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ONSOZ

Karsilagtigim zorluklar zamanimi alsa da karsiliginda bir o kadar degerli tecriibeler
kazanmami saglamistir. Bu olumsuzluklar, onlari ortadan kaldirmak ve ayni yolu
paylastigim bilim insanlarina ayn1 zamanda da bilime faydali olmam konusunda azmimi
daha da arttirmustir. Bizler ¢iktigimiz bu yolda ontimiize ¢ikan engelleri sadece kendimiz
icin degil ayn1 zamanda bizden sonraki nesiller i¢inde ortadan kaldirmay1 gérev edinmeliyiz.
Ancak bu diisiince ile ailemize, toplumumuza ve milletimize faydali birer birey olabilir,

bilime ve egitime katki saglayabiliriz.

Akademik siirecimin basindan itibaren nice zorluklarla karsilassam da Oniimdeki
yolun daha uzun ve getrefilli oldugu su gotiirmez bir gercektir. Bizler bu yolu ailemizin,

hocalarimizin ve arkadaslarimizin destegi ile kat edebiliriz.

Calismamin her bir adiminda vermis oldugu maddi ve manevi destegi ile yanimda
olan, bilgi ve tecriibeleri 1s181inda bu siireci en saglikli sekilde tamamlamami saglayan ve
bana bu siiregte yol gosteren saygideger danismanim Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI’ya

tesekkiirii borg bilirim.

Bu eserin olugmasinda tecriibeleri ve birikimleri ile destegini esirgemeyen Dog. Dr.
Zehra CAN hocama, deneysel ¢alismalarimda laboratuvarini kullanmama miisaade eden
Dog. Dr. Oktay YILDIZ hocama, gerek arkadasliklar1 gerekse ¢alismalarimdaki yardimlari
ile yanimda olan Hilal Ebru Cakir, Ceren Birinci ve Esra Birinci’ye siikranlarimi sunarim.
Calismam siiresince yardimlari ile ¢calismama deger katan Dr. ikbal Sarikaya ve Dr. Elif
Ayazoglu Demir hocalarima ve Melek Kaya’ya tesekkiirlerimi sunarim. Calismada
gelistirilen HPLC-PDA metodunun validasyon islemlerinde sagladigi yardimlardan dolay1

Sayin Emrah Kalyoncu’ya tesekkiir ederim.

Bu zamana kadar aldigim egitimler ve 6nlime ¢ikan engelleri asma konusunda sevgi
ve destekleri ile her an yanimda olan basta annem, babam, kardeslerim ve abilerim olmak
lizere tim aileme ve sevgisi ile destegini eksik etmeyen esim Cennet’e en igten

tesekkiirlerimi sunarim.

Yakup KARA
Trabzon 2020
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET
FENOLIK BILESIKLERIN RP-HPLC-PDA iLE ANALiZ YONTEMI
GELISTIRILMESI, VALIDASYONU VE ETANOLIK PROPOLIS OZUTLERINE
UYGULANMASI
Yakup KARA
Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2020, 101 Sayfa

Bal, polen ve propolis gibi ar1 iriinlerinin biyolojik aktif degerleri yapilarinda
bulunan polifenollerden ileri gelmektedir. Ar iriinleri i¢inde en yiiksek polifenol igeren
tiriin propolisdir. Propolis arilar tarafindan ¢i¢cek ve tomurcuklardaki reginelerin toplanmast
ve bazi enzimlerle islenmesiyle olusan dogal bir karisim olup kovanin savunmasinda rol
oynar. Kovanlardan kazimak suretiyle elde edilen ham propolis direk olarak tiiketilemez.
Etanolik ekstraklar1 seklinde degisik formiilasyonlarda islendikten sonra tiiketilmektedir.
Yapilan bu ¢alisma ile etanolik propolis ekstraklarinin hazirlanmasinda ve fenolik profilinin
tespit edilmesinde optimum sartlarin belirlenmesi amaglandi. %0 dan %100’e kadar farkli
yiizdeliklerde etanol/su karigimi kullanilarak en ideal ekstraksiyon ¢oziiciisii arandi. Toplam
polifenol (TP), toplam flavonoid (TF), toplam antioksidan (TA) kapasite ve briks
diizeylerine gore propolis Orneklerinin degerlendirmesi yapildi. Propolis ekstraklarinin
fenolik kompozisyonu kesinlik, dogruluk, LOD, LOQ ve % geri kazanim gibi validasyon
parametreleri dikkate alinarak 25 fenolik standart iizerinden HPLC-PDA sisteminde analiz
edildi. Sonug olarak optimum etanolik ¢oziicii ylizdesinin %60 ile %70 arasinda degisim
gosterdigi, ultrasonik ekstraksiyon isleminin verimi arttirdigi ve en ideal propolis-¢6ziicii
oraninin (g/v) 1:5 ile 1:10 araliginda degisim gosterdigi tespit edildi. Kullanilan ¢oziiciiniin
polaritesi arttik¢a fenolik asit miktarinin arttigi, buna karsin polarite azaldik¢a flavanoidlerin

miktar1 arttig1 tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Propolis, Ekstraksiyon, Antioksidan, Fenolik Bilesik, HPLC-PDA,
Validasyon
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Master Thesis

SUMMARY
DEVELOPING ANALYSIS METHOD OF PHENOLIC COMPOUNDS BY RP-HPLC-
PDA, VALIDATION AND APPLICATION TO ETHANOLIC PROPOLIS EXTRACTS
Yakup KARA

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2020, 101 Pages

The biological active values of bee products such as honey, pollen and propolis are
due to the polyphenols contained in it. The highest polyphenol-containing product among
the bee products is propolis. Propolis is a natural mixture formed by collecting the resins in
flowers and buds by bees and processing them with some enzymes and plays a role in the
defense of the hive. Raw propolis obtained by scraping from the hives cannot be consumed
directly. It is consumed after processing in different formulations as ethanolic extracts. With
this study, it was aimed to determine the optimum conditions for the preparation of ethanolic
propolis extracts and determination of the phenolic profile. The ideal extraction solvent was
searched using ethanol / water mixture in different percentages from 0% to 100%. Propolis
samples were evaluated according to total polyphenol (TP), total flavonoid (TF), total
antioxidant (TA) capacity and brix values. The phenolic composition of propolis extracts
were analyzed with the 25 phenolic standards in the HPLC-PDA system, considering the
validation parameters such as precision, accuracy, LOD, LOQ and % recovery. As a result,
it was determined that the optimum ethanolic solvent percentage varies between 60% and
70%, the ultrasonic extraction process increases the solubility and the most ideal propolis-
solvent ratio (g/v) varies between 1: 5 and 1:10. It was found that the amount of phenolic
acid increased as the polarity of the solvent used increased, whereas the amount of flavonoids

increased as the polarity decreased.

