
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Yapilan ¢alismalarda ME’da genel olarak biyogam aljinat kaplama materyali olarak
kullanilmaktadir. ME’de tamamlayici olarak aljinat kullanimini, kolay ulasma, stabil
jel olusturma, zehirli olmama, tampon c¢ozelti olusturma, kalsiyum kloriir gibi
katilastiricilara olumlu cevap verme oOzelliklerinden dolayr tercih sebebi oldugu
belirtilmistir (Chandramoulia ve ark., 2004). Ayrica dolgu maddesi olarak
bakterilerin (probiyotik) kullanildig1 c¢alismalarda bakterilerin canliligini olumlu
etkiledigi ve gastrointestinal yolda dayanikli oldugu saptanmistir (Chen ve ark.,
2006).

Mikroenkapsiilasyon c¢aligsmalarinda amacin oksidasyonu Onlemek, aromanin
korunmasini saglamak, depolamada olusabilecek hasara karsi direnci artirmak

oldugu ifade edilmistir (Kog ve ark., 2010).

Kaplama materyali olarak peynir alt1 suyu (Young ve ark., 1993; Rosenberg ve ark.,
2006), baz1 gamlar (Soottitantawat ve ark., 2005; Shaikh ve ark., 2006; Minemoto ve
ark., 1997; Kaushik ve Roos, 2007), bazi karbonhidrat tiirevlerinin kullanildigi
bildirilmistir (Shu ve ark., 2006; Edris ve Bergnstahl, 2001; Klinkesor ve ark., 2005).

Cekirdek materyali olarak bazi yaglarin (Young ve ark., 1993; .Edris ve Bergnstahl,
2001; Baik ve ark., 2004; Klinkesor ve ark., 2005), antosiyaninlerin (Ersus ve ark.,
2007), karotenoidlerin (Selim ve ark., 2000), probiyotik mikroorganizmalarm (Unal
ve ark., 2010) kullanildig1 belirtilmistir.

Propolis ekstraklarinin ise aljnat biyopolimeri ile kapsiile edildigi bildirilmistir
(Keskin ve ark., 2018; Keskin, 2018). Bunun yani sira propolis poli-€ kaprolakton
(Duran,ve ark., 2007), B-siklodekstrin (Kalogeropoulos, 2009), kitosan (Liu ve ark.,
2007) kullanarak mikokapsiillerin elde edildigi bildirilmistir.

Literatiirde kitosan kullanilarak elde edilen propolisli enkapsiiller ile ilgili yeterince

calisma bulunmamaktadir.

Calismalarda genellikle propolis yiiklii enkapsiillerin saliniminin incelendigi
gorilmiistir (Keskin ve ark., 2018; Keskin, 2018; Duran ve ark., 2007,
Kalogeropoulos ve ark., 2009; Liu ve ark., 2007).
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Bu calisma ile elde edilen verilerde gostermektedir ki propolis yiikli kitosan
mikroenkasiillerinin antimikrobiyal etkisi artmis, salinimi kontrollii gergeklesmistir.
Calismanin amaci propolis yiiklii kitosan mikroenkapsiillerinin kontrolli salinimi ile
sindirim kanalindan bozulmadan gecebilecek ve bagisikligi destekleyebilecek

takviye iirlinleri elde edebilmektir.
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2. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma Sivas Cumhuriyet Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida

Miihendisligi Gida Mikrobiyolojisi Arastirma Laboratuvar’inda yapilmistir.
2.1. Materyal
2.1.1.Kitosan Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sigma-Aldrich Firmasindan temin edilen orta molekiil agirlikli kitosan %1’lik asetik

asit (Merk) ¢ozeltisinde ¢ozilmiistiir.
2.1.2. Propolis Cozeltisinin Hazirlanmasi

Propolis Sivas Tarim Midirliigii araciligi ile ticari olarak elde edilmistir. Derin
dondurucuda (Bosch KGU40622NE) saklanmistir. Havanda doviilen propolis
tartilarak (KERN PLS 1200 3A D-72336) % 96’lik etanol ile (Merk 100983)
¢oziilmiistiir. Calkalamali inkiibatorde (S1-600) 1 hafta bekletilmistir.

2.1.3. Sodyum Aljinat (C¢H;OsNa) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sodyum aljinat (CgH;OgNa) (diisiik viskoziteli-Merk) MP Biomedicals, lllkirch,
Fransa’dan temin edilmistir. CgH;OgNa ¢6zeltisinin eldesi i¢in distile su (Direnct-Q 3
UV) kullanilmistir. Hazirlanan ¢6zelti manyetik karistiricida (RT 15 Pover IKA-
Werke) karistirilmistir.

2.1.4. Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kalsiyum kloriir (CaCly) (Merk) ¢ozeltisi distile su (Direnct-Q 3 UV) kullanilarak

hazirlanmistir.
2.1.5. Mikroenkapsiilasyon (ME)

Manyetik karistiricida (IKA-Werke RT 15 Pover) karisir durumdaki CgH7;OgNa
¢oOzeltisine kitosan c¢ozeltisi eklenerek 30 dk karistirilmistir. Karisir durumdaki
aljinat-kitosan ¢ozeltisine propolis ¢oOzeltisi eklenmistir (Bu islem farkli propolis

¢ozeltileri igin tekrarlanmistir). Elde edilen g¢ozeltilere CaCl, ¢ozeltisi steril damla
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ayar seti (dosi flow) ile damlatilmistir. Bu islem 50 dk da sonlandirilmistir.
2.1.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Uretilen mikroenkapsiillerin goriintiileri TETCAN MIRA-3 XMU taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak elde edilmistir.

