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YUKSEK LiSANS TEZi
YENI NESIL TEKNIKLER KULLANILARAK HAZIRLANAN PROPOLIS
EKSTRAKTLARININ FITOKIMYASAL OZELLIKLERININ VE ANTiOKSiDAN
KAPASITELERININ KARSILASTIRILMASI

Sabiha KAYABASI
Temmuz 2019, 67 sayfa

Propolis, farkl bitkisel kaynaklardan bal arilar1 tarafindan toplanan re¢cinemsi bir madde olup,
yapt maddesi olarak kovanda arilar tarafindan kullanilmaktadir. Antibakteriyel, antifungal,
antikanserojen, antiinflamatuar, antipretik vb. bircok amag¢ dogrultusunda yiizyillardir insanlar
tarafindan kullanilan bu ar1 iiriinii, biyoaktif bilesenlerden yararlanma oraninin kisitli olmasi ve
bazi alerjik 6zelliklerin ortaya ¢ikma olasiligindan dolay1r ham olarak kullanilamaz ve bu
nedenle de ¢oziiciilerle ekstraksiyon islemine tabi tutulduktan sonra tiiketime sunulur. Fakat bu
islem sirasinda propolisin aktif bilesenlerinin korunmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu
nedenle propolis ekstraksiyonunda kullanilan yontem olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismada geleneksel bir ekstraksiyon yontemi olan maserasyona ek olarak son yillarda yeni
nesil ekstraksiyon teknikleri arasinda sayilan ultrasonik ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak propolis ekstraktlar1 hazirlanmistir. Propolis Orneginin ekstrakte
edilmesi agamasinda maserasyon yonteminde ekstraksiyon stiresi (1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30
giin); mikrodalga destekli ekstaksiyonda mikrodalga giicii (S0W, 100W, 200W, 400W, 500W)
ve ekstraksiyon siiresi (2, 4, 6, 8, 10 dk); ultrasonik destekli ekstraksiyonda ise ultrasonik genlik
(%20, %40, %60, %80) ve ekstraksiyon siiresi (5, 10, 20, 30, 60 dk) degisken parametreleri
secilmistir. Bu parametreler kullanilarak elde edilen ekstraktlarin, Folin-Ciocalteu yontemi ile
toplam fenolik madde igerikleri ve aliiminyum kloriir yontemi ile toplam flavonoid madde
iceriklerine ek olarak CUPRAC, CERAC ve DPPH yontemleri ile antioksidan kapasiteleri
arastirilmustir. Ug farkli ekstraksiyon yontemi karsilastirildiginda, en yiiksek toplam flavonoid
ve fenolik madde miktarina sahip ekstrakt 6rnekleri sirasiyla ultrasonik destekli ve maserasyon
yontemi ile elde edilmistir. Bununla birlikte mikrodalga ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde
edilen ekstraktlarda maserasyon ve ultrasonik destekli yonteme gore daha yliksek CERAC ve
DPPH degerine sahip olan ekstraktlar bulundugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, ekstraksiyon, maserasyon, ultrasonik, mikrodalga



ABSTRACT
MASTER THESIS
PROPOLIS EXTRACTED BY USING NEW GENERATION TECHNIQUES
COMPARISON OF PHYSCHEMICAL PROPERTIES AND ANTIOXIDANT
CAPACITY

Sabiha KAYABASI
July 2019, 67 pages

Propolis is a resinous substance collected by honey bees from different plant sources and used
by bees in the hive as a building material. It has been used by people for centuries for its
beneficial properties such as antibacterial, antifungal, anticarcinogenic, antiinflammatory and
antipretic. This bee product cannot be used raw because of the limited rate of utilization of
bioactive components and the possibility of some allergic properties, and is therefore offered
for consumption after extraction with solvents. However, preservation of the active components
of propolis (phenols and flavonoids) during this process is very important. Therefore, the
method used in the extraction of propolis is very important.

In this study, in addition to maceration, which is a traditional extraction method, different
extracts of propolis were obtained by using ultrasonic and microwave assisted extraction
techniques which are considered among the new generation extraction techniques in recent
years. Extraction time (1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 days) for maceration extraction; microwave
power (50W, 100W, 200W, 400W, 500W) and extraction time (2, 4, 6, 8,10 min) for microwave
assisted extraction; amplitude (20%, 40%, 60%, 80%) and extraction time (5, 10, 20, 30, 60
min) for ultrasound assisted extraction were selected as the independent variables. Total
phenolic contents of these extracts by Folin-Ciocalteu method and total flavonoid contents by
aluminum chloride method in addition to antioxidant capacities by CUPRAC, CERAC and
DPPH methods were investigated. When three different extraction methods were compared,
extract samples having the highest total flavonoid and phenolic contents were obtained by
ultrasonic and maceration assisted extraction, respectively. However, it was observed that
extracts with microwave extraction method had higher CERAC and DPPH values than
maceration and ultrasonic assisted method.

Keyword: Propolis, extraction, maceration, ultrasonic, microwave
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BIRINCIi BOLUM
Giris

Aricilik ylizyillardir insanoglu tarafindan gerceklestirilen 6nemli tarimsal faaliyetlerden
birisidir. Tirkiye sahip oldugu bitkisel cesitlilik nedeniyle ariciligin yaygin olarak
gerceklestirildigi lilkeler arasinda yer almaktadir. Ariciligin tiim Diinya’da ilgi gérmesinin
temel nedenlerinden birisi iiretilen iirlinlerin ¢esitliligi ve bu liriinlerin sahip oldugu fonksiyonel
ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Fonksiyonel gidalar sentetiklerin aksine dogal olarak olusan
bilesiklerden meydana gelen, besleyici etkisi olan, yasam kalitesini gelistirici 6zelliklere sahip
olan ve hastalik olugma riskini azaltarak insan sagligina faydali olan gidalar olarak
tanimlanmaktadir (Roberfroid, 2000). Yasam kalitesini artirmak ve hastaliklar1 6nlemek
amaciyla besin takviyesi olarak kullanilan fonksiyonel gidalarin 6nemi son yillarda gittikce
artmistir. Bu agidan degerlendirildiginde, ar1 iirlinleri besleyici degerini artirmak i¢in diger gida
iiriinlerine eklenerek veya dogal besin icerigi/biyoaktif bilesenleri sayesinde tek basina
kullanilan fonksiyonel gidalar olarak kabul edilir (Yiicel, Topal, & Kosoglu, 2017). Bu
tiriinlerden birisi olan propolis, bal arilari tarafindan bitkilerden toplanan ve kimyasal igerik
bakimindan oldukca karmasik yapiya sahip olan bir ar iirliniidir. Cesitli bitki salgilari
kullanilarak arilar tarafindan iiretilen regine benzeri yapiskan bir madde olan propolis arilar
tarafindan kovan savunmasinin yani sira kovandaki delik ve catlaklarin kapatilmasi igin
kullanilmaktadir (Sharaf, & El-Naggar, 2018). Ek olarak, arilar kovan igerisine girip 6len ve
disartya ¢ikarilamayan canlilarin mumyalanip etkisiz hale getirilerek kovanda bir enfeksiyon
kaynagi olusmasinin engellenmesinde de propolisten faydalanmaktadir. Propolisin bitkisel
kaynag1 genellikle bolgelere gore farklilik gostermekle birlikte karaagag, hus agaci, ¢am, dis
budak, mese, kestane, kavak ve okaliptiis gibi agaglardir (Markham, 1996; Kartal, 2002;
Albayrak, & Albayrak, 2008). Tirkiye’de ise Populus nigra, P. tremuloides, P.alba,
P.euphratica, Eucalyptus spp., Salix spp. ve Castanea sativa propolis kaynagi bitkilerdir (Silici,
2010). Propolisin botanik kaynaklarinin tespit edilmesi standardizasyon olusturmasi acisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir (Crane, 1990; Dogan, & Hayoglu, 2012). Benzer sekilde propolisin
kimyasal icerigi de bolgenin bitkisel kaynaklarina, cografik 6zelliklerine, iklim sartlarina,
mevsime ve ayrica propolisin diger bilesenlerine (bal mumu, polen ve organik bilesikler) bagl
olarak degiskenlik gostermektedir (Sharaf, & El-Naggar, 2018; Lagouri, Prasianaki, & Krysta,
2014; Ecem Bayram, Sorkun, Cevahir Oz, Salih, & Topgu, 2018; Ecem Bayram, & Gergek,
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2019). Kimyasal icerigini ¢ogunlukla flavonoidlerin olusturdugu fenolik bilesiklerle birlikte,
aldehitler, ketonlar, hidrokarbonlar, alifatik asit ve esterleri, yag asitleri, alkoller ve bazi
inorganik bilesikler olusturmaktadir ki bu bilesiklerin bir¢cogu fonksiyonel gidalarinda
yapisinda bulunmaktadir (de Aguiar, Zeoula, do Prado, Arcuri, & Forano, 2014). Yapisindaki
bu biyoaktif bilesenler sayesinde propolis antibakteriyel, antifungal, antioksidan,
antikanserojen, antidiyabetik, antipretik, antitiimor ve antiinflamatuar gibi bir¢ok fonksiyonel
ozellige sahiptir (Ecem Bayram vd., 2018). Sagliga fayda saglayabilecek bu ozellikleri
nedeniyle, propolis islevsel bir bilesen olarak kabul edilir ve sagligi gelistirmek ve hastaliklari
onlemek i¢in gida, igecek, kozmetik ve tip gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Paviani, Sacoda,
Saito, & Cabral, 2010). Fakat yiizyillardir insanlar tarafindan kullanilan bu ar1 iiriinii, biyoaktif
bilesenlerden yararlanma oraninin kisith olmasi ve bazi alerjik 6zelliklerin ortaya ¢ikma
olasiligindan dolay1 ham olarak kullanilamaz ve bu nedenle ¢oziiciilerle ekstraksiyon islemine
tabi tutulduktan sonra tiiketime sunulur. Fakat bu islem sirasinda aktif bilesenler (fenoller ve
flavonoidler) korunurken inert bilesenlerin (balmumu, kiil, biyoaktif bilesikler ve polenler)
kaldirilmasi gerekmektedir (de Lima vd., 2016). Bu nedenle uygulanacak ekstraksiyon yontemi
ve c¢oziciisii olduk¢a Onem arz etmektedir. Propolis bilesenlerinin spesifik kisimlarinin
ekstraksiyonunda en yaygin olarak kullanilan ¢oziicii bal mumu ve organik atiklari iyi derecede
uzaklastirdigi i¢in etanol olmakla birlikte etil eter, su, metanol ve kloroform gibi ¢oziiciilerden
de faydalanilmaktadir (Devequi-Nunes vd., 2018). En yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon
metodu ise geleneksel yontem olarak bilinen maserasyon yontemidir. Fakat giiniimiiz
teknolojisindeki gelisme imkanina paralel olarak o6rnek hazirlama siireglerinde ozellikle
ekstraksiyon agsamasinda kullanilan solventin miktarini minimuma indirmek ve verimi artirmak
icin yeni yonelimler ortaya ¢cikmistir. Geleneksel (maserasyon) olarak kullanilan ekstraksiyon
tekniginin yerini mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrasonik destekli ekstraksiyon, siiperkritik
stvi  ekstraksiyon ve sonikasyon-destekli sivi ekstraksiyonu gibi teknikler almistir
(Biiyiiktuncel, 2012). Gida, ila¢ ve kozmetik gibi bircok alanda kullanilan propolis
ekstraktlarinin kimyasal kompozisyonu ve buna bagli olarak kalitesi uygulanan ekstraksiyon
prosediiriine gore farklilik gostermektedir (Biscaia, & Ferreira, 2009). Bununla birlikte bircok
biyoaktif ozellige sahip olan bilesikleri barindiran propolisli iiriinlerin kompozisyonuna ve

ekstraksiyon prosediiriine iligkin bir standart bulunmamaktadir (Cunha vd., 2004).

Giliniimiizde artan insan niifusuna, gelisen teknolojinin saglik iizerine getirmis oldugu
olumsuz etkiler ve hazir gida tiiketiminin artmasi gibi nedenlerden dolay1 insanlarin beslenme
aliskanliklarinda degisiklikler meydana gelmis ve insanlar dogal iiriinlere yonelmistir. Bu

acidan degerlendirildiginde propolisin biyoaktif bilesenlerinin birgogunun gida ve/veya gida



katki maddelerinde mevcut olmasi ger¢egi onu yeni gida uygulamalarinda dogal bir koruyucu
olarak ¢ekici bir aday haline getirmistir (Paviani vd., 2010). Bu nedenle son yillarda umut verici
bir iirlin olan propolisin biyoaktif iceriginin daha yiiksek oranda ¢ikarilabilmesi ve
standardizasyon ¢aligmalarina katki saglamak amaci ile yeni ekstraksiyon metotlar1 arayigina
girilmis ve farkli arastirma gruplari tarafindan yiiriitillen ¢alismalarda propolis ekstrakti
hazirlarken farkli teknikleri uygulanmistir (Alencar vd., 2007; Popova, Reyes, Conte, &
Bankova, 2014; Silici, & Kutluca, 2005; Bayram, Ecem Bayram, Gergek, & Sorkun, 2016).