Key Words: Propolis, Extraction, Antioxidant, Phenolic Compound, HPLC-PDA,
Validation
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Tiirkiye cografi konumu ve iklim c¢esitliligi sayesinde genis bitki ortiisii ile arilar
icin vazgecilmez bir yasam alan1 sunmaktadir. Aricilikta Cin ve Arjantin’i takip eden
Tiirkiye bu konuda kendini gelistirmektedir (Can, 2014). Hem kendi yasam dongiileri hem
de bize sunduklar {iriinlerle arilar gegmisten giiniimiize insanlarin dikkatini ¢ekmislerdir.
Arilarin bu denli 6nemli olmasinda iirettikleri bal, polen, propolis, ar1 siitii ve bal mumu
gibi trlinlerin kimyasal yapisi, biyolojik 6zellikleri, farkli sahalarda uygulanabilirligi ve

alternatif tipta kullaniminin olmasi sayilabilir (Dogan ve Hayoglu, 2012; Kumova, 2002).

1.2. Propolisin Genel Ozellikleri ve Kimyasal Yapisi

Propolis kelimesi, arilarin kovanlarinin savunmasinda kullandiklarinin gériilmesi ve
eski Yunan dilinde pro (6n, girig) ve polis (sehir) anlamlarindaki kelimelerin birlesmesi
neticesinde ortaya c¢ikmistir. Propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan antibiyotik olarak
kullanilmistir (Kutluca vd., 2006). Giiniimiizde propolisin antibakteriyel, antifungal,
antiviral, anti-inflamator, anti-tilser ve antitimor, gibi yararli biyolojik aktivite gdstermesi
tip ve kozmetik alaninda kullanimini yayginlagtirmistir. Bu iirliniin iiretimine baktigimizda,
ciceklerin ve tomurcuklarin Koruyucu reginelerinin arilarin alt ¢eneleriyle kazinarak
toplanmasi, agizda nemlendirip yumusatilmasi, bazi enzimlerle etkilestirerek pelet haline
getirilmesi ve arka bacaklarinda bulunan polen sepetine aktarilmasi ile propolis iiretilmis
olur (Ghisalberti, 1979). Arilar propolisi kovanda bulunan delik ve catlaklari kapatmada,
petekleri tamir etmede, birbirlerine yapistirmada ve parlatmada, kovan girisini daraltmada,
cesitli ar1  hastaliklarindan  koloniyt  korumada  kullanir.  Arlar  propolisin
mikroorganizmalara etkisi sayesinde kovanda mantar ve bakteri canliligini en diisiik
seviyede tutar.

1960 yilinda propolis arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve kimyasal yapisinin
aydinlatilmasi, biyolojik aktivitesinin belirlenmesi, farmakolojik ve tedavi edici etkilerinin

arastirilmasi lizerinde ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir. Bu konuda ilk yayin 1978 yilinda



Ghisalberti tarafindan yapilmistir. Takip eden caligmalar propolisin kimyasal yapist ve
biyolojik aktivitesi hakkinda bilgiler ortaya koymustur. Propolisin etkin 6zelliklerinin yani
sira toplanmasinda, bal hasadin1 ve petekli balin pazar degerini dislirmesi gibi
dezavantajlardan dolay1 sikintilar yaganmaktadir. Son zamanlarda propolisin tip, kozmetik,
discilik ve bitkisel iiretim alanlarindaki kullaniminin sagladig1 yararlarin 6n plana ¢ikmasi
ile propolis liretimine dnem veren iilkelerde bulunmaktadir (Kumova, 2002).

Iyi kalitede bir propolis elde etmek i¢in propolisin nektar akimmdan sonra veya
yagisli mevsimin baslamasiyla toplanmasi gerektigini belirten arastirmacilar vardir.
Propolis iiretimi armin cinsine, iklime, bitki Ortiisiine ve tuzaklama mekanizmalarina bagh
olarak farklilik gosterebilir. Propolisin yapisinda elde edildigi bitki Ortiisiine bagli olarak
koku ve renk basta olmak tizere farkliliklar gozlenebilir (Dogan ve Hayoglu, 2012).
Propolisin yapisinda 180 farkli bilesik bulunmustur ve bu kimyasal ¢esitlilik bal arisinin
yasam ¢evresine bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Toplandig1 bitki drtiistiniin bilinmesi
propolis hakkinda bir standardizasyon olusturmada onemli yere sahiptir. Bal arilari
tarafindan toplanan propolisin kavak, disbudak, sogiit, hus, kestane, cam, kizil  agag,
koknar, kara agag, mese ve erik gibi en az 67 farkh tiirden elde edildigini belirtmistir
(Crane, 1990). Bitki tiirleri, propolisin yapisinda farkliliga sebep olmasindan dolay1
propolis besin maddeleri yoniinden zengin bir igerige sahip olmaktadir. Biinyesindeki
cesitli besin maddeleri sayesinde giinimiizde dogal bir ila¢ olarak Onemi daha iyi
anlasilmaktadir (Krell, 1996; Kumazawa vd., 2002; Crane, 1990).

Propolis re¢inenin kaynagima gore agik saridan koyu kahverengiye kadar degisen
renklerde olabilir. Propolis, 25-45 °C sicaklik araliginda yumusak, esnek ve ¢ok yapiskan
bir halde iken 15 °C’den az sicakliklarda kismen donmus haldedir. Artan sicakliklarda
yapiskanlig1 artarak 60-70°C’de sivi hale gecer. Ancak elde edildigi bdlgelerin farkl
olmasindan kaynakli olarak orneklerde erime noktasit 100 °C’yi bulabilmektedir (Krell,
1996; Dogan ve Hayoglu, 2012).