2.1.7. Bakteri Gelisimi i¢in Besi Ortamimin Hazirlanmasi

Miiller Hinton Agar (MHA) (Merk 1,05437) kullanilarak besi ortami hazirlanmistir.
Cozeltinin 1sitilarak  (Wisestir  MSH-20A) homojen karismasi saglanmustir.
Otoklavda (Hirayama Hiclave HV-85L) sterilize edilmistir. Steril edilen MHA 90
mm’lik steril cam petrilere, steril kabin (2000, ClaslIl, Microbiological Sfety Cabinet
Herasafe KS ) igerisinde paylastirilmistir.

2.1.8. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Eldesi

Bakteri tiirleri S. C. U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuari’ndan temin
edilmistir. Hazirlanan MHA besiyerlerine Gram (-) Escherichia coli ve Klepsiella
pneumonia; Gram (+) Staphylococcus auerus ve Streptococcus mitis olmak {izere
toplam 2 Gram (-) ve 2 Gram (+) bakteri tiiriiniin ekimi yapilmistir. Bulanikligi
McFarland 0.5 (10® mikroorganizma / ml)'e gére ayarlanan bakterilerin steril swaplar

kullanilarak yayma teknigi ile ekimleri yapilmastir.
2.1.9. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testi

Kirby Bauer tarafindan gelistirilmis steril kagit disklere antimikrobiyal etkinliginin
test edilmesi istenen ajan emdirilerek duyarlilik tayini yapilan testtir. Steril bos
disklere emdirilen antimikrobiyal ajan bir siire sonra kat1 besiyerine difiize olup,
bakteri duyarliligina bagl olarak inkiibasyon siiresi sonunda etrafinda inkiibasyon
zonu olugmasi beklenir. Olusan inkiibasyon zonunun olusumu ve ¢ap biiytikliigiiniin
bakterinin duyarlilig1 hakkinda bilgi verdigi belirtilmistir (Lee ve ark., 1976). Olusan
zon mm cinsinden Olciilerek gerekli degerlendirmelerin yapilabilecegi ifade
edilmistir (L’ Antibiogramme, 1985; Lee ve ark., 1976).

Hazirlanan  kitosan  ¢ozeltisi, propolis  ¢Ozeltisi  ve  farkli  propolis
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konsantrasyonlarindaki mikroenkapsiiller steril bos disklere yaklasgitk 20 pl
yiikklenmistir. Elde edilen diskler Kirby-Bauer test yontemiyle besi ortamina
yerlestirilmistir. Inkiibasyon i¢in etiivde (Binder) 18-24 saat bekletilmistir.

2.1.10. istatistiksel Analiz

Kirby-Bauer disk difiizyon testinde elde edilen bu sonuglarda yerlestirilen diskler
arasinda istatistiksel anlamda farklilik olup olmadigini belirlemek icin Anova
Varyans Analizi Testi uygulanmistir. Bu farkliligin nedenini incelemek i¢in Tukey

HSD ikili karsilagtirma testi kullanilmustir.

Propolis, kitosan ve kitosan ile mikroenkapsiillenmis %10, %20 ve %30’luk propolis
cozeltilerinin bakteri duyarliliklarini yorumlamak {izere non parametrik testlerden

Kruskall Wallis Testi kullanilmistir.
2.2. Metod
2.2.1. Kitosan Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 mL asetik asit 99 mL distile su kullanilmis, %]1°lik asetik asit ¢Ozeltisi

hazirlanmistir. 0,05 g kitosan tartilmis ve 50 mL asetik asite (%1°lik) ¢oziilmiistiir.
2.2.2. Propolis Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dondurucuda bekletilen propolis ornekleri ahsap havanda doviilerek toz haline
getirilmis ve elekten gecirilmistir. Toz haline gelen 10 g propolis % 96’lik etanol
cozeltisinde (10 g propolis;100mL etanol) oda sicakliginda bir hafta shakerda
26 °C’de 130 rpm’de siirekli karistirilmistir. Bu slire sonunda elde edilen
ekstraksiyon filtre kagidindan gegirilerek filtre edilmistir. Bu 6ziite, serum fizyolojik
eklenerek %30’luk (30 mL propolis; 70 mL serum fizyolojik), %20’lik (20 mL
propolis; 80 mL serum fizyolojik) ve %10’luk (10 mL propolis; 90 mL serum

fizyolojik) konsantrasyonlarda propolis ekstrakti elde edilmistir.
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Sekil 4. Propolis 6ziitlerinin elde edilis asamalari
2.2.3. Sodyum Aljinat (C¢H;OsNa) Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,075 g CgH7OgNa tartilmis, 120 mL suda ¢ozlilmiistiir. Manyetik karistirict da 30 dk
karisir durumda bekletilmistir. %10, %20 ve %30’luk propolis ¢ozeltileri igin ii¢ ayr1

ornek hazirlanmistir.
2.2.4 Kalsiyum Kloriir (CaCl,)Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,1 g CaCl, 50 mL distile suda c¢oziilmiigtiir. Hazirlanan propolis ve Kkitosan

karigimina 20 sn’de bir damla olacak sekil de damlatilmastir.
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2.2.5. Mikroenkapsiilasyon

Karisir durumdaki 25 mL CgH;OgNa ¢ozeltisine 5 mL kitosan ¢ozeltisi eklenmistir.
1000 rpm’de 30 dk karistirilmistir. Karisir durumdaki 30 mL CgH;OgNa kitosan
¢oOzeltisine, 10 mL propolis ¢ozeltisi eklenmistir (Bu islem farkli propolis ¢ozeltileri
igin tekrarlanmistir). Elde edilen ¢ozeltiler CaCl; ¢ozeltisi igine 20 sn 1 damla olacak
sekilde damlatilmistir ve islem 50 dk da tamamlanmistir. Cozelti igindeki

mikroenkapsiiller 151k mikroskobunda incelenmis ve karsilastirilmistir. Elde edilen

mikroenkapsiiller SEM analizi ile karakterize edilmistir.