Ulkemizde 2010 yilinda “Tiirkiye Apiterapi Dernegi” kurulmus ve sonrasinda ise 27
Ekim 2014’de Saglik Bakanligi tarafindan yayinlanan “Geleneksel ve Tamamlayict Tip
Uygulamalar1 Yonetmeligi’nde apiterapi terimi ve bu konudaki ilgili mevzuat ilk kez
tammlamistir. Bu yonetmeligi takiben Istanbul Medipol Universitesi Hastanesi’nde Saglik
Bakanlig1 onayli ilk Apiterapi Merkezi kurulmustur. Tiim bu gelismeler insan tedavisinde
kullanilmaya baglanan ar1 iriinlerinin standardizasyonunun yapilmasini iilkemizde elzem hale
getirmistir. Bu amagla, Tarim ve Orman Bakanlig1i tarafindan biitlin ar1 {rlinlerinin
standardizasyon c¢alismalar1 da baslatilmistir. Propolis de bu iirlinler icerisinde karmasik
kimyasal yapist nedeniyle ger¢ekliginin tespit edilmesi ve standardizasyonunun yapilmasi en
zor irlindiir ki bu konuda iilkemizde yapilan arastirmalar heniiz yeterli derecelere ulasmamustir.
Ham madde tiiriinlin etkili oldugu ve standardizasyon caligmalarinin 6nemi diisiintildiiglinde
Tirkiye propolisleri i¢in bu tez c¢alismasinda elde edilen sonuglarin 6nemli olacagi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ozellikle Tiirkiye propolislerindeki fenolik bilesiklerin
maksimum verimle ekstrakte edilmesini saglayacak olan yeni ekstraksiyon ydntemlerin
gelistirilmesi ve optimize edilmesi bu konuda bir standart olusturmasi i¢in olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Bu nedenle biz bu ¢alismada farkli ekstraksiyon yontemleri ve ¢oziicii olarak etanol
kullanarak elde edilen propolis ekstraktlarinin toplam fenolik igerik, toplam flavonoid icerik ve
tic farkli yontem ile antioksidan aktivitelerini degerlendirerek yapilan caligmalara katki

saglamay1 amagladik.
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Propolis

Propolis bal arilarinin farkli bitki organlarindan topladiklar1 reginelerden iirettikleri ve
bal mumu ile karistirdiklart bitki kaynakli bir ar1 {iriiniidiir (Bankova vd., 2019). Propolis
kovandaki delik ve catlaklarin kapatilmasinda, peteklerin birbirlerine yapistirilarak tamir
edilmesinde, kovan girigini daraltmak ve savunma gibi amaglar dogrultusunda arilar tarafindan
kullanilmaktadir. Ayrica, kovan igerisine girip dlen ve arilar tarafindan disariya cikarilmasi
gerceklestirilemeyen canlilarin iizerlerinin mumyalayarak kovanda bir enfeksiyon kaynagi
olugsmasinin engellenmesinde de propolisten faydalanilmaktadir. Ek olarak, gliglii dezenfektan
etkisinden dolay1 kovan ve petek gozlerinin dezenfeksiyonunda da kullanilmaktadir (Basim, E.,

Basim, H., & Ozcan, 2006; Albayrak, & Albayrak, 2008).

[liman boélgelerde Populus alba, Populus nigra ve Populus tremula’nin tomurcuk
recineleri propolis i¢in ilk olarak arilar tarafindan tercih edilmekle birlikte Acacia sp., Betula
pendula L., Alnus glutinosa, Aesculus hippocastanum L., Salix alba L. ve Pinus sp. bitki tlirleri
de sekonder olarak tercih edilmektedir (Ristivojevic, Trifkovic, Andric, & Milojkovic-
Opsenica, 2015). Ancak propolis kaynagi olarak kullanilan bitki tipleri bolgesel olarak farklilik
gosterebilmektedir. Arilarin propolis olusturmak icin ziyaret ettigi bitki tiirleri polen analizi
yapilarak kolaylikla tespit edilebilmekte ve bu sayede propolisin i¢erigine katki saglayan bitki
tiirti/tlirleri  saptanabilmektedir (Ecem Bayram wvd., 2018). Propolisin toplandigi bitki
kaynaklariin bilinmesi, bolgelere gore kimyasal igerigi oldukea farklilik gésteren propolisin
standardizasyonun olusturulmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Salatino, A., & Salatino,

M. L. F., 2018).

Propolis antibakteriyel, lokal anestezik, antiviral, antiinflamatuar, antifungal,
antiprotozoal ve bagisiklif1 uyaric1 gibi bir¢ok farkli farmakolojik ve biyolojik 6zelliklere
sahiptir (Azza, & Abd-El-Rhman, 2009). Bu 6zellikleri nedeniyle insanlarin ilgisini tip alaninda
eski caglardan beri ¢ekmis ve Misir, Kuzey Afrika ve Avrupa’ da, Roma ve Yunanistan’da
cesitli hastaliklarin etkisinin azaltilabilmesi ve tedavisi i¢in kullanilmistir (Castolda, &
Capasso, 2002; Albayrak, & Albayrak, 2008). Propolis dogal bir antibiyotik olarak ilk kez
Yunanlilar tarafindan kullanilmistir (Kutluca, Geng, & Korkmaz, 2006; Albayrak & Albayrak,
2008). Giinitimiizde de dogal tirlinlere olan ilginin artmasina bagli olarak de propolis birgok

farkli iilke de farkli amaglar dogrultusunda kullanilmaktadir.
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Arilar Tarafindan Propolis Uretimi ve Kovandan Hasat Edilmesi

Propolis genellikle agaglarin {ist kistmlarindan toplandigi i¢in arilarin propolis toplama
davraniglarint gozlemlemek zordur. Arilar cesitli bitkilerin koruyucu reginelerini, o6n
bacaklarinin da yardimiyla alt ¢ceneleriyle kaziyarak toplayip agizda nemlendirip yumusatarak
burada salgiladiklar aktif enzimlerle pelet halini getirirler daha sonra bu peleti 6n bacaklarinin
yardimiyla arka bacaktaki polen sepetine propolis olarak iletirler (Ghisalberti, 1979; Krell,
1996; Dogan, & Hayoglu, 2012). Arinin tasiyabilecegi propolis ylikiinii depolamasi 15-16
dakika siirmektedir. Polen sepetini yeteri kadar propolis ile dolduran tarlaci ar1 bunu kovana
tasir. Geng is¢i arilarda propolisi tasiyict armin polen sepetinden parca parga alir ve
kullanacaklar1 yerlere bastirarak yapistirir (Gene, & Dodologlu, 2011; Pehlivan, Sahinler, &
Gil, 2012).

Arilar tasidiklar propolisi, kovanda bulunan gerekli yerleri kapatmak amaciyla biraz
bal mumu ekleyerek harmanlarlar. Propolisin yiikiiniin bosaltilmasi propolis getiren is¢i arinin
sayisina gore degisiklik gosterir. Bu bosaltma islemi bir ile birka¢ saat arasinda degisiklik

gostermektedir (Kumova, Korkmaz, Avci, & Ceyran, 2002).

Arilar en ¢ok yazin son giinleri ve sonbahar aylarinda kovana propolis getirir (Genc, &
Dodologlu, 2011; Pehlivan vd., 2012). Arilar propolis toplama isleminde sicaklik derecesine
dikkat eder ve genellikle toplama islemi sicak giinlerde veya giiniin sicak saatlerinde
gerceklestirilir (Hepburn, & Kurstjens, 1984; Pehlivan vd., 2012). Genel olarak 6glene dogru
toplama isine baslayip saatin ilerlemesi ve sicakligin artmastyla propolis toplama ¢aligmalarini
hizlandirirlar (Kaal, 1992; Pehlivan vd., 2012). Nektar akiminin yogun oldugu zamanlarda
arilarin propolis toplama egilimleri azalma gostermektedir. Bununla birlikte propolis toplamak
icin en uygun mevsim bolgeden bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Bati ve Dogu
Avrupa’da sonbahar ve yaz ortasinda, Italya’da yaz ve bahar aylarinda, Amerika Birlesik
Devletlerinde yaz ve yaz sonunda gerceklestirilmektedir. Ulkemizde ise Orta ve Dogu
Anadolu’da agustos ve eyliil aylarinda, Ege bolgesinde mart ayinda arilar tarafindan propolisin

toplanmakta oldugu tespit edilmistir (Kumova vd., 2002).

Arilar tarafindan kovana getirilen propolis, kovan duvarlarin bir spatiil yardimiyla
kazinmasi veya kovanlarin {istiine yerlestirilen plastik/ahsap/paslanmaz ¢elik gibi tuzaklar
yardimiyla toplanmaktadir (Waykar, & Alqadhi, 2016). Propolisin ortalama iiretimi, yillik

olarak koloni basma 10-300 g kadar degisim gostermektedir. Fakat bu iiretim ar1 irkina,



bolgenin iklime, bitkisel ¢esitliligine ve propolis toplama sekline (tuzaklama, kazima vs.) gore

degiskenlik gostermektedir (Pehlivan vd., 2012).

Arilar tarafindan iiretilen ve kovandan toplanan propolis derin dondurucuya kaldirilarak
dondurulur. Propolis sert ve kuru durumdayken ufalanarak ezilir, ezilen propolis cam kavanoza
almarak tizerine 1lik su eklenir ve karistirilir. Propolisin i¢inde bulunan yabanci maddeler
kavanozun igine ¢okerek propolis temizlenmis olur. Bu temizlenmis sekli ile kuru ortamda

plastik bir torba igerisinde bir yil1 agkin bir siire muhafaza edilebilir (Kumova vd., 2002).

Propolisin safliginin ve dogalliginin saglanmasi i¢in muhafaza edilmesi agamalari
olduk¢a oOnemlidir. Hasat edilmesinden ekstrakte edilmesi asamasina kadar maksimum
biyolojik yararlilig: saglayacak bigimde islem gormesine dikkat edilmedilir. Uriine doniisen
propolisin muhafaza sartlarina uyulmakla birlikte 1siktan ve yiiksek sicakliktan korunmalidir.
Propolisin bir yan etkisi bilinmemekle birlikte, cok nadirde olsa alerjik bir reaksiyona neden
olabilir. Bu durumlarda tiiketilmemeli ve tiikketilmeden 6nce de mutlaka hekime danigilmalidir.
Propolis agiz, aniis, burun ve deri yoluyla kullanilabilmektedir (Ghisalberti, 1979; Hartwich,
Legutko, & Wszolek, 2000; Yiicel, Topal, Ak¢icek, & Kosoglu, 2014).

Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis, 30 °C’nin iizeri sicakliklarda, esnek, yumusak ve oldukga fazla yapiskan bir
materyaldir ve erime derecesi 80-105 °C arasinda degismektedir (Jong-Sung, & Kun-Suk,
1997). 15 °C’den daha diisiik sicakliklarda donmaya yakin, kirilgan ve sert bir hal almaktadir
(Bankova, Popova, Bogdanov, & Sabatini, 2002). Hos ve aromatik bir kokusu olup aci/yakan
bir tada sahiptir saridan kahverengiye, kahverengiden yesile, kahverengiden koyu kirmiziya
degisen bir renge sahiptir. Propolisin kokusu ve rengi biiylik 6l¢tide kovanin etrafinda bulunan
bitkilerin botaniksel kaynagina, bulundugu cografi konuma ve iklim kosullarina gore degisiklik

gostermektedir (Stock, Finger, & Schmidt, 2014; Cergiler, 2016).

Propolisin Kimyasal Icerigi ve Ozellikleri

Propolis, saglik icin viicut yoluyla alinmasi gereken 22 besini kimyasal yapsinda
barmmdirmas1 bakimidan bulundugumuz yiizyilda kesfedilen dogal ilag 6zelligi ile dnem
kazanan bir iriindiir (Kumazawa, 1994; Dogan, & Hayoglu, 2012). Propolisin kimyasal
bilesimi olduk¢a kompleks ve degisken olup toplandigi bitki kaynagi, ar tiirii, ar1 ki ve
mevsime gore degisiklik gostermektedir (Moreno, Isla, Sampietro, & Vattuone, 2000; Oztiirk,
2006; Yiicel vd., 2014). Propolisin kimyasal bilesimi son derece karmasik olup 300’den fazla
bilesik icermektedir (Waykar, & Algadhi, 2016; Bankova, Castro, & Marcucci, 2000). Ana

bilesenleri recine (%50 -%70), yag ve balmumu (% 30 -% 50), polen (% 5 -% 10) ve
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aminoasitler, mineraller, sekerler, B, C ve E vitaminleri, flavonoidler, fenol ve aromatik
bilesiklerdir (Ahangari, Naseri, & Vatandoost, 2018). Propolisin iceriginde yaklasik olarak
%60.2 oraninda lipidler yer almaktadir. Bu %60.2 ‘nin %49.09’nu yag asitleri %50.91’ini
hidrokarbonlar, uzun zincirli alkoller ve steroller olusturmaktadir. Palmitik asit ve steraik asit
doymus yag asitlerine orneklerdir. Doymamig yag asitlerinden eikosapentaenoik, nervolik,
lineoleik, oleik ve linolenik asitler propolis de bulunmaktadir (Digrak, Yilmaz, Celik, & Yildiz,
1995; Greenaway, Scaysbrook, & Whatley, 1987; Hepsen, Tilgen, & Er, 1996). Propolisin
yapisinda ayni zamanda glukoz, fruktoz ve silikroz gibi sekerler de bulunmaktadir (Bankova
vd., 1992; Hepsen vd,. 1996; Garcia- Vugiera, Ferreres, & Tomas-Barberan, 1993). Ayrica Krell
(1996) yaptig1 ¢alismasinda propolisin kimyasal yapisinda Ca, Mg, I, Na, Mn K, Zn, Cu ve Fe
vb. elementlere ilave olarak B1, B2, B6, C ve E vitaminleri ile birgok yag asitini barindirdig:
tanimlamigtir. Ayni1 zamanda propolisin glukoz-6-fosfataz, siiksinik dehidrogenaz, adenozin
trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler icerdigini de tespit etmistir (Krell, 1996; Pehlivan vd.,
2012). Scheller (1990) yaptig1 bir calisma sonucunda propolisin major bilesenlerinin fenolik
bilesikler oldugu ve bunlarin i¢inde en fazla tespit edilen grubun flavonoidler oldugunu
gostermistir (Pehlivan vd., 2012). Bu bilesikler propolisin antioksidant, antikarsinojenik,
antimutajenik ve antiinflamatuar gibi biyolojik aktivitelerinden sorumludur (Huang, Zhang,

Wang, & Hu, 2014).