Propolisin kovandan elde edildigi gibi direkt kullanimi veya bilimsel olmayan
yontemlerle hazirlanip pazarlanmasi1  kullanicilar  i¢in  faydadan ziyade zarar
olusturabilmektedir (Banskota vd., 2001). Ham propolisin en énemli ¢6ziiciisii tibb1 amagh
kullanimlarda %70’lik etanol, kimyasal analiz amacli kullanimlarda ise %99’luk etanoldiir
(Pietta vd., 2002). Propolisin yapisinda bulunan O6nemli biyolojik aktiviteye sahip
bilesikler, alkol gibi ¢oziiciilerde hazirlanan ekstraktlardir. Giiniimiizde alkoliin yani sira

zengin bir bilesime sahip ve ¢oziicli olarak suyun kullanildigi ekstraktlar hazirlanmaya



calisilmaktadir. Alkolik ekstraktlarda tespit edilen bazi kimyasal maddeler Tablo 1°de

Ozetlenmistir (Kutluca vd., 2006).

Tablo 1. Alkolik propolis ekstraktinda tespit edilen bazi1 kimyasal maddeler

Kimyasal Bilesenler

Alkolik propolis ekstrakti

Flavonoidler, Krisin, Apigenin, Acacetin,
Quercetin,  Kaempferide, Kaemperol-7,4’-
dimethyl ether, Ermanin, 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),
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, eterik yaglar.

Farkl1 ¢oziiciilerde hazirlanan propolis ekstraktlarinda tespit edilen bazi bilesik

tiirleri ve adetleri Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Propoliste tespit edilen bazi bilesik tiirleri ve adetleri

Bilesik Tiirleri Tespit edilen bilesik adetleri
Flavonoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit Tiirevleri 2




Tablo 2’nin devami

Sinamil ve Sinamik Asit ile tiirevleri 14
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Sekuterpen ve Tiirevler 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpenve Triterpen Hidrokarbonlar 11
Steroller ve Steroid Hidrokarbonlar 6
Mineraller 22

Seker 7

Aminoasitler 24

Yapilan ¢alismalarda propolisin yapisinda Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi
elementler, B1, B2, B6, C ve E vitaminler ve yag asidi oldugu ortaya konulmustur. Ayni
zamanda siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit fosfataz

gibi enzimler icerdigi tespit edilmistir (Dogan ve Hayoglu, 2012).

1.3. Biyolojik Aktivitesi ve Apiterapik Olarak Onemi

Apiterapi, propolis, bal, polen, ar1 siitii ve ar1 zehri gibi ar1 {liriinleri ile yapilan bir
tedavi yontemidir. Antibiyotigin kesfinden once ar1 iriinleri dogal antibiyotik olarak
kullanilmaktaydi. Giiniimiizde hastaliklarin tedavisinde kullanilan sentetik ilaclarin
olusturdugu yan etkilerden, alerjik durumlardan ve bazi ilag etken veya katki maddelerine
olan direngten dolay1 dogal yontemlere yonelinmektedir. Tedavinin bitkisel yontemler ile
yapilmasi sonucu fitoterapi, ari iiriinleri ile yapilmasi sonucu apiterapi gibi alternatif tedavi
yontemleri gelismistir (Can, 2014).

Diinyada Cin, Misir ve Romanya gibi iilkeler basta olmak {izere hastaliklarin ar1
driinleri ile tedavi edildigi klinikler ve apiterapi merkezlerinin yayginligi artmaktadir.
Propolisin igerigine bakildiginda %50’sini recine ve zamks1 maddeler, %30’unu bitkisel
mumlar, %10’unu esansiyel yaglar, %5’ini polen ve %5’ini de organik bilesikler ve
mineral maddeler olusturmaktadir. Tamamen dogadan gelen propolis, yapisinda bulunan

cesitli polifenolik bilesikler, mineraller ve enzimler sayesinde antioksidan, antiviral,




antimikrobiyal ve anti-iflamatuar gibi biyolojik aktiviteler gostermektedir (Russell, 1983;
Bogdanov, 1997; Cook ve Saman, 1996; Hepsen vd., 1996).

Propolisin ana bilesenlerinden regineler; flavonoid, fenolik asit ve esterlerdir. Alkol
gibi organik c¢oziiclilerde ¢bziinen en 6nemli grubu flavonoidler olusturmaktadir. Fazla
miktarda pigment icermektedir. Ayn1 zamanda balda bulunan flavonoidlerden 25 kadari
propoliste de bulunmaktadir. Bu sebeple ari {irlinleri iginde balin yeri ve degeri
diisiiniildiiginde propolisin de azimsanmayacak bir degere sahip oldugu ortaya
c¢ikmaktadir (Maciejewicz, 2001; Maciejewicz vd., 2001). Propoliste bulunan
flavonoidlerden bazilart armin tiikriikk enzimleri ile yapisal degisiklige ugramaktadir.
Ayrica flavonoidlerin, g¢esitli bakterilere karst etkili oldugu, kan dolagiminda diizenleyici
rol stlendigi, iilsere karst etki gosterdigi, salgi sistemini diizenledigi ve mide yaralarini
azalttig1 ortaya konulmustur (Kutluca vd., 2006). Propolisde farmakolojik aktivite sahip
bilesenlerden en 6nemlileri flavanoidlerden olan flavon, flavanol ve flavanonlar ile gesitli
fenolikler ve aromatiklerdir. Hiicre yenileme ve onarma, bakteri ve mantara karsi etkiler
diisiiniildiiginde propolisin en yaygin kullanim alanim1 dermatoloji ve kozmetik
uygulamalar1 olusturmaktadir. Ar siitii ve E vitamini ile kullaniminda cildi besleyici ve
temizleyici 6zelligi goriilmektedir. Kozmetikte krem, burun spreyi, losyon, sampuan, dis
macunu ve sabun gibi genis bir liriin yelpazesinde kullanilmaktadir (Lejeune vd., 1988;
Erdem, 2002). Gida firiinlerinde propolisin kullanimi ile gidanin raf Omriine katki
saglanabilmekte ve bu da propolisin antimikrobiyal 6zelligine baglanmaktadir. Propolisin
viriis, mantar, bakteri ve mikroorganizmalara etkisi incelenmigstir. Genellikle gram pozitif
bakterilerin propolise karsit daha hassas oldugu gézlenmistir (Dogan ve Hayoglu, 2012).
Fenolik maddeler gida sanayinde kullanildig1 gibi farmakolojide de genis kullanim alanina
sahiptir. Ilag sanayinde 6zellikle antimikrobiyal dzelliginden faydalanilmaktadir. Bununla
beraber propolis antibakterial, antiviral, antiseptik, antifungal ve antibiyotik 6zellikleri ile
de kullanildig1 bildirilmektedir. Sentetik antibiyotiklerde goriilen direng ile karsilagilmasi
propoliste goriilmemektedir. Bununla birlikte yararli bakterilere de olumsuz bir etkisinden
bahsedilmemektedir. Propolisin genis spektrumlu bir antibiyotik etkiye sahip oldugunu
soyleyebiliriz (Bankova vd., 1983; Krell, 1996; Erdem, 2002; Kumova, 2002).