Sekil 5. Farkli propolis konsantrasyonlar1 ile mikroenkapsiillerin hazirlanmasi
2.2.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

SEM calisma prensibi elektron kaynagindan ¢ikan elektronlarin goriintiilenecek olan
materyal ile etkilesmeleri sonucunda elde edilen verilerin algilayicilar tarafindan
goriintii  olusturmasidir. Elektron kaynagi olarak kullanilan elekton tabancasi
igerisinde yiiksek 1s1 ile elektron salinimi gerceklestiren vofram tellerin yer aldig
belirtilmistir. Salimimi saglanan elektronlarin calisilan materyal iizerine diislislini
hizlandirmak i¢in anot plakalarin kullanildigi, ayrica elektron demetini g¢alisma
materyalinin lizerine odaklamak i¢in sirasi ile kondansér mercek ve objektif mercek

kullanildig: ifade edilmistir (Erdin, 1987).
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Calisma materyali lizerine odaklanarak diisiiriilen elektronlarin ¢arpigsma sonucunda
geri sacilarak daha diisiik enerjili Auger elekronlar1 olusturdugu bu elektronlarinda
materyal yiizeyi hakkinda bilgi verdigi belirtilmistir. Ayrica uyarilan elektronlar X-
1sinlart yaydigi ve bu isinlarin numuneyi olusturan elementler hakkinda bilgi

verebilecegi bildirilmistir (Yildirim, 2013).

Ik olarak propolis yiiklii kitosan mikroenkapsiiller santrifiijlenmistir. 1000 rpm’de
10 dk santrifiijleme islemi sonrasi olusan slipernatant uzaklastirilmis pellet alinmistir.
Alman pellet steril su ile yikanmis ve yikama islemi sonucunda 1000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonucunda olusan pellet alinir ve siipernatant
uzaklagtirllmigtir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Yikama isleminin amaci ¢ozelti
hazirlama sirasinda kullanilan alkol ve tuzun uzaklastirilmasidir. 3. yitkama sonunda
elde edilen son pellet saf su ile diliie edilerek bakir kaplamali gridler iizerine

yerlestirilmis ve kurutularak SEM i¢in hazirlanmstir.
2.2.7. Bakteri Gelisimi i¢in Besi Ortamimin Hazirlanmasi

Bakteri gelisimi i¢in 34,0 g/L MHA konsantrasyonda damitik su iginde 1sitilarak
eritilmistir. Besi ortaminin sterilizasyonu igin otoklavda 115 C'da 10 dakika sterilize
edilmistir. Hazirlanan besi ortami steril kabinde, steril petri kutularina dokiilerek oda

sicakliginda katilagsmasi beklenmistir.
2.2.8. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Eldesi

Hazirlanan besiyerlerine kitosan, propolisin ve mikroenkapsiillerin bakteriler
tizerindeki antimikrobiyal etkisinin saptanmasi i¢in E. coli, S. auerus, S. mitis,
K.pneumonia bakteri tiirlerinin yayma yontem ile ekimi yapilmistir. 18-24 saat 37
%C’de inkiibe edilmistir.

2.2.9. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testinin Yapilmasi

Calismalarda MHA besiyeri kullanilmistir. Patojen bakteri tiirleri E. coli, S. auerus,
S. mitis, K. pneumonia {izerine in vitro antimikrobiyal etkisi arastirilmistir.
Hazirlanan besi ortamina bakteriler 0,5 MacFarland (10® mikroorganizma/ml) yayma

yontemi ile petri ylizeyine ekilmistir. Olusumu saglanan mikroenkapsiiller eppendorf
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tiiplerine aktarillarak 1000 rpm de 10 dk santrifiijlenmistir. Karisimdan stipernatant
uzaklastirilmis ve pellet alinmistir. Pellette bulunan mikroenkapsiiller, kitosan ve
propolisin bos disklere yaklasik 20 pl kadar emdirilmesi saglanmistir. Ekim yapilan
petriler tizerine elde edilen kitosan ¢6zeltisi, propolis ¢ozeltisi ve mikroenkapsiillerin

(kitosan-propolis) emdirildigi diskler ayr1 ayr1 yerlestirilmistir.

Negatif kontrol olarak standart steril bos diskler kullanilmistir. Potitif kontrol igin
sadece propolis ve kitosan emdirilmis diskler kullanilmistir. Kirby Bauer disk
difiizyon yontemi ile hazirlanan bakteri asilanan petriler 37+0.1 °C de 18-24+2 saat
inkiibe edilmistir. Siire sonunda besi ortami {izerinde olusan inkiibasyon zonlart mm
olarak Olglimleri yapilmistir. Olusan zonlar kitosan, propolis ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan mikroenkapsiiller i¢in karsilagtirtlmigtir. Bu islem 3

tekrarl olarak ¢alisilmistir.

Tablo 5. Kirby-Bauer disk diflizyon testinin sonuglari

E.coli (mm) K. pneumania (mm) S.aureus (mm) S.mitis (mm)
Propolis | 4 2 3 5 5 6 10 9 9 11 10 |8
Kitosan |9 6 5 10 9 11 5 2 4 3 4 4

10% 11 |10 10 12 14 11 13 15 14 13 14 |18

20% 13 |14 14 14 16 15 14 16 16 20 20 |21

30% 17 |16 17 16 17 16 17 17 18 21 23 |22

2.2.10. istatistiksel Analiz

Kirby-Bauer disk difiizyon testinde elde edilen bu sonuglarda yerlestirilen diskler
arasinda istatistiksel anlamda farklilik olup olmadigimmi belirlemek icin Anova
Varyans Analizi Testi uygulanmistir. Bu farkliligin nedenini incelemek i¢in Tukey

HSD ikili karsilastirma testi kullanilmstir.