Ekstraksiyon Yontemleri

Propolisin kimyasal bilesimi biyolojik aktivitesinde ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Bu
nedenle ekstraksiyon yontemleri bagta flavonoidler ve fenolik bilesikler olmak iizere diger
biyoaktif bilesiklerde hasara sebep olmayacak sekilde gelistirilmistir.  Cesitli
konsantrasyonlarda en sik kullanilan ¢6ziicii, sulu bir alkol ¢ozeltisidir (etanol veya metanol)
(Park, & Ikegaki, 1998; Margeretha, Suniarti, Herda, & Alim, 2012) (Cunha vd., 2004;
Margeratha vd., 2012). Yapilan arastirmalarda %70 etanol kullanilmasi durumunda %20-30
oraninda balmumu kalintisinda rastlandigi i¢in (Margeretha vd., 2012) propolisin mumlar harig
aktif bilesenlerinin ¢ogunun %70 etanol de ¢oziindiigi bildirilmistir (Bankova, Christov, Stoev,
& Popov, 1992; Margeretha vd., 2012). Coziicii olarak etanoliin kullanildig1 durumda balmumu
miktarina bagl olarak propolisin %50-70’lik bir boliimii ve suyun kullanildig1 durumlarda ise

propolisin %10’luk bir kism1 ¢oziinmektedir (Margeretha vd., 2012).

Propolis ekstraksiyonunda en yaygin olarak kullanilan yontem geleneksel ekstraksiyon
yontem olarak bilinen maserasyon yontemidir. Bu yontem diger yontemlere kiyasla daha fazla

vakit almaktadir. Son zamanlarda, organik bilesiklerin kati matrislerden hizli ve verimli bir



sekilde ¢ikarilmasi i¢in mikrodalga ve ultrasonik destekli ekstraksiyon gibi modern

ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir (Trusheva, Trunkova, & Bankova, 2007).

Ekstraksiyon, ham maddeden hedeflenen dogal iirlinleri ayirmanin ilk basamagidir.
Ekstraksiyon yontemleri arasinda ekstraksiyon prensibine gore solvent ekstraksiyonu, damitma
metodu, presleme ve siliblimasyon bulunmaktadir fakat bu yontemler arasinda solvent
ekstraksiyonu en yaygin kullanilan yontemdir. Dogal iiriinlerin ekstraksiyonu; sirasiyla
¢Oziiclinlin kati matrise girmesi, ¢dziinen maddelerin ¢oziicli i¢inde ¢oziinmesi, ¢dziinen
maddenin kati1 matiristen ayrilmasi ve ekstrakte olmus olan ¢dziinen maddelerin toplanmast
asamalarindan olusur. Bu asamalarda ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin 6zellikleri, ham maddenin
partikiil biiytlikliigi, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon stiresi gibi faktorler ekstraksiyon
verimliligini etkilemektedir (Zhang vd., 2018). Yeni teknolojilerin gelismesiyle, ekstraksiyon
isleminin anlayis bi¢imi ilerlemistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon, basingli ekstraksiyon
(veya hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu), siiperkritik ekstraksiyonu, ultrasonik destekli
ekstraksiyon gibi bazi modern veya yesil ekstraksiyon metotlari da dogal {iriinlere
uygulanmistir ve kisa ekstraksiyon siiresi, diisiik organik solvent tliketimi ve daha yiiksek

secicilik gibi bazi avantajlar sunmaktadir (Pawliszyn, 2003; Biiyiiktuncel, 2012).

Geleneksel bir yontem olan maserasyon, kullanilacak numunenin uygun miktarlarda
boyut kiiciiltme islemlerinden sonra ilgili solvent icerisinde ¢ogunlukla oda ilsicakliginda
kapal1 bir kapta belirli bir siire bekletilerek ve karistirilarak ekstrakte edilmesine dayanan kolay
bir islem olmasina ragmen verimi diisiiktiir (Silici, & Kutluca, 2005). Bu yontem, bitki 6zl
olan ham maddelerin solvent ekstraksiyonu islemi i¢in kullanilan en yaygin ve en eski

yontemdir (ilbay, 2016).

Dogal iirlinlerin ekstraksiyonu asamasinda son yillarda yaygin olarak kullanilan diger
bir yontem ise mikrodalga destekli solvent ekstraksiyonudur. Bu yontem, klasik tekniklerinkine
benzer ekstraksiyon verimi ile ¢oziicliniin kat1 matrislerden hizli bir sekilde ¢ikarilmasini
saglamaktadir fakat ¢Oziicli miktarinin, ¢oziicli atiginin ve ¢evreye c¢oziici salinmasinin
azaltilmas1 gibi avantajlara sahiptir.  Mikrodalgalar yiiksek frekansli elektromanyetik
dalgalardir. Mikrodalga enerji kullanilarak i1sitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol
rotasyonu (donme) araciligiyla molekiil {izerine mikrodalganin direkt olarak etki etmesi
temeline dayanmaktadir. Gergeklesen ¢ogu uygulamalarda bu iki mekanizma es zamanli olarak
islemektedir. Cozeltinin bu iyon akisina kars1 gostermis oldugu direng siirtiinme ile sonuglanir
ve bunun neticesinde mevcut ¢ozeltinin 1s1s1 artmis olur (Camel, 2001; Biiyiiktuncel, 2012). Bu
ekstraksiyon yonteminde mikrodalga 1simasi, ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢dziicii ve sonug
olarak Ornegi 1sitmak i¢in kullanilmaktadir. Basarili bir ekstraksiyon gergeklestirmek igin

8



uygun ¢oziicli se¢imi oldukga Onemlidir eger ki secilen ¢oziicii cok kuvvetli bir 1sinmaya
sebebiyet verirse ekstrakttaki bilesiklerin parcalanmasi gergeklesir (Biiyiliktuncel, 2012).
Geleneksel temas yoluyla 1s1 iletimi metotlarinin tersine, mikrodalgalar mevcut numunenin
biitlin hepsini bir anda 1sitmaktadir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon farkli iki sistemle
gerceklestirilmektedir. Bu sistemlerin en yaygini basing ve sicakligi kontrol edilebilen kapali
bir kapta yapilan kapali sistem ekstraksiyonudur. Ikinci sistem ise atmosferik basing altinda
acik bir kap igerisinde yiiriitiilmektedir. Kullanilan ¢oziicli miktarinin ve ekstraksiyon siiresinin
daha diisiik olmas1 bu sistemin avantajidir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon metodu sayesinde
bitkilerde mevcut olan polifenoller ve lignanlar ayristirilabilmektedir (Kaufmann, & Christen
2002; Kaufmann, Rudaz, Cherkaoui, Veuthey, & Chisten, 2007; Beejmohun vd., 2007; Kilig,
2010).

Microwave oven {+
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solvent —_ || )
~4 Time

4 = y
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Sekil 1. Mikrodalga sematik diyagrama.

Son olarak yaygin olarak kullanilmaya baslanilan ses dalgalari-destekli sivi
ekstraksiyonu diger adi ile ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde kullanilan 6rnege 20
kHz’dan daha ytiiksek frekanslarla titresimler uygulanir. Bu titresimler sivinin iginden gecerken
kavitasyon (bosluk) meydana gelir. Ultrasonik enerjinin neden oldugu bu kavitasyon etkisi sivi
olan ortamda ¢ok fazla sayida kiigiiciik kabarciklar meydana getirir ve katilarin mekanik olarak
sarsilmasina sebebiyet vererek partikullerin kopmasini saglar. Ses dalgalar1 genellikle analitin
1yi geri basarisiyla meydana gelen kat1 ve solvent arasinda etkin bir temas saglar (Capelo, &
Mota, 2005; Biiyiiktuncel, 2012). Ses dalgalar1 kati1 ekstraksiyon i¢in kullanilirken g¢amur
olusumunu saglarken, sivilar icin ise homojenizasyon veya emiilsiyon islevinde
kullanilmaktadir (Vinatoru, 2001; Tadeo, Sanchez-Brunete, Albero, & Garcia-Valcarcel, 2010;
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Biiyiiktuncel, 2012). Kat1 6rneklerden analitlerin ekstraksiyon islemi, su banyosuna ultrasonik
radyasyon verilmesiyle veya prob (ultrasonik aygitlarin ucunda bir alict bulunan hareketli
kismi1) gibi cihazlarla gerceklestirilir (Santos, & Capelo,2007; Biiytiktuncel, 2012). Yaygin
olarak kullanilan ve bununla birlikte en ucuz maliyeti olan ultrasonik radyasyon kaynaklari
ultrasonik banyolardir (Huertas-Perez, 2006; Biiyliktuncel, 2012). Bununla birlikte gelisen
teknoloji ile birlikte numunelerin sonikasyonu icin giiglii-silindirik bir prob kullanan daha etkili
bir sistem de gelistirilmistir (Lesueur,Gartner, Mentler, & Fuerhacker, 2008; Biiyliktuncel,
2012). Ultrasonik banyo ve ultrasonik prob arasindaki secim analizin amacina gore degiskenlik
gosterir. Amag toplam kati-sivi ekstraksiyonu ise ihtiya¢ duyulan zaman daha az oldugu i¢in
prob kullanimi daha iyi sonug¢ verebilir. Bununla birlikte numune sayisinin fazla olmasi
durumunda ultrasonik banyo kullanilmast uygun bir se¢enek olabilir. Sonikasyon problarinin
ultrasonik banyoya karsi kullanimi, enerji dagiliminda homojeniteyi daha iyi saglar. Fakat
ultrasonik uglar (problar) maliyet agisindan daha pahali, dmrii daha kisa ve daha az miktarda

ornek iglenmesine olanak saglar (Tadeo vd., 2010; Biiyiiktuncel, 2012).

T Transducer
==y
|
Ultrasonic probe
Ultrasound
Generator
4
E | C:)] . = depth of probe in liquid
® &
I " - s Jacketedglass beaker

1

Sekil 2. Ultrasonik sematik diyagrami.

Propolis ile Tlgili Yapilan Calismalar

Antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antiinflamatuar, antikarsinojenik, antiviral gibi
biyoaktif 6zellikleri sayesinde propolis lizerine olan arastirmalarin sayisi artmaya baglamustir.
Propolisin diizenli ve stirekli kullanim1 durumunda tiim viicuttaki patojenlere karsi etkili bir
savunma olusur ve sentetik antibiyotiklerin tersine uzun siire kullaniminda zararl bakterilere
kars1 direng olusturmamakta, yararli bakterileri de olumsuz olarak etkilememektedir. Propolisin
bagisiklik sistemini 6nemli derecede arttirdigi ve antikor salgilanmasini arttirarak ilaglarin
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etkilerini arttirdig1 gosterilmistir (Kutluca vd., 2006). Propolisin antimikrobiyal aktivitesiyle
ilgili baz1 caligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalar dogrultusunda propolisin yalnizca gram pozitif
bakteriler ile bazi funguslara karsi aktif oldugu (Marcucci, 1995; Nieva, Isla, Cudmani,
Vattuone, & Sampietro, 1999; Albayrak ve Albayrak, 2008), gram negatif bakterilere kars1 ise
zayif bir aktivite sahip oldugu gosterilmistir (Sforcin, Fernandes, Lopes, Bankova, & Funari,
2000; Grange, & Davey, 1990; Dobrowolski vd., 1991; Cergiler, 2016). Genellikle gram pozitif
bakterilerin, gram negatif bakterilere gore propolise karsi daha hassas oldugu rapor edilmistir

(Mirzoeva, Grishanin, & Calder, 1997; Hepsen, 1996).

Farkli arastirmacilar tarafindan Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen propolis
ornekleri incelenmis ve antimikrobiyal etkisi {izerine ¢aligsmalar yapilmistir. Bayram vd (2017),
yaptig1 bir ¢aligmada test edilen tiim mikroorganizmalarin (Staphylococcus aureus NCTC
10788, Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium diphtheria, Enterococcus faecalis
NCTC 12697, Bacillus cereus ATCC 10876, Bacillus subtilis, Escherichia coli NCTC 9001,
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa NCTC 12924, Candida albicans ATCC),
Klebsiella pneumoniae disinda propolis ekstraktina kars1 hassas oldugunu ve antimikrobiyal
duyarlilik testi sonuglarina gdre propolis 6rneginin inhibitor etkisinin ampisilinden biraz daha

zayif ancak daha genis bir spektruma sahip oldugunu bildirmislerdir.

Anadolu’dan topladig1 ¢esitli propolis numunelerinde propolisin etil alkol ekstraktinin
Enterococcus faecalis, Streptococcus sobrinus, Micrococcus luteus, Candida albicans, C.
krusei, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes ve C.tropicalis (MIC = 16 pg/mL), Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella typhimurium *ya karsi etki gosterdigi belirtilmistir (Uzel vd., 2005).
Benzer olarak, Tirkiye’nin degisik bolgelerinden orijinlenen propolislerin etanol ekstrakti ile
yapilan bir caligmada ise, propolis ekstraktinin Morganella morganii (klinik izolat) ve
Klebsiella pneumoniae ATCC 27736’ye karst etki gostermedigi fakat gram negatif bakteriler
arasinda E. coli ATCC 35218’nin gelisiminde gii¢lii inhibitor etki olusturdugu bildirilmistir
(Katircioglu, & Mercan, 2006). Basim vd. (2006) tarafindan Hatay’dan toplanan propolisin
metanollii ekstrelerinin 13 farkli bitkinin bakteriyel patojenlerine kars1 antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu raporlarla gosterilmistir. Mugla bdlgesinden toplanan 45 adet propolis
numunesinin dimetil siilfoksid ve aseton ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin farklilik
gosterdigi belirlenmis ve bu degisikligin propolis numunesinin orijinine, kullanilan doza ve
ekstraksiyon c¢oziiciisiine bagli oldugu bildirilmistir (Ugur, & Aslan, 2004; Albayrak ve
Albayrak, 2008). Marmaris ve Kazan cografik orijinli propolis Ornekleri ile yapilan bir

aragtirmada, antimikrobiyal 6zelligin propolisin etken maddelerinden olan kafeik asit ve

11



esterlerden kaynaklandigi belirtilmistir (Kartal, Yildiz, Kaya, Kurucu, & Topcu, 2003).
Propolisin etanol ekstraktinin gram pozitif koklara karsi yiiksek antibakteriyel aktivite
sergilerken gram negatif bakteri ve mayalara kars1 diisiik etki gosterdigi rapor edilmistir (Silici,

& Kutluca, 2005; Cergiler, 2016).