Farkli bolgelerden toplanan propolislerin birbirinden farkli kimyasal yapiya sahip
olmas1 benzer etkiye sahip olmamalarin1 gerektirmez. Aksine propolislerin benzer
biyolojik aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir. Clinkii propolisin birincil gorevi koloniyi

enfeksiyonlardan korumaktir. Bu sebeple hem antibakteriyal hemde antifungal 6zellik



gostermektedir. Bu da propolisin antimikrobiyal etkisinin neden bu kadar ¢ok ¢alisildiginin
cevabi olabilir.

Propolis kullanimi son zamanlarda tiiketicinin bu iirline marketlerde rahat ulagimi
sayesinde artmustir. Kapsiil, tablet, graniil, bogaz pastilleri, ¢iklet gibi propolis iiriinlerini
tedarik etmek kolay olsa da propolisin kimyasal bilesimi tam olarak aydinlatilamamis ve
standardizasyonu heniiz gergeklestirilememistir. Propolisin antibakteriyal ve antioksidan
etkisinden dolay1 apiterapide, ilacta, kozmetikte ve gida sektdriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kullanim alaninin genis oldugu goriilen propolisin iiretim teknikleri ile

ilgili verimli ve yeterli ¢calismalarin olmadig1 goriilmektedir.

1.4. Antioksidanlar

Canliligin vazgecilmezi olan oksijen alinan besin molekiilerinin yakilmasinda
kullanilir. Oksijen metabolizmaya yiiksek oranda solunum ile alinir ve oksitleyici 6zelligi
sayesinde yasam icin gerekli olan enerji ve diger sekonder metabolitlerin olusumunu
saglar. Oksijenin tam indirgenmesi ile su molekiilii olusurken, indirgenme tam olmazsa
stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi serbest oksijen radikalleri olusur.
Serbest radikaller, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunduran atom veya molekiillerdir.
Bu atom veya molekiiller yiiksek oranda reaktif ve kisa dmiirliidiir. Aktif halde olan bu
radikaller hiicrede protein ve lipid gibi bir¢ok biyomolekiile zarar vererek kanser, damar
tikaniklig1 gibi pek ¢ok hastaligin patolojisinde 6nemli rol oynar (Tsao ve Deng, 2004;
Halliwell vd., 1992; Ulusoy, 2010).

Oksitleyici 0zellik gdsteren serbest radikallerle reaksiyona girerek oksidan 6zelligi
durduran veya yavaslatan maddelere antioksidan madde denilmektedir (Young ve
Woodside, 2001). Serbest radikallerin bu zararli etkilerinden korunmak igin endojen ve
eksojen antioksidan maddeler bulunmaktadir (Thomas, 1995; Blomhoff, 2005). Endojen
antioksidanlar canli viicudunda var olan molekiillerdir. Bunlar enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak iki smifa ayrilir (Eu vd., 2000). Enzimatik olanlara,
siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz Ornek verilebilirken enzimatik
olmayan antioksidanlara ise, rediikte glutatyon (GSH), bilirubin, ferritin, seruloplazmin,
melatonin, sistein, transferrin, haptoglobiilin ve irik asit 6rnek verilebilir. Eksojen
antioksidanlar ise besinler araciligiyla viicuda alinan a-tokoferol ve askorbik asit gibi
vitaminler ile fenolik maddelerdir (Kolayl1 ve Keha, 1999; Sahin, 2014)



1.5. Antioksidan Savunma Sistemi

Mitokondrial oksijen hareketleri metabolizmadaki oksidan-antioksidan dengeyi
bozan 6nemli endojen kaynaklardir. Yiiksek diizeyde oksijene maruziyet litik enzimlerin
aktivitelerini arttirir. Hava kirliligi, stresli yasam ve sigara gibi aligkanliklar antioksidan
savunma sisteminin zayiflamasina sebep olur. Bunun sonucunda hiicre hemeostazi
oksidanlar lehine kayar (Diindar ve Aslan, 1999). Dengenin oksidanlar lehine kaydig: bir
sistemde oksitleyici olan serbest radikaller serbest olmayan radikalleri etkileyerek yeni
radikallerin olusmasina sebep olur (Halliwell vd., 1995).

Serbest radikalleri tutma ve stabil hale getirme 6zelligi gostererek oksidanlarin
neden oldugu yikici reaksiyonlar1 durduran veya yavaglatan maddelere antioksidan madde
denir. Mekanizmalarina gore antioksidanlar ikiye ayrilir (Koca ve Karadeniz, 2003; Elliott,
1999). Var olan radikallerle reaksiyona girerek zararli formlar olusturmasini engelleyen
atioksidanlar, birincil antioksidanlardir. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
katalaz gibi enzimler serbest radikalleri temizleme etkinligindedir. Serbest radikallerin bu
enzimler sayesinde protein, lipid ve deoksiribo niikleik asit gibi biyomolekiillere zarar
vermesi onlenmis olur (Koca ve Karadeniz, 2003; Diplock, 1998). Serbest radikalleri tutan
ve radikal zincir reaksiyonlarin1 bozan E ve C vitaminleri, {irik asit ve polifenoller gibi
bilesikler ise ikincil antioksidanlar olarak siiflandirilir (Koca ve Karadeniz, 2003; Ou vd.,
2002).