Kruskall Wallis Testi ile elde edilen inkiibasyon zonlarin ortalama degerleri ve p
degerleri Olgiilmiistiir. Kruskall Wallis Testi ile E. coli, S. auerus, S. mitis,

K.pneumonia bakterilerinin propolis, kitosan ve kitosan ile mikroenkapsiillenmis
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%10, %20 ve %30’luk propolis c¢ozeltilerine verdikleri tepki karsilagtirilmastir.
Bunun yami sira bir bakteri Orneginin propolis, kitosan ve kitosan ile
mikroenkapsiillenmis %10, %20 ve %30’luk propolis ¢6zeltilerine verdigi duyarlilik

karsilastirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Mikroenkapsiillerin Eldesi

Aljinat dogal polimerleri ile propolis mikroenkapsiillenmesi ilk kez ¢alisildigindan,
kullanilacak aljinat/propolis orani Kitosan ile birlikte farkli konsantrasyonlarda
denendi. Calismada polianyonik aljinat polimerleri, polikatyonik kitosan ile
kaplanarak olusturulan mikroenkapsiillere propolis mikroenkapsiile edildi.
Mikroenkapsiillerin ¢oktiiriilmesi amaciyla CaCl; ¢ozeltisi kullanildi. Bu islem 20 sn
bir damla olacak sekilde 50 dk tamamlanmistir. Bu ¢alismanin baglangictaki amaci
kitosan ve propolisin birlikte kullanimi ile antimikrobiyal etkisini artirmaktir. Etkinin
giiclendirilmesi i¢in olusmasi beklenen mikroenkapiillerin hacimleri kiiciiltiilmistiir.
Elde edilen mikroenkapsiiller ile kaplama materyalinin yiizey alani artirilmustir.
Bunun yani sira kitosan ve kalsiyum aljinat polimerleri icerisine tutuklanan

propolisin kontrollii salinimi saglanarak, etki siiresi artirilmistir.

Sekil 6. Mikroenkapsiillerin elde edilmesi

Sekil 6’da gozlendigi gibi karisir durumdaki aljinat-Kitosan ve propolis
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mikroenkapsiillere CaCl, ¢ozeltisi ilavesi ile jellesme gozlenmeye basglanmistir.

Islemin tamamlanmas: ile mikroenkapsiiller gdzlenmistir.

3.2. SEM Sonuclari

Kitosan ile mikroenkapsiile edilmis propolis mikroenkapsiiller 1s1k mikroskobu ile
incelenmis ve mikroenkapsiillerin olustugu goézlenmistir. Elde edilen karigim
santrifiijlenerek pellet alinmis ve yikanarak yeniden santrifiijlenmistir. Bu islem ii¢
kez tekrarlanarak mikroenkapsiiller iizerinde bulunan tuz ve alkoliin uzaklastirilmasi

saglanmigtir. Ayrica olusan mikroenkapsiillerin homojen dagilmasi amaglanmustir.

3
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SEM HV: 15.0 KV WD: 16.05 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 KV
View field: 4.15 pm View field: 4.15 pm
SEM MAG: 50.0 kx Det: SE Performance in nanospace SEM MAG: 50.0 kx

SEM HV: 15.0 kV WD: 16.01 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 16.01 mm 1 1 MIRA3 TESCAN
View field: 20.8 pm View field: 20.8 pm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE Performance in nanospace SEM MAG: 10.0 kx Det: SE Performance In nanospace

9) h)
Sekil 7. Mikroenkapsiillerin SEM goriintiileri

Calismamiz da kitosan igerisine mikroenkapsiile edilmis propolisin SEM sonuglarina
gore mikroenkapsiilasyonu basarili sekilde gergeklestirilmistir. Fakat kiimelenmenin
ve agliitasyonun fazla oldugu, tek tek elde edilmesi gereken mikroenkapsiillerin
homojen dagilmadigi gozlenmistir (Sekil 7a,b). Kitosan ile mikroenkapsiile edilmis
propolislerde homojen dagilimin gergeklestirilmesi konusunda basar1 elde
edilememistir. Agliitasyon fazlaliginin katilastirici ajan olarak kullanilan CaCl,
tuzunun miktar1 ve/veya mikroenkapsiilleme asamasindaki karigtiricinin hizindan
kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Agliitasyon nedeni ile toplu 6l¢timler yapilabilmistir. Bu da gergek ol¢timlerin elde

edilmesini engellemistir. Fakat Sekil 7e ve Sekil 7f’de mikroenkapsiile edilemeyen
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propolisin, Sekil 7g, Sekil 7h’da mikroenkapsiile edilmis propolisin 6l¢iimii
acisindan bilgi vermektedir. Mikroenkapsiile edilemeyen propolisin ortalama degeri
0,9 um boyutunda, kitosan ile mikroenkapsiile edilmis propoliste ise ortalama 3-4um
boyutunda oldugu gozlenmistir. iki 6l¢iim arasindaki hacimsel fark yaklagik 1 um’lik

propolisin yaklasik 2 pm’lik kitosan ile mikroenkapsiile edildigini gostermektedir.
3.3. Antimikrobiyal Calismalar:

S. aureus, S. mitis (Gram (+)), E. coli ve K. pneumonia (Gram (-)) bakterilerinin
antimikrobiyal ¢alismalarinda, negatif kontrol i¢in bos disk; pozitif kontrol igin
sadece propolis ve kitosan yiiklenen diskler ve deney grubu olarak kitosan-propolis
mikroenkapsiilleri (%10, %20, %30 propolis konsantrasyonlarin da hazirlanan)
kullanilmistir. Yapilan Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglarina gére Gram (+)
bakterilerde Gram (-) bakterilere gére daha fazla antimikrobiyal etkinlik gézlenmistir
(Sekil 8).

c) S. aureus d) E. coli

Sekil 8. Kitosan, propolis ve farkli propolis konsantrasyonlarinda hazirlanan

mikroenkasiiller ile yapilan Kirby-Bauer disk difiizyon testi
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Sadece propolis yiiklenen disklerin Gram (-) E. coli ve K. pneumonia bakterileri
tizerinde etkinliginin diisiik oldugu, sadece kitosan emdirilen disklerde ise Gram (+)
S. aureus, S. mitis bakterilerde etkinligin diisiik oldugu gozlenmistir. Propolis yiiklii
disklerde Gram (-) bakterilerde ortalama zon ¢aplar1t 4 mm iken, Gram (+)
bakterilerde 9 mm civarindadir. Kitosan yiiklii disklerde Gram (-) bakterilerde
ortalama zon c¢apt 8 mm iken, Gram (+) bakterilerde 3 mm’dir. Elde edilen
mikroenkapsiillerin ortalama zon c¢aplar1 10 mm kadardir. Farkli propolis
konsantrasyonlarin da hazirlanan mikroenkapsiillerde ise propolis konsatrasyonu
arttikca antimikrobiyal etkinligin arttig1 gézlenmistir.