Benzer sekilde Tiirkiye disinda farkl iilkelerde de gesitli propolislerin antimikrobiyal
aktivitesi lizerine ¢alismalar ylriitiilmiistiir. Brezilya propolisi ile yapilan bir arastirmada
propolis ekstraktlarinin Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia coli
bakterilerine kars1 etkinligi oldugu rapor edilmistir (Neto vd., 2017). Bununla birlikte, 10
Bolivya propolisinin gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi etkisinin arastirildigi
calismada, baz1 fenolikler acisindan zengin propolis drneklerinin en iyi antibakteriyel etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Nina vd., 2016). Ek olarak Kalogeropoulos, Konteles, Troullidou,
Mourtzinos ve Karathanos (2009) propolisin inhibitér spektrumunun daha genis oldugunu ve
aktivitesinin nisin ile karsilastirildiginda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile daha giiglii

oldugunu belirlemistir.

Chang, Yang, Wen ve Chern (2002) de yaptiklari calismada Tayvan, Brezilya ve
Cin’den topladiklar1 propolis drneklerini maserasyon yontemi kullanarak %95°lik etanol ile
ekstrakte edip toplam flavonoid igerigi belirlemek i¢in aliiminyum kloriir ve 2,4-
dinitrofenilhidrazin yontemlerini kullanmiglardir. Calismada kullanilan propolis 6rneklerinin

toplam flavonoid igeriginin %10.38+0.14 ile %24.91+0.53 arasinda degistigini belirtmislerdir.

Cunha vd. (2004) maserasyon siiresinin propolisin ekstraktlar1 {izerine verimini
inceledikleri ¢alismada 10, 20 ve 30 giinliikk maserasyon siirecinde propolisin kompozisyonun

nitel olarak ayn1 goriindiigiinii fakat veriminde hafif bir artis oldugunu bildirmislerdir.

Cunha vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada 20 giin, 30 giin, 6 ay ve 1 yila kadar uygulanan
maserasyon siiresinin Brezilya propolisinin kimyasal kompozisyonu iizerine etkisini
incelemislerdir. Bu arastiricilar ham propolis i¢in uygulanan maserasyon siiresinin verimi
etkiledigini ve elde edilen bilesenlerin veriminin 20 giinlilk maserasyondan sonra % 60.1 (m/m)
'den 1 yilsonunda % 67.0 (m/m)' ya yiikseldigini rapor etmislerdir. Aym arastiricilar
maserasyon ekstraksiyonuna kiyasla mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemlerinin daha az zamanda daha yiiksek ekstraksiyon verimi ortaya
cikardigini bildirerek en etkili yontemin ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi oldugunu

bildirmislerdir.

Trusheva vd. (2007) yaptiklar1 ¢alisma da kavak tipi propolisin biyolojik olarak aktif

bilesenlerinin ekstraksiyonu i¢in maserasyon, ultrasonik ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
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teknikerinin verimlerini karsilagtirmislardir. Yapilan ¢aligmada ii¢ yontem ile de fenolikler ve
flavonoidlerin toplam miktarlar1 belirlenmis ve yontemlerin etkinligi karsilastirilmastir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyonun ¢ok hizli olmasina ragmen biiyiik miktarda fenolik ve
flavonoid olmayan maddelerinde ekstrakte edilmesine yol agtigini, bununla birlikte ultrasonik
destekli ekstraksiyon ile fenoliklerin en yiiksek miktarinin ekstrakte edildigini belirtmislerdir.
Sonug olarak bu arastiricilar maserasyon ekstraksiyonu ile karsilastirildiginda, mikrodalga ve
ultrasonik ekstraksiyon metotlarinin kisa zaman dilimleri ve daha az emek gerektirdigini ve
yiiksek ekstraksiyon verimi sagladigini bildirmislerdir. Ultrasonik ekstraksiyonun verim,
ekstraksiyon siiresi ve segiciligi noktasinda en etkili yontem oldugu arastiricilar tarafindan ifade

edilmistir.

Margeretha vd. (2012) Trigona spp.’den elde edilen Endonezya propolisinin biyolojik
olarak aktif bilesenleri olan polifenolik bilesikleri ekstrakte etmek icin ii¢ farkli yontemi (geri
akig, maserasyon, mikrodalga) denemislerdir. Calismalarinda ekstraskiyon siiresi, ¢oziicii
(etanol) konsantrasyonu ve mikrodalga giicii gibi ekstraksiyon parametrelerini optimize etmeyi
amaglamislardir. Optimum kosullar altinda, maserasyon ve geri akis yonteminin sonuglarinin
benzer oldugunu ve flavonoid-total fenolik veriminin sirasiyla %0.2 ve %4 oldugunu
saptamiglardir. Mikrodalga ekstraksiyonunda flavonoidler ve toplam fenolik igeriginin %0.4 ve
%5.8 oldugunu ve verimin artigini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak bu arastiricilar verim,
ekstraskiyon siiresi ve ¢oziicli tiiketimi goz oniline alindiginda, mikrodalga ekstraksiyon
yonteminin flavonoid ve toplam fenolik madde 6ziitlenmesinde diger iki yonteme gore daha

etkili ve segici oldugunu bildirmislerdir.

Jug, Koncic ve Kosalec (2014) Zagreb yakinlarindaki ar1 kovanlarindan elde ettikleri
ham kavak propolislerini maserasyon ve ultrasonik destekli yontemi kullanarak ekstrakte
etmislerdir. Arastiricilar ekstraksiyon verimi, antioksidan potansiyel ve antimikrobiyal
aktivitenin ekstraksiyon prosediiriine bagli olarak oldukca degiskenlik gosterdigini tespit
etmiglerdir. Ayrica maserasyona kiyasla, ultrasonik destekli ekstraksiyonun propolisteki
biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in ¢ok daha verimli bir ekstraksiyon metodu oldugu rapor

etmislerdir.

Devequi-Nunes vd. (2018) yaptiklar1 calismada Brezilya'daki farkli bolgelerden
toplanan kirmizi, yesil ve kahverengi propolis 6rneklerini geleneksel yontem (maserasyon) ve
stiperkritik ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte etmislerdir. Arastiricilar ekstraksiyon
yonteminin ve propolisin botanik kdkeninin ¢alisilan parametreler tizerine etkili oldugunu rapor
etmislerdir. Siiperkritik akiskan ile ekstraksiyonun etanolik ekstraktlarla karsilastirildiginda, en
yiiksek antioksidan bilesikleri iceren ekstraktlar1 elde etmek igin verimli olmadigini
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saptamiglardir. Arastiricilar, geleneksel ekstraksiyon metodunun (etanolik) antioksidan
bilesiklerinin ekstraksiyonu i¢in daha iyi sonug verdigini ve daha yiiksek bir segicilik gosterdigi
belirtmislerdir. Ek olarak kirmizi propolis tipinin antioksidan bilesikleri daha yiiksek oranda

icerigini ve biyolojik potansiyelinin daha fazla oldugu bildirmislerdir.
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UCUNCU BOLUM
Materyal ve Yontem

Propolisin Elde Edilmesi

Propolis drnekleri Kiitahya’nin Gediz ilgesindeki bir ar1 kovanindan kazima yontemi
kullanilarak temin edilmistir. Toplanan propolis 6rnegi kapali bir kapta -80°C’de 24 saat
muhafaza edildikten sonra bir 6giitiicii yardimiyla toz haline getirilerek ekstraksiyon islemine
hazir hale getirilmistir. Kovandan toplanan ham propolis ile toz haline getirilmis propolis 6rnegi

Sekil 3°de gosterilmistir. Ayrica elde edilen ekstraktlar Sekil 4’de sunulmustur.

Sekil 4. Farkl1 ekstraksiyon teknikleri kullanilarak hazirlanan propolis ekstraktlari.
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Kullanilan Kimyasallar

Seryum(IV) siilfat tetrahidrat (Ce(SO4)2.4H20), Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, bakir(II)
kloriir dihidrat, neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Nc), (CuCl2.2H20), TE (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) (TR), kuersetin dihidrat (QR), katesin (CAT),
gallik asit (GA), cyanidin-3-sophoroside, siilfiirik asit (H2SO4), hidroklorik asit (HCI), etil alkol
(EtOH), amonyum asetat (NH4AC), sodyum nitrit (NaNQO), aliiminyum klorid (AlCl3),
potasyum kloriir (KCl), sodyum asetat (NaAc), sodyum hidroksit (NaOH), metil akol, 1sobutil
alkol, whatman no:1, polipropilen filtre (0,45 pm). Kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.

Kullanilan Cihazlar
Calismalar esnasinda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1.Kullanilan Cihazlarin Ozellikleri

Cihaz Ad1 Cihaz Markasi
Saf Su cihazi Elga
Etuv Heraeus
Buzdolab1 Thermo Scientific
Parcalayici Wisetis
Ultrasonik Homojenizator Sonics Material
Mikrodalga Ekstraktorii Milestone
Microplate Reader Epoch
UV-vis spektrometre Varian
Mini karistiric Heidolph
Ultrasonik su banyosu Bandelin
Makro ve mikropipetler Eppendrof
Hassas Terazi Gec avery

Maserasyon ile Propolis Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Maserasyon yontemi kullanilarak 6rnek hazirlama islemi Ecem Bayram vd. (2018)’in
onerdigi metot modifiye edilerek uygulanmistir. Toz haline getirilmis olan 2 gr propolis 6rnegi
tizerine 100 mL %70’lik etil alkol eklenerek 30 °C’de 200 devirde bir karistiriciya (hot-plate)
yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Deney planina uygun olarak 1,2,5,10,15,20,25,30. giinlerin sonunda
propolis 6rnegi sirastyla Whatman 4 ve Whatman 1 filtre kagitlar1 kullanilarak cam sigelere
filtre edilmistir. Stizme isleminden sonra elde edilen bu karisim 15 dakika 4000-5000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bitince siipernatant kismi1 amber bir siseye alinarak +4°C

de analiz zamanina kadar bekletilmistir.
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Sekil 5. Ekstraksiyon asamasi.

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Toz haline getirilmis propolis 6rneginden 2 gram cam siselere tartilmis ve iizerine
%70’1ik etil alkol eklenmistir. Ekstraksiyon islemi i¢in Tablo 2’de belirtilen parametrelere gore
uygulamalar ger¢eklestirilmis ve ekstraktlar elde edilmistir. Karigimlar sirasiyla Whatman 4 ve
Whatman 1 filtre kagitlarindan siiziilerek cam siselere aktarilmis ve 15 dakika 4000-5000
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra elde edilen slipernatantlar amber siselere transfer

edilerek analizlere kadar +4 °C’de bekletilmistir.
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Tablo 2. Mikrodalga Ekstraksiyon Yonteminde Uygulanan Parametreler

Ekstraksiyon Parametresi Giic Zaman (dakika)
(watt)
Al 50 2
A2 50 4
A3 50 6
A4 50 8
A5 50 10
B1 100 2
B2 100 4
B3 100 6
B4 100 8
B5 100 10
C1 200 2
C2 200 4
C3 200 6
C4 200 8
C5 200 10
D1 400 2
D2 400 4
D3 400 6
D4 400 8
D5 400 10
El 500 2
E2 500 4
E3 500 6
E4 500 8
ES 500 10

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Toz haline getirilmis propolis orneginden 4 gr tartilarak 200 mL hacimli cam behere
koyulmustur. Tartilan propolis 6rnekleri tizerine %70’lik etil alkolden 200 mL ilave edilmistir.
Daha sonra propolis ornekleri 20 kHz frekans ve maksimum 750 watt giiclinde ultrasonik
homojenizator ile belirlenmis sinyal giiclinde ve islem siiresinde ekstrakte edilmistir. Ekstrakte
islemi biten 6rnekler sirastyla Whatman 4 ve Whatman 1 nolu filtre kagitlarindan cam siselere
stiziilmistiir. Stizme isleminden sonra karigim 15 dakika 4000-5000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi bitince slipernatantlar amber siselere aktarilmis ve analizlere kadar +4°C’de
bekletilmistir. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde uygulanan parametreler Tablo 3’de

sunulmustur.
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Tablo 3. Ultrasonik Ekstraksiyon Yonteminde Uygulanan Parametreler

Ekstraksiyon Parametresi Genlik-Amplitude (%) Zaman
(dakika)

F1 %20 5

F2 %20 10
F3 %20 20
F4 %20 30
F5 %20 60
G1 %40 5

G2 %40 10
G3 %40 20
G4 %40 30
G5 %40 60
H1 %60 5

H2 %60 10
H3 %60 20
H4 %60 30
HS %60 60
K1 %80 5

K2 %80 10
K3 %380 20
K4 %80 30
K5 %80 60

Toplam Flavonoid Madde iceriginin Belirlenmesi

%35 sodyum nitrit (NaNO2) hazirlanmasi i¢in 12.5 gr alinmis 100 mL saf suda ¢oziilerek
250 mL'lik cam balon jojeye aktarilmis ve toplam hacim saf su ile 250 mL'e tamamlanmistir.
%10 Aliiminyum kloriir (AICl3.6H20) ¢ozeltisi i¢in 25 gr tartilarak 150 mL saf suda ¢6zlilmiis
ve balon jojede 250 mL'e tamamlanmistir. 1 M sodyum hidroksit (NaOH) hazirlanmasi igin ise
40 gr tartilmis ve belli bir miktar suda ¢6ziilerek 1000 mL'lik balon jojeye aktarilarak saf su ile
tamamlanmistir. x mL antioksidant ¢ozeltisi + (4-x) mL ultra saf su + 0.3 mL % 5'lik NaNO>
karisim1 5 dakika oda sicakliginda bekletilerek 0.6 mL %10'luk AlCI3 ¢ozeltisi eklenmis ve 6
dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 1 mL 1 M NaOH ¢ozeltisi eklendikten sonra saf
su ile toplam hacim 10 mL'ye ayarlanarak 10 dk sonra 510 nm de kor ¢ozeltiye (antiosidan veya
ornek c¢ozelti hari¢ diger reaktifleri iceren ¢ozelti) karsi absorbanslar1 6l¢tilmiistiir (Chang vd.,
2002). Toplam flavonoid madde miktari, kuersetin (QE) ile hazirlanan standart egrinin

denkleminden hesaplanmis ve sonuglar g QE (kuersetin es degeri)/g olarak ifade edilmistir.