1.6. Fenolik Bilesikler

Bitkiler cesitli sekonder metabolitler ile kendilerini zararli canlilara kars1 korurlar
(Saldamli, 2007). Bitkilerdeki bu sekonder metabolitlerden en Onemlileri besinlere
organoleptik ozellik saglayan fenolik bilesikler ve polifenollerdir (Fabre vd., 2001;
Borbalan vd., 2003; Fang vd., 2007). Benzen halkasina bir hidroksil grubunun bagli olmas1
ile fenol, birden fazla hidroksil grubunun bagli olmasi ile polifenol olarak adlandirilan
bilesiklere fenolik bilesikler denir. Benzen halkasindaki hidroksillerde bulunan hidrojenin
kararsiz olmasindan dolay1 fenolik bilesikler hidrojen kaybetme eyilimde olduklarindan
zayif asidiktirler. Fenolik bilesiklerin yapilarindaki hidroksil hidrojeninin birini kaybetmesi
ile fenolat anyonu olusur ve bu anyonun sudaki ¢oziiniirliigii yiiksektir (Vermerris ve

Nicholson, 2006). Fenolik bilesikler bitkilerin 6nemli bir bilesenidir ve 5000’den fazla



fenolik bilesigin oldugu bilinmektedir (Pyrzynska ve Biesaga, 2009). Fenolik bilesikler
bitkilerin ¢i¢ek, tohum, meyve, gévde ve kok kisimlarinda sentezlenen dogal maddelerdir
(Wollgast ve Anklam, 2000). Bitkilerin sentezledikleri fenolik bilesikler, fenolik asit ve

flavonoid olmak iizere iki grupta incelenir.

1.6.1. Fenolik Asitler

Sinnamik ve benzoik asitlerin hidroksillenmesi ile olusan fenolik asitler bitkilerde
onemli miktarlarda bulunur. Fenolik bilesiklerin alt grubu olan fenolik asitler antioksidan
Ozellige sahip molekiillerdir. Serbest halde bulunmayan fenolik asitler organik asit veya
seker esteri seklinde formundadir. Fenolik asitlerin karboksil gruplar ile karbohidratlar,
aminoasitler veya proteinler reaksiyona girebilir ve amino bilesikler ile amidleri, alkol
bilesikleri ile fenol esterleri olustururlar (Akytiz, 2011). Fenolik asitlerden vanilik asit,
salisilik asit, p-hidroksibenzoik asit ve gallik asit hidroksi benzoik yapisinda olan
bilesiklerdir. Fenilpropan yapisinda olan sinnamik asitlerden ¢ok az1 serbest halde bulunur.
Cogunlukla kafeik asit ve onun ester tiirevi hali olan klorojenik asit ve ferulik asit
formunda bulunan sinnamik asit tiirevleri en yayginlaridir (Can, 2014). Fenolik asitlerden

bazilar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Fenolik asitlerden bazilarina ait yapisal gosterimler

Fenolik asit kokii Ortak kimyasal yap1 Tiirevlenmis yapidaki fenolik asitler
0 -R1 -R2 -R3 -R4 -Rs
. . . Kafeik Asit -H -H -H -OH -OH
Hidroksisinnamik | - Rs "N |FerulikAsit -H -H -H -OH -CH
Asitler Fl{ Izoferulik Asit -H -H -H -OCHs-OH
| p-Kumarik Asit -H -H -H -OH -H
- R R
(C6-C3) * ? o-Kumarik Asit -H -OH -H -H  -H
Rs Sinapik Asit -H -H -OCHs3;-OH -OCHgs;
o OH -R1 -R2 -Rs
. . . Gallik Asit -OH -OH -OH
Hidroksibenzoik Protokatekuik Asit -OH  -OH  -H
Asitler p-OH Benzoik Asit -H -OH -H
m-OH Benzoik Asit -OH -H -H
(Ce-C1) Rs Rt | Vanilik Asit LOCH; -OH  -H
Rz Siringik Asit -OCH; -OH -OCHg




Tablo 3’iin devami

0
-R1 -R2 -R3 -R4 -Rs
. o Rs AN Klorojenik Asit KA -H -H -OH -OH
Hidroksisinamik ¥ | izoklorojenik Asit KA -H -OH -OH -H
Asit Tiirevleri Ry Kaftarik Asit TA -H -H -OH -OH
R Rz Kutarik Asit TA -H -H -OH -H
Ry Fertarik Asit TA -H -H -OH -OCHs

*KA: Kuinik Asit, TA: Tartarik Asit
1.6.2. Flavonoidler

Bitkilerde bulunan fenolik biseliklerden ikincisi olan flavonoidler ikincil
metabolitlerdir. Bu tiir bilesikler bitkinin organoleptik ozelliklerinden sorumludurlar
(Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Ulusoy, 2010). Bu bilesikler bitkinin biiylime,
gelisme ve zararh etkilere kars1 savunma mekanizmasini olusturan bitki pigmentleridir. Bu
etkilerin yan1 sira farmokolojik, anti-alerjik, anti-mikrobiyal, antioksidan, anti-fungal, anti-
inflamatuar 6zelliklerinin oldugu ¢alismalarda bildirilmistir (Havsteen, 2002; Hallag,
2009). Flavonoidler iki aromatik halka arasinda bir oksijen igeren heterosiklik bir orta

halkanin bulundugu difenilpropan yapisinda bir bilesiktir (Sekil 1).

Sekil 1. Flavonoidlerin genel yapist

Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil gruplar reaktif olduklart i¢in hizli bir sekilde
glikozillenir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Nizamlioglu ve Nas, 2010). Bitkilerde
glikozit formunda ve hiicre 6z suyunda ¢6ziinmiis olarak bulunurlar. Flavonoid familyasi

4000°den fazla bilesigi blinyesinde barindirir (Casagrande ve Darbon, 2001). Flavonoidler
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yapisal olarak antosiyanidinler, flavonlar ve flavonollar, flavanonlar, kateginler /
l6ykoantosiyanidinler ve proantosiyanidinler (kondense tanenler) olmak iizere 5 gruba

ayrilirlar (Saldamli, 2007).