Propolis, kitosan ve %10, %20, %30 propolis konsantrasyanlar1 ile elde edilen
mikroenkapsiiller steril disklere yiiklenerek yapilan Kirby- Bauer disk difiizyon testi
sonuglarma gore; E. coli ve K. pneumonia’nin propolise direngli kitosan ile
mikroenkapsiile edilmis %30 propolis mikroenkapsiillerine ise duyarli oldugu
goriilmiistiir (Sekil 9a, 9b). S. aureus ve S. mitis’in ise kitosana direngli kitosan ile
mikroenkapsiile edilmis %30’luk propolis mikroenkapsiillerine direngli oldugu

sonucuna varilmistir (Sekil 9c, 9d).
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3.4. istatistiksel Analiz

Calismamizda 2 Gram (-) E.coli, K.pneumania ve 2 Gram (+) S. aureus ve S. mitis
bakteri ile inkiibasyon yapilarak zon ¢aplar1 Olglilmiistiir. Bakteri tiirii dikkate
alinmadan elde edilen inkiibasyon zonlarinin ortalama degerleri ve standart sapma ve

minimum maksimum degerleri istatistikleri Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6. Ug paralel ¢aligilan bakterilerin kitosan, propolis ve farkli propolis
konsantrasyonlarinda hazirlanan mikroenkapsiiller ile yapilan Kirby-Bauer

disk difiizyon testi ortalamalar1

Mikroenkapsiil N Ortalama Std. Sapma Minimum Maksimum
Propolis 12 6,8333 3,04014 2,00 11,00
Kitosan 12 6,0000 2,98481 2,00 11,00

% 10 12 12,9167 2,31432 10,00 18,00
% 20 12 16,0833 2,74552 13,00 21,00
% 30 12 18,0833 2,46644 16,00 23,00
Toplam 60 11,9833 5,54639 2,00 23,00

Tablo 6’ye gore en yiiksek zon g¢apt % 20 ve % 30 propolis derisimine sahip
mikroenkapsiiller emdirilen disklerde goriiliirken en diisiik zon ¢ap1 sadece kitosan
ve propolis emdirilmis disklerde goriilmiistiir. Propolis, kitosan ve farkli propolis
konsantrasyonlarinda hazirlanan herbir mikroenkapsiilde 4 farkli bakteri igin 3
tekrarli olglim yapilmistir. Kirby-Bauer disk difiizyon testinde elde edilen bu
sonuglarda yerlestirilen diskler arasinda istatistiksel anlamda farklilik olup
olmadigin1 belirlemek i¢in Anova Varyans Analizi Testi uygulanmistir. Test

sonuglar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Mikroenkapsiiller igin ortalama zon ¢aplarin karsilastirma sonuglari

Kareler Serbestlik Kareler F Sig.
Toplami Derecesi Ortalamasi
Gruplar 1406,567 4 351,642 47,354 0,000
Arasi
Gruplar ici 408,417 55 7,426
Toplam 1814,983 59
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Tablo 7°e gore zon caplari ortalamasina gére mikroenkapsiiller arasinda istatistiksel
anlamda farklilik belirlenmistir (p:0,000<0,05). Bu farkliligin nedenini incelemek
icin Tukey HSD ikili karsilagtirma testi kullanilmistir ve sonuglar Tablo 8’da

verilmistir.

Tablo 8. Mikroenkapsiiller igin Tukey HSD ikili karsilastirma sonucu

Mikroenkapsiil Subset for alpha =0 ,05

N 1 2 3
Kitosan 12 6,000
Propolis 12 6,833
%10 12 12,917
%20 12 16,083
%30 12 18,083
Sig. 0,944 1,000 0,385

Tablo 8’e gore, dlgililen zon ¢aplarina gore yerlestirilen diskler 3 gruba ayrilmistir.
En disiik zon ¢aplarmin 6l¢iildiigii 1. grupta kitosan ve propolis bulunurken, daha
yiiksek zon caplarimin ol¢iildiigii 2. grupta % 10’luk propolis derisimine sahip
mikroenkapsiiller yer almistir. En yiiksek zon ¢aplarinin 6l¢iildiigi 3. grupta ise %

20’1ik ve % 30’luk propolis derisime sahip mikroenkapsiiller bulunmaktadir.