19



Toplam Fenolik Madde iceriginin Belirlenmesi

Folin-Ciocalteu reaktifi 1:3 (v/v) oraninda 1-propanol ile seyreltilerek hazirlanmigtir.
0.1 M Sodyum hidroksit (NaOH) 'den 40 gr tartilarak bir miktar suda ultrasonik su banyosu
yardimi ile ¢6ziilmiis ve 1000 mL 'lik cam balon jojeye aktarilarak saf su ile toplam hacim 1000
mL 'ye tamamlanmistir. 0.3 ml folin reaktifi + x ml antioksidant ¢ozeltisi + 3 ml 0.1 M NaOH
cozeltisi (6.7-x) ml H20 olacak sekilde toplam hacim 10 mL olan ¢ozeltiler elde edilip oda
sicakliginda 30 dk muhafa edildikten sonra 665 nm de kor ¢ozeltiye (antiosidan veya ornek
¢oOzelti hari¢ diger reaktifleri iceren ¢ozelti) karst absorbanslar1 6l¢iilmiistiir (Berker, Olgun
Ozdemir, Ozyurt, Demirata, & Apak, 2013). Toplam fenolik madde miktari, gallik asit (GA)
ile hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanmis ve sonuglar g GAE (gallik asit es

degeri)/g olarak ifade edilmistir.

Antioksidan Aktivite Tayini
Bakar(II) iyonu indirgeme antioksidan kapasite (CUPRAC) testi.

1.0x1072 M Cu(II) kloriir ¢dzeltisi olusturmak i¢in 0.4262 g CuCl2.2H>O tartilip iizerine
250 mL saf su eklenmistir. 7.5%107* M neocuproin (Nc) ¢dzeltisi hazirlamak igin 0.156 g tartilip
etil alkolde ¢oziinmesi saglanip toplam hacim 100 mL’e etil alkol ile tamamlanmistir. 1.0 M
NHsAc (amonyum asetat) hazirlamak i¢in ise 19.27 g tartildiktan sonra bir miktar saf suda
¢Ozdiiriiliip toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanmustir. 1.0 mL 1.0x107> M CuClz
cozeltisi + 1.0 mL 7.5x10° M Nc ¢ozeltisi + 1.0 mL 1.0 M NHs Ac ¢ozeltisi + x mL
antioksidant ¢ozeltisi + (1.1-x) mL H20 reaksiyon tiipiinde karistirilarak toplam hacmi 4.1 mL
olan ¢ozeltiler elde edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler oda sicakliginda 30 dk muhafaza edildikten
sonra 450 nm absorbanslar1 kaydedildi (Apak, Giiglii, Ozyiirek, & Karademir, 2004). Toplam
antioksidan kapasite troloks ile hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanmis ve

sonuglar g TE (troloks es degeri)/g olarak ifade edilmistir.

Ce(IV) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CERAC) tayini.

1.0x 10 M Ce(IV) siilfat ¢ozeltisi hazirlamak igin 0.0404 g Ce(SO4)2.4 H20 tartilip
lizerine bir miktar saf su eklendikten sonra 100 mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Daha sonra
tizerine 17.0 mL %98’lik H2SO4 eklenmis ve 100 mL’ye saf su ile tamamlanmistir. 1.0 mL 2,0
x107 M Ce(SO4)2 + x mL antioksidant ¢ozeltisi + (9-x) mL H20 olacak sekilde toplam hacimi
10 mL olan ¢ozeltiler hazirlanip oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra 320 nm de kor
cOzeltiye (saf suya) karsi absorbanslar1 ol¢lilmiistiir (Ozyurt vd., 2007). Toplam antioksidan
kapasite troloks ile hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanmis ve sonuglar g TE

(troloks es degeri)/g olarak ifade edilmistir.
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2,2-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) radikal sondiiriicii kapasite tayini.

6 mg 2,2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl (DPPH) tartilarak, 25 mL HPLC
safliginda metil alkol igerisinde ¢oziilerek 5 kat seyreltme yapilarak absorbansi 0.700+0,50
ayarlanarak oOl¢iimlere gecilmistir. 10 pL 6rnege 190 uL DPPH c¢ozeltisi eklenerek vorteks
islemi yapilip 45 dk bekletildikten sonra 517 nm ‘de absorbans dl¢giilmiistiir (Szabo, Iditoiu,
Chambre, & Lupea, 2007). Toplam antioksidan kapasite troloks ile hazirlanan standart egrinin

denkleminden hesaplanmis ve sonuclar g TE (troloks es degeri)/g olarak ifade edilmistir.

istatiksel Analizler

Tek yonlii varyans analizi (ANOVA), iki veya daha fazla bagimsiz (iliskisiz) grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigim belirlemek igin kullanilir. Istatistiksel
olarak kullanilan bir diger ifade ise "p" degeri yani olasilik (probability) terimidir. Deneyler
%095 giiven aralifinda yapilir yani, %35 hatay1 kabul ederek karsilastirma yapildiginda, p<0.05

faktorlerin istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir.

Calisma tasarimimizda gruplamalar yapilarak post hoc test olarak Brown-Forsythe testi
uygulanmustir. Her biri ekstraksiyon yontemi i¢in 5 grup uygulanmistir (CUPRAC, CERAC,
DPPH, toplam fenolik, toplam antioksidan). Brown ve Forsythe (1974) tarafindan onerilen

Brown-Forsythe testi klasik F testinin uyarlanmis bir bigimidir.

Zk:nl()? - X)
B= i=1

AR

i=1

Sekil 6. Test istatistik formiilii.
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DORDUNCU BOLUM

Bulgular ve Yorum

Toplam Flavonoid Madde Miktar

Propolisin yapisindaki flavonoidler, serbest radikalleri temizleyen ve bdylece hiicreyi
asir1 lipid peroksidasyonuna karsi koruyan giiglii antioksidanlardir. Bu calismada propolis
ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktar1 maserasyon siiresine gore anlamli farkliliklar
gostermistir  (p<0.05.) Buna gore toplam flavonoid madde miktar1 0.1502+0.0001-
0.206+0.0128 g QE/g arasinda tespit edilmis olup en diisiik deger 1 giinliik; en yiiksek deger
ise 15 giinliik siiresi maserasyon sonunda elde edilmistir (Tablo 4). 15 giinliik mserasyondan
sonra Orneklerin toplam flavonoid madde miktarinda anlamli bir azalma gézlemlenmistir (Sekil
7). Benzer seklide Narimane, Demircan, Salah, A. ve Salah, R. (2017) yaptiklar1 ¢alismada
maserasyon yontemi (24 saat) kullanarak farkli ¢oziiciilerde elde ettikleri Cezayir propolis
ekstraktlarinin toplam flavononid madde igeriginin 0.57+0.01-3.53+0.84 g QE/g arasinda
degistigini bildirmiglerdir. Bu aragtirmacilarin elde ettigi sonuglar ¢oziicii faktoriine gore
toplam flavonoid madde miktarinin degisiklik gosterdigini sunmustur. Benzer sekilde Mello,
Petrus ve Hubinger (2010) propolisin %70’lik etanol ile 1 giinliik maserasyon siiresi sonunda
ekstraktin toplam flavonoid madde igerigini 0.23 QE mg/g oldugunu rapor etmislerdir ki bu
sonuglar bizim 1 gilinliik maserasyon sonucu elde ettigimiz flavonoid madde miktarindan daha
diisiiktiir. Ek olarak propolisin 7 giinliik siire ile %70’lik etil alkol ile maserasyonu sonucunda
total fenolik madde miktarinin %0.33 oldugu belirlenmistir (Pujirahayu, Ritonga, & Uslina-
Waty, 2014). Farkli bir arastirmada da Graca Miguel, Doughmi, Aazza, Antunes ve Lyoussi
(2014) Fas’1n sekiz farkli bolgesinden topladiklari on dort propolis 6rneginin flavonoid igerigini
0.20 ile 34.27 mg QE/g arasinda oldukca degisken miktarlarda tespit etmislerdir. Literatiir
sonuglartyla karsilastirildiginda elde edilen degerlerdeki farkliliklarin, propolis 6rneklerinin
ekstraksiyon prosediirleri (maserasyon siiresi, ¢oziicii oran1 vb.) ile birlikte igerigine katki

saglayan bitkisel ¢esitliligin farkliligina dayandig diistiniilmektedir.
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Tablo 4. Maserasyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam Flavonoid Madde Miktar: (g
QE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri Toplam Flavonoid Madde ( g QE/g)

1.giin 0.1502+0.0001

2. giin 0.158140.0031

5. gilin 0.1795+0.001

10. giin 0.188540.0051
15. giin 0.2060+0.0128
20. giin 0.1867+0.0088
25. giin 0.1837+0.0097
30.giin 0.1804+0.0027
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Sekil 7. Farklt maserasyona siirelerinin toplam flavonoid madde miktarina etkisi

Mikrodalga destekli ekstraksiyon sonucunda toplam flavonoid madde miktari
0.1174£0.0047-0.2007+0.0065 g QE/g arasinda tespit edilmis olup en diisiik flavonoid madde
miktar1 100W-4 dk’lik islem sonucunda en yiiksek deger ise 400W-2 dk’lik islem sonucunda
elde edilmistir. Genel olarak 400W uygulamasinda flavonoid madde miktar1 daha yiiksek tespit
edilmis olup 2, 4, 6, 8 ve 10 dk’lik islemler sonucunda sirastyla 0.2007+0.0065, 0.1914+0.0108,
0.1832+0.0050, 0.1752+0.0167 ve 0.1696+0.0052 g QE/g olarak ol¢iilmiistiir (Tablo 5).
Mikrodalga giicilinlin daha da artirilmasi tipki maserasyon yonteminde oldugu gibi flavonoid
madde ekstraksiyonunu olumsuz yonde etkilemistir (Sekil 8). Benzer sekilde 800W-10 dk

uygulamasiyla Endoznezya propolis 6rneklerinin toplam fenolik madde igerigi 16.904+0.537-
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46.60+0.78 pg/mL olarak rapor edilmistir (Hasan, Mangunwidjaja, Sunarti, Suparno, &
Setiyono, 2014). Ayrica Pellati, Prencipe, Bertelli ve Benvenuti (2013) Italya orijinli propolis
orneklerinde uyguladiklar1 mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile propolisten toplam
flavonoidlerin geleneksel yontemlere gore daha hizli olarak ekstrakte edildigini, ekstraksiyon
stiresi i¢in harcanan silirenin daha az oldugunu ve daha az ¢oziicli kullanildig1 i¢in avantajh
oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da mikrodalga yontemi ve maserasyon yontemi
ile ekstrakte edilen toplam flavonoid madde miktarlarinin benzerlik gostermesi neticesinde
mikrodalga destekli ekstraksiyon yOntemin maserasyona kiyasla daha hizli uygulanabilir

olmas1 nedeniyle avantajli oldugu sdylenebilir.
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Sekil 8. Farkli mikrodalga destekli ekstraksiyon parametrelerinin toplam flavonoid madde
miktarina etkisi
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Tablo 5. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam Flavonoid
Madde Miktar: (g QE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri Toplam Flavonoid Madde ( g QE/g)
Al 0.1233+0.0019
A2 0.1210+0.0024
A3 0.1447+0.0097
A4 0.1406+0.0171
A5 0.1375+0.0099
B1 0.1197+0.0038
B2 0.1174+0.0047
B3 0.1347+0.0104
B4 0.1339+0.0098
B5S 0.1294+0.0032
C1 0.1401+0.0104
C2 0.1385+0.0119
C3 0.1438+0.0052
C4 0.1592+0.0139
C5 0.1670+0.0033
D1 0.2007+0.0065
D2 0.1914+0.0108
D3 0.1832+0.005
D4 0.1752+0.0167
D5 0.1696+0.0052
E1l 0.1759+0.0072
E2 0.1610+0.0124
E3 0.158+0.0129
E4 0.1522+0.0049
E5 0.1500+0.002

Diger geleneksel metodlara kiyasla ekstraksiyon asamasinda olusan mekanik etkiden
dolay1 ¢oziicliniin iiriine daha iyi niifuza etmesi (Toma, Vinatoru, Paniwnyk, & Mason, 2001)
ve ayn1 zamanda diisiik sicakliklarda uygulanabilir olmasi nedeniyle 6zellikle termal olarak
kararsiz bilesiklerin ekstrasiyonu i¢in ultrasonik destekli yontem oldukca avantajlidir (Wu,
Hulbert, & Mount, 2001). Propolis 6rneginin ultrasonik destekli ekstraksiyonu sonucu toplam
flavonoid madde miktar1 sirasiyla G5 (0.2188+0.0024 g QE/g), G4 (0.1939+0.0084 g QE/g),
G3 (0.1895+0.0141 g QE/g) ve H5 (0.1895+0.005 g QE/g), K5 (0.1830+0.0041 g QE/g)
uygulamalarinda en yiiksek olarak tespit edilmistir (Tablo 6). Elde dilen sonuglara gore en
diisiik deger F3 (0.1375+0.0083 g QE/g) uygulamasinda belirlenmistir (Sekil 9). En yiiksek
flavonoid madde icerigi %40 genlik uygulamasinda elde edilmis ve burada ekstraksiyon
stiresinin artmasina bagli olarak flavonoid madde miktarinin da artis gosterdigi goriilmiistiir
(Tablo 6). Benzer sekilde farkli orijinlerden ultrasonik banyo kullanilarak hazirlanan propolisin
etanol ekstraktlarmin flavonoid madde igerigi 0.0420-0.10802 g QE/g olarak rapor edilmistir
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(Reis vd., 2019). Ayrica bu yontem kullanilarak hazirlanan Tiirkiye orijinli propolis 6rneginin
toplam flavonoid madde miktar1 0.5227 g QE/g (Ozdal, Sari-Kaplan, Mutlu-Altundag,
Boyacioglu, & Capanoglu, 2018) olarak bizim test ettigimiz degerlerden daha yiiksek olarak
belirlenmigtir. Farkli cografik bolgelerden propolislerin farkli kimyasal icerige sahip oldugu

g6z Online alindiginda degerler arasindaki farkliliklar1 beklemekteydik.