1.6.2.1. Antosiyanidinler

Dogada serbest halde bulunmayan antosiyanidinler sekerlere glikozidik olarak
baglanmis haldedir ve sekerle olan baglanmasina gore siniflandirilirlar (Shahidi ve Naczk,
1995). Antosiyanidinlerdeki seker gruplar1 genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinoz
sekerleridir. Bununla birlikte ferulik asit, kafeik asit veya p-kumarik asit gibi fenolik
asitlerler agillenmis olarakta bulunabilirler (Shahidi ve Naczk, 1995; Francis, 1985;
Kurilich vd., 2005). Antosiyanidinlerin aglikon kismindaki hidroksil gruplar arttikga renk
maviye, metilester gruplar arttik¢a da renk kirmiziya donmektedir (Akalin ve Anli, 2011).
Bitkiye kirmizi, mavi, turuncu gibi rengini veren renk pigmentleridir ve suda ¢oziinebilirler
(Hulme, 1971). Antosiyanidinlerin genel yapisi ve bazi antosiyanidin tiirevi bilesikler

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Antosiyanidinler ve baz1 antosiyanidin tiirevi bilesikler

Antosiyanidinlerin genel yapisi Bazi1 antosiyanidin tiirevi bilesikler

Delfinidin

Malvinidin

oH
O Pelargonidin
o
O = ry Peonidin
/ oH

Petunidin

Ry

HO

OH

Siyanidin

1.6.2.2. Flavonlar ve Flavonollar

Orta halkadaki iiclincli karbonda bulunan grubun hidrojen veya hidroksil olmasi
bilesigin flavon veya flavonol oldugunu belirler (Cemeroglu vd., 2001). Antosiyanidinlere
benzer sekilde yapilarinda seker bulundururlar ve monosakkarit, diksakkarit veya
trisakkarit formlarinda goriilebilirler (Saldamli, 2007). Flavon ve Flavonollarin kimyasal

yapilar1 ve bazi tiyeleri Tablo 5’te verilmistir (Cemeroglu, 2009).
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Tablo 5. Flavon ve Flavonollarin kimyasal yapilar ve bazi tiirevleri

Flavon ve Flavonol genel yapisi Bazi Flavon ve Flavonol tiirevi bilesikler

Flavon: Apigenin, Krisoeriol, Luteolin, Trisin

Flavonol: Isoramnetin, Kamferol, Kuersetin,

Mirisetin

1.6.2.3. Flavanonlar

Flavanonlar1 flavonlardan ayiran en 6nemli ozellik ortadaki halkada cift bagin
olmamasidir. Dogada glikozit formunda bulunan flavanonlar turunggillerde bolca
bulunurlar (Cemeroglu, 2009). Flavanonlara ait genel kimyasal yap1 ve bazi flavanon

tirevi bilesik Tablo 6’da verilmistir (Nibbs ve Scheidt, 2012).

Tablo 6. Flavanonlarin genel yapisi ve bazi flavanon tiirevi bilegikler

Flavanon genel yapisi Bazi flavanon tiirevi bilesikler

R, . .
Naringenin

OH

l R

Eriodictyol

HO l o
oH o Hesperetin

1.6.2.4. Katesinler ve Loykoantosiyanidinler

Kimyasal yapisi lavon-3-ol seklinde olan katesinler tiglincii karbon atomunda bir
hidroksil grubu igerirler. Gidalarda bolca bulunan katesinler flavonoid biyosentezinde
olusan renksiz bir ara {iriindiir. Yapisinda iki tane kiral karbon atomu olan katesinlerin dort
izomeri vardir. Katesinlere ait genel kimyasal yap1 ve bazi katesin tiirevi bilesik Tablo 7°de
verilmistir (Sahin, 2014).
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Tablo 7. Katesinlerin genel yapis1 ve bazi katesin tiirevi bilesikler

Bazi1 katesin tiirevi

Katesinlerin genel yapisi
bilesikler

(-)-Epikatesin

(-)-Epigallokatesin

(-)-Epigallokatesin

(+)-Gallokatesin

1.6.2.5. Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler)

Katesinler kimyasal veya enzimatik olarak oksijenle reaksiyonu sonucu kondense
olarak proantosiyanidinleri olustururlar (Saldamli, 2007). Bu reaksiyon ile flavon-3-ol
yapisinda kimyasal ve enzimatik olarak dimer, oligomer ve polimerlere kondensasyon
gerceklesir. Kondensasyon epikatesin/katesin ile oluyorsa  prosiyanidin,
katesin/gallokatesin ile oluyorsa prodelfinidin denir. Bitkisel tirtinlerde proantosiyanidinler
(-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlar1 halinde goériilmektedir (Nizamlioglu ve Nas,

2010; Can, 2014). Proantosiyanidinlere ait kimyasal yap1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Proantosiyanidinlere ait kimyasal yap1

Proantosiyanidinlere ait kimyasal yap1

HO OH
7 ° —

HO OH

R=H: Prosiyanidin

| R=OH: Prodelfinidin
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1.7. Kromatografi

IIk olarak Rus botanik¢i Mikhail Tswett (1903) tarafindan bitkilerdeki renkli
pigmentlerin birbirinden ayrilmasinda gordiigiimiiz kromatografi, kimyasal maddelerin
ayrim, tanimlama ve tayini i¢in kullanilan analitik bir yontemdir. Tswett kullanmis oldugu
kolonda renkli bandlar gormesinden dolayr bu yodnteme renk anlamina gelen
“chromatography” adim1 vermistir (Skoog vd., 2017; Ettre, 2003; Ulusoy, 2010).
Kromatografi yonteminde hareketli ve sabit olmak ftizere iki faz vardir. Karigimdaki
bilesenler kolondan gegcirilir ve bu iki faz ile etkilesime bagli olarak go¢ hizlarina gore
ayrilirlar. Kat1 veya kati {izerine emdirilmis sivinin ya kolon igine doldurulmasi veya diiz
zemin iizerine yayilmasi ile olusan faza sabit faz denir. Ayrilmasi istenen bilesen hareketli
faz olarak sivi, gaz veya siiperkritik bir akiskan igerisinde sabit faz boyunca tasinir
(Ulusoy, 2010). Ayrilacak olan bilesenlerin sabit ve hareketli faz ile olan etkilesimleri
birbirinden farkli olacagindan go¢ hizlart da farkli olur ve bilesenlerin ayrim, tanimlama ve
tayin islemi yapilmis olur (Skoog vd., 2017; Akyiiz, 2011).

Kromatografik yontemler ayrilma mekanizmasina, uygulama bi¢imine ve fazin
tirine gore i¢ farkli sekilde siniflandirilirlar. Tablo 9°da kromatografik yontemlerin
siiflandirilmalart verilmistir. Ayrilma mekanizmasina gore bakildiginda adsorpsiyon
kromatografisi, partisyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon

kromatografisi ve afinite kromatografisi sayilabilir.