Herbir bakteri tiirii icin Kitosan, propolis ve farkli propolis konsantrasyonlarindaki
mikroenkapsiillerin inkiibasyon zon ¢aplari incelenmistir. Kitosan, propolis ve farkli
propolis konsantrasyonlarindaki mikroenkapsiillerin 4 ayr1 bakteri tiirii i¢in 3’er
tekrar almmistir. Go6zlem degerlerinin az olmast nedeniyle mikroenkapsiillerin
karsilagtirilmas1 non-parametrik bir test olan Kruskall-Wallis Testi ile yapilmustir.
Elde edilen verilerin bakterilere gore ortalama degerleri, standart sapmasi ve

minimum- maksimum degerleri ve test sonuglar1 Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Herbir bakteri tiiriine gére mikroenkapsiillerin karsilastirma Sonuglari

Mikroenkapsiil | N | Ortalama Sa?[t)?ﬁa Minimum | Maksimum P

Propolis 3 3,000 1,000 2,000 4,000
Kitosan 3 6,667 2,082 5,000 9,000

E. Coli % 10 3| 10333 0,577 10,000 11,000 0,009
% 20 3| 13667 0,577 13,000 14,000
% 30 3| 16,667 0,577 16,000 17,000
Propolis 3 5,333 0,577 5,000 6,000
Kitosan 3| 10,000 1,000 9,000 11,000

pneulfﬁania % 10 3| 12333 1527 | 11,000 14,000 | 0011
% 20 3| 15,000 1,000 14,000 16,000
% 30 3| 16,333 0,577 16,000 17,000
S. Aureus Propolis 3 9,333 0,577 9,000 10,00
Kitosan 3 3,667 1,527 2,000 5,000

% 10 3| 14,000 1,000 13,000 15,000 0,010
% 20 3| 15333 1,155 14,000 16,000
% 30 3| 17,333 0,577 17,000 18,000
S. Mitis Propolis 3 9,667 1,527 8,000 11,000
Kitosan 3 3,667 0,577 3,000 4,000

% 10 3| 15000 2,646 13,00 18,000 0,009
% 20 3| 20333 0,577 20,000 21,000
% 30 3| 22,000 1,000 21,000 23,000

Tablo 9’a gore; kullanilan Gram (-) ve Gram (+) bakterilerinin tiirlerinin tamami igin
kitosan, propolis ve farkli konsantrasyonlardaki propolis mikroenkapsiilleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmistir (p:0,009<0,05). Bakteri
tirlerinde en yiiksek zon ¢aplari % 20’lik ve % 30’luk porpolis derisimlerine sahip
mikroenkapsiiller de goriiliirken, en diisiik zon caplar1 propolis ve kitosanda

gorilmiistiir.

Kirby-Bauer disk difiizyon testi ortalamalarina bakildiginda propolisin Gram (-)
E.coli ve K.pneumania bakterileri iizerinde ortalama 3-5 mm’lik inkiibasyon zonu
olusturdugu, Gram (+) S. aureus, ve S. mitis bakterilerinde ise bu oranin 9 mm’ye
ciktigi gozlenmistir. Kitosanda ise Gram (-) E. coli ve K.pneumania bakterileri

tizerinde ortalama 8 mm’lik inkiibasyon zonu olustugu, Gram (+) S. aureus ve S.
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mitis bakterilerinde ise bu oranin 3 mm’ye indigi gézlenmistir (Tablo 9).

Kitosan ile mikroenkapsiile edilmis propolis mikroenkapsiillerinde ise bu
ortalamalarin %10’luk propolis mikroenkapsiilinde Gram (+) S. aureus ve S. mitis
bakterilerinde 14,5 mm, Gram (-) E. coli ve K. pneumania bakterilerinde 11,3 mm;
% 20 propolis mikroenkapsiillerinde Gram (+) S. aureus ve S. mitis bakterilerinde
17,8 mm, Gram (-) E. coli ve K. pneumania bakterilerinde 14,3 mm; %30 propolis
mikroenkapsiillerinde ise Gram (+) S. aureus ve S. mitis bakterilerinde 19,7 mm,
Gram (-) E.coli ve K.pneumania bakterilerinde 16,5 mm oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen verilere gore mikroenkapsiillerin Gram (+) bakteriler {izerindeki

etkinliginin daha fazla oldugu goriilmistiir (Tablo 7).

Sekil 10’da verilen grafikte {i¢ paralel c¢alisilan 2 Gram (-) 2 Gram (+) bakterinin

ortalama etkinlikleri gdsterilmistir.

25 -+

20 A
E
E .
3 15 - B E.coli
E H K.pneumonia
o
z 10 - S.aureus
3 = S.mitis
<
£

5 -

O .

Propolis  Kitosan 10% 20% 30%

Sekil 10. Kirby-Bauer disk difiizyon testi ile propolis, kitosan ve mikroenkapsiillerin
etkinligi

Sekil 10’de de goriildiigii gibi propolis Gram (-), kitosan ise Gram (+) bakteriler
tizerinde antimikrobiyal etkinlik bakimindan yetersiz kalmistir. Elde edilen

mikroenkapsiiller ise galisilan bakterilerin tamami {izerinde olumlu sonug vermistir.
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Verilere gore %10 propolis iceren mikroenkapsiiler de ortalama inkiibasyon zonu
12,91 mm iken %20 propolis igeren mikroenkapsiillerde 16,08 mm, %30 propolis
igeren mikroenkapsiillerde 18,16 mm olarak hesaplanmistir (Tablo 9). Elde edilen
mikroenkapsiillerin propolis konsantrasyonlarinda ki artisin antimikrobiyal etkinligi
de artirdig1 goriilmiistiir. Gram (-) ve Gram (+) bakteri tiirlerinin tamamu igin kitosan,
propolis ve farkli konsantrasyonlarda kitoson ile mikroenkapsiile edilmis propolis
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmistir (p:0,009<0,05).
Kitosan igerisine mikroenkapsiile edilmis propolis ile elde edilen mikroenkapsiillerin
gram (+) S. aureus ve S. mitis bakterileri lizerindeki antimikrobiyal etkinliginin daha

fazla oldugu bilgisine ulasilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, kitosan ile mikroenkapsiile edilmis farkli konsantrasyonlardaki
propolis ¢ozeltilerinin (%10, %20 ve %30 propolis konsantrasyonlar1) antimikrobiyal
etkinliginin belirlenmesi hedeflenmistir. Elde edilen mikroenkapsiillerin yiizey

karakterizasyonu SEM ile belirlenmistir.