Tablo 6. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam Flavonoid
Madde Miktar: (g QE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri Toplam Flavonoid Madde (g QE/g)
F1 0.1401+0.0003
F2 0.1426+0.0007
F3 0.1375+0.0083
F4 0.1429+0.0054
F5 0.1763+0.0156
G1 0.1647+0.0077
G2 0.177+0.0037
G3 0.1895+0.0141
G4 0.1939+0.0084
G5 0.2188+0.0024
H1 0.1483+0.0094
H2 0.1618+0.012
H3 0.1679+£0.0101
H4 0.1769+0.0142
H5 0.189540.005
K1 0.1617+0.0034
K2 0.1572+0.0066
K3 0.1652+0.0083
K4 0.1800+0.001
KS 0.183+0.0041
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Sekil 9. Farkli ultrasonik destekli ekstraksiyon parametrelerinin toplam flavonoid madde
miktarina etkisi

Toplam Fenolik Madde Miktari

Bitkisel kaynakli sekonder metabolitler olan ve bir¢ok dogal iirlinde bulunan fenolik
bilesikler {iriiniin antioksidan kapasitesinden sorumlu olan ajanlardir (do Nascimento vd., 2016;
Zhang vd., 2018). Bu nedenle ekstraktlardaki toplam fenolik madde miktarinin tespit edilmesi
iirlinlin antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi sunacaktir. Bu ¢alismada toplam fenolik madde
miktari, maserasyon siiresine gore farklilik gostermis olup 1,2,5,10,15,20,25 ve 30 giinliik
ekstraksiyon siiresi sonucunda sirasiyla 0.3390+0.0022, 0.3732+0.0409, 0.3991+0.0314,
0.4897+0.0196, 0.5430+0.0209, 0.49734+0.0222, 0.4860+0.0181 ve 0.4403+0.0079 g GAE/g
olarak elde edilmistir (Tablo 7). Yapmis oldugumuz ¢alisma sonuglari toplam flavonoid madde
miktarindaki verilerle paralellik gostermis ve mesarasyon yonteminde en yiiksek toplam fenolik
madde miktarma 15 giinliik ekstraksiyon sonucunda ulasilmis olup daha fazla uygulanan
ekstraksiyon stirelerinde elde edilen degerlerde azalma goriilmiistiir (Sekil 10). Narimane vd.
(2017) yaptiklar1 ¢alismada maserasyon yontemi kullanarak elde ettikleri farkli Cezayir
propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde iceriginin 24 saatlik siire sonucunda 0.81+0.16
ile 8.97+0.25 GAE mg/g arasinda degistigini tespit etmislerdir. Maserasyon yontemi kullanarak
(24 saat) elde edilen Zonguldak kestane propolis ekstraktinin toplam fenolik madde icerigi
0.313-0.476 g/g GAE (Sarikaya, Ulusoy, Oztiirk, Tuncel, & Kolayli, 2009) olarak belirlenmis
ve bu degerler bizim 1 giinliik maserasyon sonucu tespit etmis oldugumuz sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Bunla birlikte Hindistan propolislerinin etanol ekstraktlarinin toplam fenolik
madde igerigi ise 0.1591 g GAE/g olarak rapor edilmistir (Laskar, Sk, Roy, & Begum, 2010)
ki bu degerler bizim elde ettigimiz sonuglara kiyasla diisiiktiir. Cunha vd. (2006) yaptiklari
calismada 20 giin, 30 giin, 6 ay ve 1 yila kadar uygulanan maserasyon siiresinin Breziya
propolisinin kimyasal kompozisyonu {iizerine etkisini incelemiglerdir. Bu arastiricilar ham
propolis i¢in uygulanan maserasyon siiresinin verimi etkiledigini ve elde edilen bilesenlerin
veriminin ekstraksiyon siliresinin artmasia bagli olarak yiikseldigini bildirmislerdir. Ayni1
arastiricilar maserasyon ekstraksiyonuna kiyasla mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrasonik
destekli ekstraksiyon yontemlerinin daha az zamanda daha yiiksek ekstraksiyon verimi ortaya
cikardigini bildirerek en etkili yontemin ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi oldugunu
rapor etmislerdir. Maserasyon siiresinin propolisin ekstraktlar1 {izerine veriminin inceledigi
farkli bir arastirma da 10, 20 ve 30 giinliik ekstraksiyon siiresi sonunda propolisin fenolik
kompozisyonunun sirasiyla % 8.53, % 8.00 ve %8.49 oldugu ve ekstraksiyon siiresine bagl

olarak fenolik kompozisyonda anlamli bir degisiklik olmadigin1 bildirmislerdir (Cunha vd.,
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2004). Farkli olarak, bizim ¢aligmamizda maserasyon ekstraksiyonu ile 6rneklerin 10, 20 ve 30
giinliik ekstraksiyonlar1 sonucu elde edilen degerler arasinda istatistiki olarak anlamli farklililar
oldugu (P<0.05) goriilmiistiir. Elde edilen bu farkli sonuclarin sadece ekstraksiyon siiresine
degil ayn1 zamanda oldukca kompleks bir karisim olan propolis toplamak i¢in arilarin ziyaret
ettigi bitki cesitlerine, propolisin toplanma sezonuna, ekstraksiyon asamasinda uygulanan
sicaklik, 1s1 vb. farkli parametrelere gore degiskenlik gostermis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 7. Maserasyon Yontemi ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Miktar: (g
GAE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri Toplam Fenolik Madde (g GAE/g)

1.giin 0.3390+0.0022
2.giin 0.3732+0.0409
5.giin 0.3991+0.0314
10.giin 0.4897+0.0196
15.giin 0.5430+0.0209
20.giin 0.4973+0.0222
25.giin 0.486+0.0181

30.giin 0.4403+0.0079

0.8=

Toplam Fenolik Madde (g gallik asit/ g)

Maserasyon (Gun)

Sekil 10. Farkli maserasyon parametrelerinin toplam fenolik madde miktarina etkisi.

Mikrodalga ekstraksiyonunda toplam fenolik madde miktar1 SOW giiciinde 2 dk’lik
islem sonucu 0.3187+0.0211 g GAE/g olarak tespit edilirken bu miktar 4,6,8 ve 10 dk i¢in
sirastyla 0.2936+0.0041, 0.3099+0.0016, 0.2936+0.0117 ve 0.3029+0.0016 g GAE/g olarak
tespit edilmistir (Tablo 8). 100W giiciinde ise farkl ekstraksiyon siireleri sonucunda bu degerler

strastyla 0.2657+0.0098-0.3307+0.0087 g GAE/g; 200W i¢in 0.2950+0.0014-0.3549+0.0173 g
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GAE/g; 400W i¢in 0.4329+0.0376-0.4587+0.0084 g GAE/g arasinda;

500W

i¢in

0.3413+£0.019-0.4358+0.0299 g GAE/g arasinda degiskenlik gostermistir. Elde edilen

sonuclara gore en fazla fenolik madde miktar1 flavonoid madde miktarindakine paralellik

gosterir sekilde 400W uygulamasi ile elde edilmistir (Sekil 11).

Tablo 8. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yontemi ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam

Fenolik Madde Miktar: (g GAE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri

Toplam Fenolik Madde ( g GAE/g)

Al
A2
A3
A4
AS
B1
B2
B3
B4
BS
C1
C2
C3
C4
C5
D1
D2
D3
D4
D5
E1l
E2
E3
E4
ES

0.3187+0.0211
0.2936+0.0041
0.3099+0.0016
0.2936+0.0117
0.3029+0.0016
0.2657+0.0098
0.3307+0.0087
0.2979+0.0108
0.2754+0.0089
0.2868+0.0109
0.3222+0.0173
0.295+0.0014
0.3229+0.009
0.3549+0.0181
0.3148+0.0391
0.4587+0.0084
0.4559+0.0264
0.4329+0.0376
0.4486+0.0349
0.4373+0.0027
0.4358+0.0299
0.4019+0.0019
0.3896+0.0074
0.3613+0.0097
0.3413+0.019
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Sekil 11. Farkli mikrodalga destekli ekstraksiyon parametrelerinin toplam fenolik madde
miktarina etkisi.

Son yillarda ultrasonik destekli ekstraksiyon yontem, saglamis oldugu avantajlar
nedeniyle farkli bitkisel {riinlerden fenoliklerin ekstraksiyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rostagno, Palma, & Barroso, 2007; Tiwari, Patras, Brunton, Cullen, &
O’Donnell, 2010). Ultrasonik destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde icerigi en yiiksek
%60 genlik 5 dk’lik ekstraksiyon sonucu 0.3688+0.0063 g GAE/g olarak belirlenmistir (Tablo
9, Sekil 12). %20 genlik uygulamasi icin en yiiksek deger 30 dk’lik ekstraksiyon sonucunda
elde edilesine ragmen diger genlik uygulamalarinda en yiiksek deger 5 dk olarak uygulanan
ekstraksiyon siiresi sonucunda Ol¢ililmiistiir. Ultrasonik su banyosu kullanilarak (35°C, 60 dk)
hazirlanan Brezilya orijinli kahverengi, yesil ve kirmizi propolis numunelerinin toplam fenolik
icerigi ise 55.74 mg GAE/g, 90.55 mg GAE/g ve 91.32 mg GAE/g olarak saptanmistir
(Andrade, Denadai, Oliveira, Nunes, & Narain, 2017). Elde edilen bu sonuglar
karsilastirildiginda bizim propolis 6rnegimizin fenolik madde igeriginin daha yiiksek oldugu
sOylenebilir. Ek olarak Tiirkiye orijinli propolis 6rneginin ultrasonik su banyosu kullanilarak
hazirlanan ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi ise 0.3143 g GAE/g (Ozdal vd., 2018)
olarak bizim tespit ettigimiz degerlere benzer bir aralikta bulunmustur. Bununla birlikte farkl
ekstraksiyon yontemlerini arastiran Trusheva vd. (2007) mikrodalga ekstraksiyon yonteminde
farkli parametreler uygulayarak elde ettikleri ekstraktlarda toplam fenolik madde igeriginin
%24.4-%40.4 arasinda; maserasyonda %43-%44 arasinda ultrasonik ekstraksiyonda ise bu
degerin %35.9-52 arasinda degiskenlik gosterdigini tespit etmislerdir. Bu arastiricilar zamana
bagl olarak ultrasonik destekli ekstraksiyonda elde edilen total fenolik madde miktarinin
artigin1 kaydetmislerdir. Farkli olarak biz ise zamana bagli olarak total fenolik madde igeriginde

diizenli bir artis gozlemlemedik. Bunun sebebi uygulanan ekstraksiyon siirelerinin farklilik
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gostermesi olabilir. Ek olarak, Trusheva vd. (2007) maserasyon ekstraktina kiyasla mikrodalga
ve ultrasonik destekli ekstralardan daha yiiksek verim alindigin1 ve bu metotlarda daha az is
yiikii ve zamana ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir. Bu aragtiricilar verim, ekstraksiyon siiresi ve
secicilik bakimindan ultrasonik destekli yontemin daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Benzer

sekilde bizim yapmis oldugumuz calismada bu varilan sonuglar1 destekler niteliktedir.

Tablo 9. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Yontemi Sonucu Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam
Fenolik Madde Miktari (¢ GAE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri Toplam Fenolik Madde Miktari (g GAE/g)

F1 0.1567+0.0051
F2 0.1497+0.0051
F3 0.1742+0.0047
F4 0.1864+0.0043
F5 0.1810+0.0049
G1 0.3214+0.0063
G2 0.3099+0.0027
G3 0.2964+0.0082
G4 0.2884+0.0014
G5 0.286+0.0002
H1 0.3688+0.0063
H2 0.3415+0.0258
H3 0.3257+0.0063
H4 0.3206+0.0016
HS 0.3198+0.0055
K1 0.3601+0.0336
K2 0.288+0.0017
K3 0.2446+0.0024
K4 0.256+0.0076
KS 0.2505+0.0055
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Ultrasonik Ekstraksiyon Sistemi (Gii¢, Zaman)

Sekil 12. Farkli ultrasonik destekli ekstraksiyon parametrelerinin toplam fenolik madde
miktarina etkisi

Propolis Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivite Test Sonuclari
CERAC testi sonuglar.