Tablo 9. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Siniflandirmalar Ornek kromatografi tiirleri

Adsorpsiyon Kromatografisi
Partisyon (Dagilim) Kromatografisi
Ayrilma mekanizmasina goére Iyon Degisim Kromatografisi

Jel Filtrasyon (Boyut Eleme) Kromatografisi

Afinite Kromatografisi

VIV V V VYV VY

Diizlemsel Kromatografi

e Kagit Kromatografisi

Uygulama bigimine gore e ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
» Kolon Kromatografisi

e Gaz Kromatografisi (GC)
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Tablo 9’un devami

o Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

Hareketli fazin tiiriine gore » Siv1 Kromatografisi
e  Sivi-sivi Kromatografi
e Sivi-Kat1 Kromatografi
» Gaz Kromatografisi
e (Gaz-Kati Kromatografi

e Gaz-Sivi Kromatografi

» Siiperkritik Akiskan Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisinde ayrilacak bilesenlerin sabit faz {izerine tersinir
olarak adsorplanmasi temel prensiptir. Sivi olan hareketli faz sabit faz {izerinden gecerken
ayrilacak bilesenlerin farkl: ilgilerine gore ayirir. Bilesenlerdeki fonksiyonel tiir ve sayisi
sabit fazla ile olan etkilesimin derecesini belirlemektedir (Trathnigg vd., 2004).

Partisyon kromatografisine baktigimizda sabit faz kat1 bir yiizey iizerine kaplanan
bir stvidir. Ayrilacak bilesenler sivi olan sabit faz ile yine sivi olan hareketli faz arasindaki
etkilesimlerine bagli olarak farkli oranlarda dagilim gosterirler ve ayrimlar1 yapilir. Sabit
fazla etkilesimi fazla olan bilesen sistemde daha fazla zaman gecirirken etkilesimi zayif
olan bilesen daha az zaman gegirir ve sistemi terk etmelerine gore ayrimlar1 yapilmis olur.
Partisyon kromatografisinde ayrim giicii sabit faza, hareketli faza ve ayrilacak olan
bilesenin polaritesine bagli olarak degisir (Skoog vd., 2007).

Iyon degisim kromatografisine baktifimizda ise sabit fazda yiizeye tutturulmus
iyonlar ile ayrilacak analitteki iyonlarin iyon yiiklerine gore yer degistirerek ayrilmasi
islemidir. Analizi yapilacak iyonun anyon veya katyon olmasina gore yiizeye tutturulan
iyonlarm yiikleri de degisir. Iyonik halde bulunan veya ortamin pH’sina gére iyonlasabilen
maddelerin analizi bu yontemle yapilabilir. Ayrilacak olan bilesenlerin alikonma siiresi
tizerine hareketli fazin pH’s1 6nemli derecede etkilidir. Ayrilacak bilesen ile sabit faz
arasindaki baglanma ve elektrostatik etkilesim ne kadar giiglii olursa alitkonma siiresi de o
kadar artar (Meyer, 2013; Snyder vd., 2012).

Jel filtrasyon kromatografisinde ise molekiil agirligi yiiksek olan maddeler igin
gelistirilmis bir yontemdir. Poliakrilamid veya polisakkarit jel boncuklar: ile doldurulmus
kolondan gegirilen ayrilacak bilesenlerin sabit faz dolgu maddesini olusturan molekiiller

arasinda gecirdikleri zamanin farkli olmasina goére ayrimi yapilir. Ayrilacak bilesenlerin
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kolonda gecirdikleri zaman molekiil agirliklar ile ters orantilidir. Clinkii diisiik molekiil
agirliklt bilesenler dolgu maddesi arasinda daha fazla zaman gegirecek ve kolonu daha geg
terk edecektir (Skoog vd., 2017).

Afinite kromatografisi bir protein ve onun ligandi arasindaki protein-ligand
etkilesimini baz alarak gelistirilmis gilincel bir yontemdir. Proteine o6zgiil baglanma
Ozelligindeki ligand bir jel matrikse baglanarak sabit faz olusturulur. Bu sayede sabit
fazdaki ligandin spesifik etki gosterdigi protein kolondan gegirildiginde kolonda tutulur ve
karisimdan ayrimi yapilmis olur. Hareketli fazin pH’s1 ve bilesimi degistirilerek kolona
tutturulmus olan protein eliie edilir (Sewell vd., 1987).

Uygulama bi¢imine gore siniflandirildiginda hareketli ve sabit faz arasindaki
temasin tiiriine gore diizlemsel ve kolon kromatografisi olarak ikiye ayrilir. Kolon
kromatografisi sabit fazin bir kolon icine yerlestirildigi ve hareketli fazin bu kolondan
gecirilmesi ile uygulanir. Diizlemsel kromatografide bir plaka veya kagit iizerine
tutturulmus sabit faz bulunur ve hareketli faz yercekimi veya kapiler etki ile sabit faz
arasindan ilerler (Koyunoglu, 2008). Bu temel prensipler iizerine gelistirilmis afinite ve
yiiksek performansli siv1 kromatografisi gibi kolon kromatografi yontemleri ve ince tabaka
kromatografisi gibi diizlemsel kromatografi yontemleri vardir.

Hareketli fazin tiirine gore kromatografiyi ti¢ sinifa ayirabiliriz. Bunlar sivi
kromatografisi, gaz kromatografisi ve siiperkritik akiskan kromatografisidir (Skoog, 2017).

Bu yontemlerde hareketli fazin tiirii yapilan kromatografiye adin1 verir.

1.7.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Biyolojik, farmakolojik, besinsel, ¢evresel ve endiistriyel 6rneklerindeki organik ve
inorganik bilesiklerin ayrim, tanimlama ve tayininde kullanilan tekniklerden en 6nemlisi
yiiksek performasnli sivi kromatografisidir (Ulusoy, 2010; Erdik vd., 2013). Bu
kromatografi yonteminde sabit faz ince bir kolon igerisine doldurulmustur ve hareketli faz
basing altinda kolondan gecirilir. Ayrilacak olan bilesikler sabit fazla farkli oranlarda
etkilesime girerler ve bu sayede kolonda alikonma zamanlar1 farkli olur. Kolondan farkli
zamanda ayrilarak birbirinden ayrilmis ve tayinleri yapilmis olur. Standart bir yiiksek
performans sivi kromatografi cihazi mobil faz rezervuari, pompa, enjektor, kolon, dedektor

ve kaydediciden olusur (Sekil 2) (Yazici, 2013).
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Sekil 2. Yiiksek performansli sivi kromatografisi sematik gosterim