Calismada elde edilen mikroenkapsiillerin SEM degerlendirmelerine gore
mikroenkapsiillerde boyut biiyiik olmasina ragmen yogunluklarin diisiik oldugu
belirlenmistir. Propolis yiiklii mikroenkapsiillerin yogunluklarinin 1,2-1,3; propolisin
yogunlugunun 0,9 oldugu sonucuna ulasilmigtir. Bu da mikroenkapsiillerin suda

yiizebilecek kapasitede oldugunu gostermektedir.

Calismamizda kullanilan Kirby Bauer disk difiizyon testi sonuglarina gore sadece
kitosanin Gram (-) bakteriler lizerinde ki etkinliginin Gram (+) bakterilerilere oranla

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Bostan ve ark., 2007°de yapmis olduklar1 ¢alismada benzer sonuglar alinmustir.
Kitosanin yiiksek konsantrasyonlarda in vitro olarak yapilan ¢aligmalarinda S. aureus
ve E. coli de anlamli zonlar gozlenmistir (Zheng ve ark., 2003). Kitosanin ¢alisma
prensibi diisiik molekiil agirliginda hiicre zarindan gegerek beslenme mekanizmasini
bozmasi esasina dayandirilmigtir (Darmadji ve ark., 1994). Bu durum ozellikle
yiiksek konsantrasyonlar da kitosan etkinligini artirmaktadir (Jumaa ve ark., 2002).
Ayrica diisiik molekiil agirlhiginda antimikrobiyal etkinin arttigini tespit etmistir (Jeon
ve ark., 2001).

Yapilan literatiir ¢alismasinda kitosanin Gram (+) olan bakterilerde Gram (-)
bakterilere gore antibakteriyel etkisinin diisiik oldugu tespit edilmistir (Omura ve
ark., 2003; Jeon ve ark., 2001). Choi ve ark., 2001’ de yapitig1 caligmada farkli
molekiil agirhigindaki kitosanlarin antimikrobiyal etkinligi degistirdigini ifade

etmistir.

Kitosanin antimikrobiyal etkisi iizerinde pH degisimlerinin de Oonemli oldugu
belirtilmistir. Asitlik artiginin kitosanin inhibitor etkinligini arttig1 saptanmistir (Liu
ve ark., 2001). Bunun yani sira kitosanin deasetilasyon derecesi de S. aureus ve E.

coli de duyarliligin arttigin1 géstermistir. Gram (-) bakterilerde zon ¢aplari artarken
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Gram (+) ise degisken oldugu ifade edilmistir (Gerasimenko ve ark., 2004).
Arastirmalarda farkli antimikrobiyal ajan kullanimlar1 ile kitosanin etkinliginin

artirtldig1 da rapor edilmistir (Pranoto ve ark., 2005).

Calismamizda saf kitosan ile hazirlanan disklerde S. aureus ve S. mitis’de zon
gozlenmis (p>0,05) fakat anlamli bulunmamistir. Bu durumun kitosanin farkl
molekiil agirliklar1 ve pH derecelerine gore antimikrobiyal etkinliginin degismesine
bagh gerceklestigi diisiiniilmektedir. E. coli’de olusan inkiibasyon zonunun ise K.
pneumonia zonuna gore daha diisiik olmakla birlikte yiiksek zon ¢ap1 yani
antimikrobial etkinlik belirlenmistir. Veriler anlamlidir (P<0,05). Elde edilen

sonugclarin literatiir bilgileriyle benzer oldugu gézlenmistir.

Calismamizda sadece propolis yiiklenmis disklerin antimikrobiyal
degelendirmesinde Gram (-) bakterilerin propolis duyarliliginin Gram(+) bakterilere

gore disilik oldugu gozlenmistir.

Propolisin yogun olarak toplandigi ve kimyasal analizlerinin yapildigi ilkelerin
basinda Cin, Ingiltere, Brezilya ve Bulgaristan gelmektedir. Yapilan calismalarda
Brezilyadan toplanan 6rneklerin antibakteriyel ve koruyucu aktivitileri tespit edilmis,
Bulgaristan 6rneklerinin antibakteriyal, antifungal etkileri, Tiirkiye 6rneklerinin ise
antibakteriyal, antifungal, antioksidan, kanser Onleyici, iltihap giderici, hiicre

yenileyici gibi etkileri lizerinde bilgiler elde edilmistir (Kutluca ve ark., 2006).

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda propolisin ortama 180 farkli kimyasal bilesimi
tespit edilmistir (Crane, 1990). Yapilan litaretiir calismalarinda propolisin bakteriler
tizerindeki etkisinin degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir. Cilinkii propolisin toplandig:
bolgenin florast ve toplanma zamanina gore kimyasal icerigi degismektedir (Sforcin
ve ark., 2000; Bankova ve ark., 2000). Bunun yani sira propolisin genellikle Gram
(+) bakteriler tizerindeki etkinliginin, Gram (-) bakteriler tizerindeki etkiliginden
daha fazla oldugu belirtilmistir (Albayrak, 2008). Marcucci ve ark., 1991°de elde
ettigi sonuglara gore propolisin Gram (+) bakteri ve funguslarda antimikrobiyal etki
gosterdigi, Gram (-) bakterilerde ise antimikrobiyal aktivitesinin diisiik oldugu ifade

edilmistir.

38



Tiirkiye’de farkli bolgelerden toplanan propolis drneklerinin de etanol ile hazirlanan
¢ozeltilerinde Gram (+) bakterilerin Gram (-) bakterilere oranla Onemli oranda

antibiyotik etki gosterdigi gozlenmistir (Uzel ve ark., 2005).