Propolis 6rnegine 8 farkli zaman parametresi uygulanarak maserasyon yontemiyle
kazanilan ekstraktlarin CERAC testi sonucu dl¢iilen antioksidan madde miktarlar: Tablo 10°de
g TE/g olarak sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore antioksidan madde miktar1 1 giinliik
maserasyon siiresi sonunda 0.5440 +0.0777 g TE/g, 2 giinliikk maserasyon siiresi sonunda
0.5581+0.0249 g TE/g, 5 glinliikk maserasyon siiresi sonunda 0.5901+0.0740 g TE/g, 10 giinliik
maserasyon siiresi sonunda 0.6354+0.0443 g TE/g, 15 giinliikk maserasyon siiresi sonunda
0.7000+0.0686 g TE/g, 20 giinlilk maserasyon siiresi sonunda 0.6777+0.0437 g TE/g, 25
giinlik maserasyon siiresi sonunda 0.6571+0.0649 g TE/g ve 30 giinliik maserasyon siiresi
sonunda 0.6352+0.0910 g TE/g olarak belirlenmistir. Bu sonuglarin ayni yontemler ile elde
edilen total fenolik ve flavonoid madde miktar ile paralellik gosterdigi goriilmiis ve en yliksek

antioksidan aktivite degerleri 15 giinliik maserasyon siiresi sonunda kaydedilmistir.
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Tablo 10. Maserasyon Sonucu Elde Edilen Ekstraktlarin CERAC Degerleri (g TE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri CERAC (g TE/g)
1.giin 0.5440 +0.0777
2.giin 0.5581+0.0249
S.giin 0.5901+0.074
10.giin 0.6354+0.0443
15.giin 0.7000+0.0686

20.giin 0.6777+0.0437
25.giin 0.6571 £0.0649
30.giin 0.6352+0.091

Propolis 6rnegine mikrodalga yonteminde farkli parametreler uygulanarak elde edilen
ekstraktlarin CERAC analiz sonuglar1 Tablo 11°de sunulmustur. En disiik deger
0.5856+0.0243-0.6518+0.0922 g TE/g 50W gii¢ seviyesinde tespit edilmistir. Mikrodalgada
100W gii¢ seviyesinde 2, 4, 6, 8, 10’ar dk’lik siireler sonucunda ise CERAC degeri sirasiyla
0.6837+0.0097, 0.8001+0.1207, 0.8125+0.1329, 0.6988+0.0164 ve 0.8035+0.1347g TE/g
olarak 6l¢iilmiistiir. 200W gii¢ seviyesinde 2 dk’lik islem sonucunda antioksidan madde miktar1
0.8384+0.1347 g TE/g iken bu deger 4 dk’lik islem sonucunda 0.8502+0.1092 g TE/g, 6 dk’lik
islem sonucunda 0.8301+0.1086 g TE/g, 8 dk’lik islem sonucunda 0.7744+0.074 g TE/g ve 10
dk’lik islem sonucunda 0.7604+0.0995 g TE/g olarak kaydedilmistir. 400W gii¢ seviyesinde
ise ekstraksiyon siiresindeki farkliliga gore minimum deger 2 dk’lik ekstraksiyon siiresi
sonucunda 0.7764+0.0001 g TE/g olarak elde edilirken maksimum deger 6 dk’lik islem
sonucunda 0.8981+0.1025 g TE/g olarak belirlenmistir. Son olarak mikrodalgada 500W gii¢
seviyesinde farkli ekstraksiyon siirelerinde elde edilen antioksidan madde miktar
0.7156+0.0613-0.8576+0.108 g TE/g arasinda degiskenlik gdstermistir. Elde ettigimiz sonuglar
total flavonoid ve fenolik madde igerikleri ile paralellik gdstermemis olmakla birlikte bu
durumun antioksidan madde miktarin1 belirlemek i¢in uygulanan yontemden kaynakli

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Tablo 11. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonu Sonucu Elde Edilen Ekstraktlarin CERAC
Degerleri (g TE/g)

Ekstraksiyon Parametleri CERAC (g TE /g)
Al 0.6518+0.0922
A2 0.6213+0.068
A3 0.4734+0.034
A4 0.5856+0.0243
AS 0.5923+0.0334
B1 0.6837+0.0097
B2 0.8001+0.1207
B3 0.8125+0.1329
B4 0.6988+0.0164
B5 0.8035+0.1347
C1 0.8384+0.1347
C2 0.8502+0.1092
C3 0.8301+0.1086
C4 0.7744+0.074
Cs 0.7604+0.0995
D1 0.7764+0.0001
D2 0.856+0.0989
D3 0.8981+0.1025
D4 0.8825+0.091
D5 0.8711 +£0.091
E1l 0.845+0.0843
E2 0.7156+0.0613
E3 0.7959+0.0807
E4 0.8576+0.108
ES 0.8323+0.0752

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda propolis 6rnegine 4 farkli genlik seviyesi (%20, 40,
60, 80) ve 5 farkli zaman (5, 10, 20, 30, 60) parametresi uygulanmis ve elde edilen farkli
ekstraktlarin CERAC degerleri dl¢lilmiistiir. Buna gore farkli genlik seviyeleri ve ekstraksiyon
stireleri sonucunda en yiiksek deger 0.8397+0.1396 olarak K3 uygulamasi; en diisiik deger ise
0.5722+0.0297 olarak H3 uygulamasi i¢in Ol¢iilmistir (Tablo 12). Genel olarak
degerlendirildiginde ise en yiiksek CERAC degerleri %80 genlik seviyesinde belirlenmistir.
Genel olarak elde edilen sonuglara gore genlik seviyesinin artisina baglh olarak antioksidan
madde ekstraksiyonun daha iyi oldugu sdylenebilir. Fakat ekstraksiyon siiresinin artigina baglh
olarak uygulamalar arasinda paralel bir artig/azalma durumu goézlemlenmemistir. Literatiirde
propolisin antioksidan aktivitesini CERAC testine dayanarak agiklayan herhangi bir

arastirmaya rastlanmamakla birlikte farkli antioksidan aktivite yontemleri kullanilarak
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propolisin antioksidan aktivitesi ¢aligilmistir (Sarikaya vd., 2009; Andrade vd., 2017). Bu
calismanin CERAC testi kullanilarak propolisin antioksidan kapasitesini belirlemeye yonelik

olarak yapilacak farkli ¢caligsmlara kaynak olusturacagi diisiiniilmektedir.

Tablo 12. Farkl Ultrasonik Parametreler Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Ekstraktlarin
CERAC Degerleri (g TE/g)

Ekstraksiyon Parametleri CERAC (g TE /g)
F1 0.5975+0.0655
F2 0.6534+0.0698
F3 0.6934+0.0698
F4 0.6815+0.0892
F5 0.6755+0.094
G1 0.6348+0.0218
G2 0.6384+0.037
G3 0.709+0.0376
G4 0.6488+0.0674
G5 0.6703+0.1007
H1 0.7013+0.1268
H2 0.6908+0.088
H3 0.5722+0.0297
H4 0.5907+0.0121
HS 0.6234+0.0364
K1 0.6908+0.054
K2 0.7164+0.0316
K3 0.8397+0.1396
K4 0.7841+0.057
K5 0.7726+0.0491

CUPRAC testi sonuglari.

Bu calismada propolis 6rneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi
icin kullanilan yontemlerde birisi olan CUPRAC ydntemi, Apak vd. (2004) tarafindan
gelistirilen ve Cu(Il)-neokuproin (Nc) reaktifi kullanilarak, plazma antioksidanlari, gida
polifenolleri, flavonoidler, C vitamini ve E vitamini i¢in basit, genis alanda uygulanabilen bir
yontemdir. Farkli maserasyon parametreleri uygulanarak hazirlanan propolis ekstraktlarinin
CUPRAC degerleri Tablo 13’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gére 1-30 giin arasinda
degiskenlik gosteren maserasyon siiresi sonucu ekstraktlarin CUPRAC testi ile antioksidan
madde miktarlar1 0.3254+0.0018-0.4254+0.0153 g TE/g arasinda tespit edilmistir ki, diger tiim
testlere (total fenolik, flavonoid, CERAC) uyumlu bir sekilde en yiikksek CUPRAC aktivitesi
maserasyonun 15. giliniinde Ol¢iilmiistiir. CUPRAC testi sonuglart CERAC testi sonuglarini
destekler nitelikte olup, 15. giinde antioksidan madde miktari maksimum seviye ulasmis olup
15. giinden sonra azalma gostermistir. Benzer sekilde Sarikaya vd. (2009) yaptiklar1 ¢alismada
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maserasyon yontemi kullanarak (1 giin) hazirladiklar1 Tirkiye orijinli monofloral propolis
orneginin antioksidan kapasitesini CUPRAC testi ile 0.692-1.410 1,000 umol TE/ g olarak
saptamislardir. Kaydedilen sonuglar arasindaki farkliliklarin 6rneklerin floral kaynaklari ile

birlikte isleme metotlar1 arasindaki farkliliklardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Tablo 13. Maserasyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin CUPRAC Degerleri (g TE/g)

Ekstraksiyon Parametreleri CUPRAC (g TE/g)
1.giin 0.3442+0.0034
2.giin 0.3598+0.0083
S.giin 0.3671+0.0071
10.giin 0.3749+0.0007
15.giin 0.4254+0.0153

20.giin 0.3796+0.0137
25.giin 0.3667+0.0019
30.giin 0.3254+0.0018

Mirodalga ekstraksiyonunda 50W, 100W, 200W, 400W ve 500W gii¢ seviyesi i¢in 2,
4,6, 8, 10 dk ‘lik siireler sonucunda CUPRAC testi ile ekstraktlarin antioksidan madde miktari
icin en yiiksek deger 0.5562+0.0256 g TE/g ile D5 uygulamasi icin Olgiilmiis olup bu
parametrede uygulanan gii¢ seviyesi i¢in (400W) ekstraksiyon siiresinin artmasina bagli olarak
antioksidan madde miktarinda artis oldugu goézlemlenmistir. Bu sonug¢lar mikrodalga
ekstraksiyonu kullanilarak elde edilen ekstraktlarda uygulanan diger test sonuglariyla yakin
benzerlik gostermektedir. Bu ekstraksiyon yontemi icin en diisiik CUPRAC degeri ise B4

uygulamasi i¢in elde edilmistir.
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Tablo 14. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin CUPRAC Degerleri
(g TE/g)

Ekstraksiyon Parametleri CUPRAC (g TE/ g)
Al 0.4695+0.013
A2 0.4000+0.0216
A3 0.4508+0.0151
A4 0.4344+0.0326
AS 0.4398+0.0293
B1 0.4771+0.0003
B2 0.4827+0.0319
B3 0.4907+0.0193
B4 0.3892+0.0258
B5 0.4145+0.0319
C1 0.4956+0.0439
C2 0.4559 +0.0361
C3 0.4393+0.0346
C4 0.479+0.0213
C5 0.4733+0.0053
D1 0.5014+0.0469
D2 0.5407+0.0161
D3 0.5513+0.0218
D4 0.5521+0.0130
D5 0.5562+0.0256
El 0.5122+0.0283
E2 0.4318+0.0193
E3 0.4498+0.0221
E4 0.5134+0.0334
E5 0.4522+0.006

Ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde %20, %40, %60, %80 genlik seviyeleri
icin 5 dk’lik siire sonucunda ekstraktlarn CUPRAC degerleri sirasiyla 0.4427 +0.0028,
0.4526+0.0078, 0.5014+0.0050, 0.5355+0.0394 g TE/g; 10 dk siire sonucunda 0.4510+0.0241,
0.4703+0.0497, 0.4928+0.0201, 0.5576+£0.0299 g TE/g; 20 dk’lik siire sonucunda
0.4876+0.0203, 0.5023+0.0233, 0.4224+0.0231, 0.6058+0.0484 g TE /g; 30 dk’lik siire
sonucunda 0.4960+0.0266, 0.4320+0.0336, 0.4427+0.0138, 0.5871 £0.0604 g TE/g; 60 dk’lik
stire sonucunda 0.5463+0.0065, 0.4885+0.0336, 0.5260+0.0371, 0.5635+0.0105 g TE/g olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar en yiiksek genlik seviyesi uygulandiginda yiiksek antioksidan
madde miktarinin elde edildigini gdstermistir. Calismamizdan farkli olarak Ozdal vd. (2018)
Tiirkiye’nin farkli noktalarindan toplanarak karisim haline getirilen propolisi ultrasonik su
banyosu kullanarak 30 dk ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktin CUPRAC degerini
1.1849 g TE/g olarak bizim sonuglarimiza gore daha yiiksek olarak Olgmiislerdir. Bu
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arastiricilar uyguladiklar diger antioksidan aktivite testlerine (DDPH, ABTS) gére CUPRAC

testinden daha ytiiksek sonuglar aldiklarini belirtmislerdir.

Tablo 15. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin CUPRAC Degerleri
(g TE/g)

Ekstraksiyon Parametleri CUPRAC (g TE/g)
F1 0.4427 £0.0028
F2 0.4510+0.0241
F3 0.4876+0.0203
F4 0.496+0.0266
F5 0.5463+0.0065
G1 0.4526+0.0078
G2 0.4703+0.0497
G3 0.5023+0.0233
G4 0.4320+0.0336
GS 0.4885+0.0336
H1 0.5014+0.0050
H2 0.4928+0.0201
H3 0.4224+0.0231
H4 0.4427+0.0138
HS5 0.5260+0.0371
K1 0.53554+0.0394
K2 0.5576+0.0299
K3 0.6058+0.0484
K4 0.5871 +0.0604
K5 0.5635+0.0105

DPPH testi sonuclari.