Propolisin bakteriler iizerindeki etkileri in vitro c¢alismalara konu olmustur.
Brezilya’dan elde edilen propolis oOrnekleri etonal Oziitii hazirlandiginda
streptokoklar iizerinde yiiksek etki gostermistir. Fakat hekzan oziitiinde olumsuz
sonu¢ alinmustir (Alencar ve ark., 2007). Yine yapilan ¢alismalar S. aureus gibi
Gram (+) bakteriler tizerinde olumlu antibakteriyel etki géstermesine ragmen, E. coli
gibi Gram (-) bakterilerde etkisinin olmadig1 gézlenmistir (Kujumgiev ve ark., 1999).
Benzer sonuglar Tiirkiye’den toplanan propolisler i¢inde tanimlanmistir (Koru ve
ark., 2005). Mus ve Bitlis yoresinde toplanan propolisler ile yapilan antimikrobiyal
calismalarda E. coli ve K. pneumonia flizerinde diisiik aktivite, S. aureus’da ise

yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir (Alan ve ark., 2014).

Propolis ile yapilan bir diger calismada S. aureus, S. aureus, K. pneumonia etonolik

propolis ¢ozeltilerinde antimikrobiyal etkisi tespit edilmistir (Tosi ve ark., 2007).

Calismada S. aureus, S. mitis bakterilerinin sadece propolis ile yiiklenmis disklerin
etrafinda olusan inkiibasyon zonunun literatiirdeki bu c¢aligmalarla paralellik
gosterdigi gozlenmistir. Propolis yiikli disk difiizyon testi sonucunda ise E. coli ve
K. pneumonia ekimi yapilan petrilerde anlamli zonlar gozlenmemistir. Bu durum
literatiirdeki bazi calismalarla farklilik gosterirken bazi calismalarla paraleldir. Bu
sonucun temel nedeninin propolisin standart bir kimyasal kompozisyona sahip
olmamasi oldugu diisiiniilmektedir. Propolisin toplandigi bodlgenin florasi ve
toplanma doneminin farkli olmasi propolisin kimyasal kompozisyonunda

farkliliklara neden olmaktadir.

Bunun yani sira S. aureus, S. mitis, E. coli ve K. pneumonia bakterilerine %10, %20
ve %30 propolis ile hazirlanan mikroenkapsiillerin antimikrobiyal ¢alismalari
yapilmistir. Kitosan ile olusturulan mikroenkapsiiller de propolis konsantrasyonlari
arttikca Gram (-) ve Gram (+) bakterilerde antimikrobiyal zon caplarinin da arttig1

gozlenmistir.

Literatiir c¢aligmalarinda kitosanla mikroenkapsiile propolislerin antimikrobiyal

etkinligi konusunda ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle farkli calismalarla
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karsilastirilmast miimkiin olmamuis veriler direk sunulmustur. Calismamizda propolis
kullaniminin amaci kitosanin duyarliligmin disiik oldugu Gram (+) bakteriler
tizerinde daha gii¢lii bir etki olusturmasidir. K. Pneumonia, E. Coli, S. aureus ve S.
mitis’de kitosan ve propolis ile olusturulan mikroenkapsiillerin emdirildigi disklerin

etrafinda olugan zonlar anlamli bulunmustur (p<0,05).

Calisma sonucunda S. aureus, S. mitis bakterilerinde saf kitosanin etkinliginin saf
propolise oranla diisik oldugu, farkli konsantrasyonlar da hazirlanan
mikroenkapsiillerin etkinliginin ise propolis konsantrasyonu arttik¢a ve inkiibasyon
siiresi uzadikga arttigi gdzlenmistir. Inkiibasyon siiresine bagl degisimin

mikroenkapsiillerde propolisin kontrollii salinimu ile ilgili oldugu diisiinilmektedir.

E. coli ve K. pneumonia’da ise saf kitosan ve saf propolis yiiklii disklerin etrafinda
zonlar elde edilmis. Fakat ol¢iimleri sonucunda mikroenkapsiil yiiklenmis disklerin
zon ¢aplarmin daha biiyiik oldugu gézlenmistir. Literatiirde propolisin E. coli ve K.
pneumonia gibi Gram (-) bakterilerde genellikle diisiik etkiye sahip oldugu sonucuna
ulagilmistir. Calismamizdaki bu sapmanin propolisin bdlge iklim ve florasina gore
standardinin olmayis1 oldugu diisiiniilmektedir. Kitosan ve propolis ile hazirlanan
mikroenkapsiillerde ise zon capindaki artisin birlikte kullanimi ile antibakteriyel

etkinin gii¢clendirilmis olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Calismada elde edilen verilere gore propolisin kitosan ile mikroenkapsiile edilmesi
sonucunda tek olarak kitosan ve propolisin antimikrobiyal etkinliklerinin diistik
kitosan ile mikroenkapsiile edilmis propolisin etkinliginin hem Gram (-) hem de
Gram (+) fazla oldugu gozlenmistir. Mikroenkapsiillerde propolisin derisimindeki
artisin antimikrobiyal etkiligi artirdigi gozlenmistir. Bu artisin ayni zamanda

propolisin biyolojik etkinliginde de artisa neden oldugu sonucuna varilmistir.

Sonug olarak calismada elde edilen propolis yiikli kitosan Mikroenkapsiillerin
antimikrobiyal etkinliklerinin arttig1, ¢cekirdek materyali olarak kullanilan propolis
konsantrasyonlar1 artisinin antimikrobiyal etkiyi gili¢lendirdigi, inkiibasyon siiresi
arttiginda kontrollii salimimin gergeklestigi tespit edilmistir. Buna gore zaten
yenilebilir ve biyo bozunur organik bir karbonhidrat olan propolisin kitosanla
mikroenkapsiile edilmesinde kullanimi, propolisin kontrollii salinimini saglayarak

sindirim sisteminde biyolojik bozunumunu geciktirecegi ve etkinliginin korunmasina
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yardimci olacagi diigiiniilmektedir. Bu durumun en fazla ¢ocuklar, hasta bireyler ve
yaslilarda gida takviyesi veya tablet seklinde kullanmi ile bagisiklik sisteminin

desteklenmesinde dnemli olacagi da diisiinmiilmektedir.
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