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen organik nitrojen
radikalidir (Huang, Ou, & Prior, 2005). Bu yontem dogal olarak elde edilen ekstraktlarla birlikte
propolis ekstraktlarinin antioksidan kapasitesini belirlemede c¢ok sik olarak kullanilan
yontemlerden birisidir (Jug vd., 2014; Mot, Dumitrescu, & Sarbu, 2011). Bu ¢aligmada farkl
yontem ve parametreler kullanilarak hazirlanan propolis ekstraktlarinin DPPH testi ile elde
edilen antioksidan madde miktar1 anlamli sekilde (p<0.05) farkliliklar gostermistir. Maserasyon
yontemi ile elde edilen 8 farkli propolis ekstraktinin antioksidan madde miktarlar
degerlendirildiginde 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 giinliik maserasyon siiresi sonucunda
ekstraktlarin DPPH degerleri sirasiyla 0.5415+0.0157, 0.5547+0.0007, 0.5908+0.0062,
0.6061+0.0022, 0.6437+0.0066, 0.5845+0.0076, 0.5739+0.0095 ve 0.5610+0.0036 g TE/g
olarak tespit edilmistir (Tablo 16). Transylvanian propolis 6rneginin DPPH degerleri 0.29-1.24

mmol TE/g ve Yunanistan'dan elde edilen propolislerin DPPH degerleri ise 0.33 ile 1.11 mmol
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TE/g propolis arasinda degismistir (Andrade vd., 2017). Farkli bir aragtirmada 6 giinliik
maserasyon uygulamasi sonucunda elde edilen 4 farkli propolis ekstraktinin DPPH metodu ile
antioksidan aktivite testleri sonucu bizim elde ettigimiz degerlerden daha diisiik bir sekilde
0.151-0.450 g TE/g arasinda Ol¢iilmiistiir (Yesiltas vd., 2014). Birbirine yakin maserasyon
stiresi uygulanmasina ragmen sonuglar arasinda elde edilen bu farklilik propolisten ekstrakte
edilen madde miktarinin sadece propolisin ekstraksiyon prosedoriine degil ayni zamanda

bolgesel orijinine bagli oldugunu isaret etmektedir.

Tablo 16. Maserasyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin DPPH Degerleri (g TE/g)

Ekstraksiyon Parametleri DPPH (g TE/g)
1.giin 0.5415 +0.0157
2.giin 0.5547 +£0.0007
S.giin 0.5908 +0.0062
10.giin 0.6061 +£0.0022
15.giin 0.6437 +£0.0066

20.giin 0.5845 +0.0076
25.giin 0.5739 +0.0095
30.giin 0.5610 +£0.0036

Mikrodalga yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin DPPH yontemi ile elde edilen
antioksidan madde miktarlar1 ise farkli zaman parametrelerinde 50W gilic seviyesinde
0.6287+0.0226- 0.4893+0.0291 g TE/g arasinda tespit edilmis olup en yiiksek deger 10 dk’lik
islem sonucunda; en diisiik deger ise 6 dk’lik islem sonucunda kaydedilmistir. 100W gii¢
seviyesinde en yliksek deger 0.6323+0.0204 g TE/g olarak 2 dk’lik siire sonucunda, en diisiik
deger ise 8 dk’lik islem sonucunda 0.5010+0.0113 g TE/g olarak belirlenmistir. 200W gii¢
seviyesinde ise en yiiksek deger 8 dk’lik siire sonucunda 0.5957 £0.0211 g TE/g olarak tespit
edilmistir. 400W ve 500W gii¢ seviyelerinin uygulandig1 durumda ise en yiiksek deger sirasiyla
10 (0.6870 +0,0058 g TE/g) ve 2 (0.6612 £0.0047 g TE/g) dk’lik ekstraksiyon sonucunda elde
edilmistir (Tablo 17). Benzer sekilde Hasan vd. (2014) Endonezya’nin bes farkli bolgesinden
toplanarak 800 W giicli kullanilarak 10 dk’lik ekstraksiyon siiresine maruz birakilarak
hazirlanan propolis ekstraktlarinin DDPH testi ile hesaplanan IC50 degerlerini 308.88+12-
4162.61+845.9 pg/mL olarak rapor etmislerdir.
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Tablo 17. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon ile Elde Edilen Ekstraktlarin DPPH Degerleri (g
TE/g)

Ekstraksiyon Parametleri DPPH (g TE/g)
Al 0.5163 +£0.0138
A2 0.5052 +0.0091
A3 0.4893 +0.0291
A4 0.5948 +0.0058
A5 0.6287 £0.0226
B1 0.6323 +0.0204
B2 0.6229 £0.0244
B3 0.5908 +£0.0178
B4 0.501 +£0.0113
BS 0.5600+0.0371
C1 0.5903 £0.0095
C2 0.5801+0.0106
C3 0.5685 £0.0069
C4 0.5957 +£0.0211
Cs 0.5747 £0.0055
D1 0.6034 +0.0065
D2 0.6798 £0.0076
D3 0.6608 +0.0015
D4 0.6621 £0.0240
DS 0.6870+0.0058
E1l 0.6612 £0.0047
E2 0.6590+0.0058
E3 0.6398 +£0.0164
E4 0.6238 +0.0237
ES 0.6242 +0.0015

Ultrasonik yontem kullanilarak elde edilen 6rneklerin DDPH degerleri 0.5435 +0.0142
ile 0.6209 +0.0036 g TE/ g arasinda tespit edilmis olup minimum deger F1 uygulamasi icin
maksimum deger ise K3 uygulamasi i¢in saptanmistir (Tablo 18). Diger antioksidan aktivite
testlerine bezer sekilde uygulanan genlik seviyesinin artirilmasina bagli olarak antioksidan

madde miktarinin arttig1 gézlemlenmistir.
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Tablo 18. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Sonucu Elde Edilen Ekstraktlarin DPPH
Degerleri (g TE/g)

Ekstraksiyon Parametleri DPPH (g TE/g)
F1 0.5435 +0.0142
F2 0.5680 £0.0015
F3 0.5881 +0.0011
F4 0.5841 +0.0146
F5 0.5841 +0.0065
G1 0.5877 £0.0015
G2 0.5881 +0.0047
G3 0.6163 £0.0120
G4 0.5868 +0.0007
G5 0.5828+0.0127
H1 0.5565 +0.0036
H2 0.5565 £0.0124
H3 0.5542 +0.0062
H4 0.5582 +0.0095
HS5 0.5654+0.0116
K1 0.5824 +0.0033
K2 0.5966 +0.0102
K3 0.6209 £0.0036
K4 0.6033 +0.0055
KS 0.5826+0.0058

Genel olarak test edilen yontemler degerlendirildiginde ise maserasyon, mikrodalga ve
ultrasonik destekli ekstraksiyon yoOntemlerinin tamami ic¢in en yiiksek madde miktarlar
CERAC yontemi ile elde edilirken en diisiik antioksidan madde miktart CUPRAC y6nteminin
kullanilmasiyla elde edilmistir (Sekil 13, 14, 15).
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Sekil 13. Maserasyon siiresinin toplam antioksidan kapasiteye etkisi.
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Sekil 14. Mikrodalga destekli ekstraksiyonunun toplam antioksidan kapasiteye etkisi.
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Sekil 15. Ultrasonik destekli ekstraksiyonunun toplam antioksidan kapasiteye etkisi.
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BESINCI BOLUM
Sonuc, Tartisma ve Oneriler

Bu tez calismasi kapsaminda Kiitahya ilinden elde edilen propolis Orneginin,
maserasyon, ultrasonik destekli ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri uygulanarak
farkli ekstraktlar1 elde edilmistir. Elde edilen eksraktlarin toplam fenolik ve flavonoid madde
iceriklerine ek olarak {i¢ farkli yontem (CERAC, CUPRAC, DPPH) ile antioksidan aktiviteleri

degerlendirilmistir.

Geleneksel ekstraksiyon yontem olan maserasyon kullanilarak elde edilen ekstraktlarin
toplam flavonoid madde miktarlar1 0.1502-0.2060 g QE/g; toplam fenolik madde miktarlar
0.3390-0.5430 g GAE/g; toplam antioksidan kapasiteleri ise CERAC testi i¢in 0.5440-0.7000
g TE/g, CUPRAC testi i¢cin 0.3254-0.4254 g TE/g, DPPH testi i¢in ise 0.5415-0.6437 g TE/g
olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore maserasyon yontemi i¢in en yiiksek toplam fenolik,
flavonoid ve antioksidan madde ekstrasksiyonu i¢in en uygun silirenin 15 giin oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 16). Ek olarak diger yontemlerle kiyaslandiginda calisilan 6rnekler
icerisinde en yiiksek fenolik madde igerigine sahip olan ekstrakt maserasyon yontemi ile elde
edilmistir. Genel olarak maserasyonun 15. giiniinden sonra bu siirede ektrakte edilen biyoaktif

madde miktarina kiyasla anlamli (P<0.05) bir diisilis oldugu saptanmustir.
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Sekil 16. Maserasyon yonteminin toplam fenolik, toplam flavonoid, cuprac, cerac, dpph
madde miktari {izerine etkisi.
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Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi sonucu ekstraktlarin toplam flavonoid madde
icerikleri 0.1174-0.2007 g QE/g, toplam fenolik madde miktarlar1 0.2657-0.4587 g GAE/g;
toplam antioksidan kapasiteleri ise CERAC testi i¢in 0.4734-0.8981 g TE/g, CUPRAC testi igin
0.4000-0.5562 g TE/g ve DPPH testi i¢in 0.4893-0.6870 g TE/g olarak belirlendi. Bu sonuglara
gore toplam flavonoid ve fenolik madde igerigi 400 W mikrodalga giiciinde en yiiksek 2 dk’lik
ekstrasiyon siiresi sonucu Ol¢lilmiistiir. Antioksidan madde miktar1 ise CERAC testi icin 400W
mikrodalga giiclinde 6 dk’lik ekstraksiyon siiresi ile; CUPRAC ve DPPH ‘da ise 400W giiciinde
10 dk’lik ekstraksiyon sonucunda maksimum olarak elde edilmistir (Sekil 17). Bununla birlikte
mikrodalga ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktlarda maserasyon ve
ultrasonik destekli yonteme gore daha yiiksek CERAC ve DPPH degerine sahip olan ekstraktlar
bulundugu gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglar ekstraksiyon parametrelerinin ekstrakte

edilmek istenen biyoaktif madde icerigi tiizerinde etkili bir faktér oldugu gergegini

desteklemektedir.
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Sekil 17. Mikrodalga yonteminin toplam fenolik, toplam flavonoid, cuprac, cerac, dpph
madde miktari tizerine etkisi.

Ultrasonik destekli yontem kullanilarak hazirlanan propolis ekstraktlarmin toplam
flavonoid igerikleri 0.1375-0.2188 g QE/g; toplam fenolik igerikleri 0.1497-0.3688 g GAE/g
olarak kaydedilirken CERAC, CUPRAC ve DPPH degerleri sirastyla 0.5722- 0.8397 g TE/g,
0.4224-0.6058 g TE/g, 0.5435-0.6209 g TE/g arasinda kaydedilmistir. Olgiilen bu degerlere
gore en yiiksek toplam flavonoid ve fenolik madde miktari sirasiyla %40 genlik-60 dk ve %60

genlik-5 dk’lik ekstraksiyon parametreleri sonucunda gozlemlenmistir. Bununla birlikte tim
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antioksidan aktivite testlerinde maksimum degerler ayn1 uygulama parametresinde (%80
genlik-20 dk) olgiilmiis olup sonuglar birbiriyle uyum gostermistir. Ayrica maserasyon ve
mikrodalga destekli yonteme kiyaslandiginda en yiiksek flavonoid madde icerigine sahip olan

ekstrakt ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilmistir.
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Sekil 18. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminin toplam fenolik, toplam flavonoid, cuprac, cerac,
dpph madde miktar1 iizerine etkisi.

Sonu¢ olarak, yasam kalitesini artirmak ve hastaliklar1 6nlemek amaciyla besin
takviyesi olarak kullanilan dogal {iriinlerin 6nemi son yillarda gittik¢e artmistir. Bu {iriinlerden
birisi olan propolis, bal arilar1 tarafindan bitkilerden toplanan ve kimyasal igerik bakimindan
olduk¢a karmasik yapiya sahip olan bir ar1 iirlintidiir. Propolis kiil, mum, biyoaktif bilesikler
ve polen karisimindan dolay1 alerjik reaksiyonlara neden olabilecegi i¢in ham olarak dogrudan
tikketilemez. Bu nedenle, propolisin biyoaktif bilesenlerini ortaya ¢ikarmak i¢in bir¢ok farkli
ekstraksiyon prosediirii kullanilmaktadir. Propolis ekstraksiyonunda en onemli amaglardan
birisi 0zellikle propolisin birgok biyoaktif 6zelliginden sorumlu oldugu bilinen fenolik
bilesikleri en iyi oranda ekstrakte edebilmektir. Bu noktada ekstraksiyon yontemi olduk¢a dnem

arz etmektedir.

Yapmis oldugumuz bu tez calismasi neticesinde geleneksel yontem olarak bilinen
maserasyon yontemine  kiyasla diger iki ~ yOntemin daha sofistike ve ~ pahali  aletler

gerektirdigini fakat daha kisa  zamanda ekstraksiyon islemini  gergeklestirildigini
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gozlemledik. Bununla birlikte propolisten ekstrakte edilmek istenen biyoaktif madde tiirline
bagli olarak da yontem verimlerinde farkliliklar oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin propolisin
ekstraksiyonu i¢in yliriitiilen standardizasyon calismalarina katki saglamasi1 beklenmektedir.
Bununla birlikte kimyasal igerigi (baglantili olarak biyoaktif 6zellikleri) bircok faktdre bagh
olarak oldukca degiskenlik gosteren propolisin ekstraksiyon yOnteminin standardize
edilebilmesi i¢in farkli bolgelerden daha fazla numune ve degiskenle calismaya gereksinim
duyulmaktadir. Boylelikle ulusal ve uluslararasi propolis standartlarinin olusturulmasi

saglanabilir.
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