Yiiksek performansli sivi kromatografisinde hareketli faz olarak genellikle iki veya
daha fazla ¢6ziicii sistem kullanilir. Coziiciilerin tiirli ve yiizde oranlar1 ayrimin ve analizin
verimini arttirmak i¢in uygun sekilde ayarlanir. HPLC’de hareketli faz1 olusturan ¢oziicii
sisteminde hava kabarcigr bulunmamali varsa degazer kullanimi gibi farkli islemlerle
giderilmelidir. Analiz iki veya daha fazla ¢oziicii sistem kullaniliyorsa optimum analiz i¢in
gradientli programlar hazirlanir. Analizin baglamasi ile programda belirtilen ¢oziicii
ylizdelerindeki degisim disinda hareketli fazin akis hizi degistirilemez. Yiiksek
performansin elde edilmesinde onemli bir etken hareketli faza kolonda ilerledigi siirece
pompa ile basing uygulanmasidir. Bu sayede hem akis hizi sabitlenmis olur hem de ayrim
verimi giiclendirilmis olur. Uygulanacak olan akis hiz1 kolonun i¢ ¢apina gore belirlenir ve
kolonun i¢ ¢ap1 diistilkge akis hizinin da diisiiriilmesi gerekir. Tiim bunlar goz 6niinde
bulunduruldugunda 0.5-5 ml/dk akis hizi ve 400 bar basinca kadar ¢alisabilecek HPLC
sistemleri gelistirilmistir (Skoog, 2017; Akytiz, 2011).

HPLC sisteminde enjeksiyon initesi Ornegin sisteme verildigi kisimdir. HPLC
sistemlerinde manuel enjeksiyon ve oto-enjeksiyon olmak iizere iki ¢esit enjeksiyon sekli
vardir. Manuel enjeksiyon sistemleri giiniimiizde kullaniminin getirdigi dezavantajlardan

dolay1 yerini oto-enjeksiyon sistemlerine birakmistir. Manuel enjeksiyonda 6rnek bir
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enjektor yardimi ile enjeksiyon sistemindeki valfa aktarilir ve kolona gonderilir. Oto-
enjeksiyon sistemlerinde ise cihazda bulunan oto-6rnekleyicideki enjektor drnegi drnek
viallerinden otomatik olarak alir ve kolona gonderir (Dursun, 2011).

Ayrimi yapilacak olan bilesenlerin 6zelliklerine gore HPLC sisteminde kullanilacak
olan tekniklerde farklilik gdsterir (Linsay, 1987). HPLC sistemleri genellikle dagilma
kromatografisi prensibi {lizerine caligmaktadir. Dagilma kromatografisinde hareketli ve
sabit fazin polariteleri analizde temel prensibi olusturur. Polar 6zellikteki bilesiklerin
analizi yapilacagi zaman sabit faz polar, hareketli faz ise apolar veya az polar olmalidir.
Uygulanan bu yonteme normal faz sivi kromatografisi denir. Ters faz sivi kromatografi
yonteminde ise sabit faz apolar, hareketli faz ise polar 6zellikte ¢oziiciiden olusur. Bu
yontemde analiz edilecek olan bilesikler sabit faza apolar kisimlar1 ile baglanirken polar
karakterdeki bilesenler polaritelerine gore kolonu terk ederler. Kolondan eliie edilme
siralarina gore ayrimlart yapilmis olur. Normal faz ve ters faz kromatografilerde temel
prensip sabit fazin polaritesine yakin olan maddenin kolonda fazla zaman gegirmesi,
hareketli fazin polaritesine yakin olan maddelerin ise kolonu terk etmesi iizerine kurlurdur.
Ters faz sivi kromatografisi en yaygin kullanilan yontemdir. Ters faz kromatografisinde
kullanilan kolonlar silika jellerden modifiye edilmis oktil (Cg) ve oktadesil (Cais)
kolonlardir (Akytiz, 2011).

Kolonu terk eden eliientler bir diger HPLC sistem parcasi olan dedektore gider ve
dedektdr analitin alikonma zamani ve miktarina bagl olarak sinyaller iiretir. Uretilen
sinyaller zamanin fonksiyonu olarak kromatogram tiizerinde pikler halinde kaydedilir.
HPLC sistemlerinde kullanilabilen 12 dedektoér bulunmasina ragmen en sik olarak UV
dedektorti, fotodiyot dizisi (PDA) dedektorii, refraktif indeks dedektorii, floresans
dedektorii ve kiitle spektrometrik dedektor kullanilir (Can, 2014; Skoog, 2017).

1.7.1.1. Ultraviyole (UV) Dedektor

Kromatografide ideal dedektorde yiliksek duyarhilik, giiriiltii seviyesinin diisiim
olmasi, seciciligin yliksek olmasi ve genis numune analiz spektrumuna sahip olmas1 gibi
Ozellikler aranir. Bununla birlikte numunenin cinsine uygun 6zellikte olmali, sicaklik ve
basing gibi degisimlerinden ¢ok fazla etkilenmemesi istenir. Bu 6zelliklere sahip

detektorlerden biri ultraviyole (UV) detektoriidiir.
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Cesitli fonksiyonel gruplara sahip organik molekiiller 190-800 nm dalga boyundaki
elektromagnetik enerjiyi absorplar. Numuneye gonderilen 1s1n demetinin bir kism1 numune
tarafindan absorplanir ve 1sin demetindeki yogunluk azalmasi ile madde konsantrasyonu
arasindaki ters orantidan analiz edilen bilesigin kalitatif ve kantitatif analizi yapilmis olur
(Harvey, 2000).

UV dedektorlerde zamanin fonksiyonu olarak olgiilen absorbans degerinden madde
hakkinda bilgi saglanir. UV dedektorlerde tek dalga boyunda veya iki dalga boyunda
Olctim alinabilmektedir. Uygulanabilirliginin yiiksek olmasi, organik ve inorganik
sistemlere cevap verebilmesi, 10%- 10° M seviyesinde duyarhiliginin olmas: gibi
avantajlar1  sayesinde UV dedektorler diger detektorlere kiyasla daha yaygin
kullanilmaktadir (Can, 2014). UV dedektdrlerin zamanla gelistirilmesi sonucu es zamanli
olarak farkli dalga boylarinda tarama yapabilen ve UV dedektorle ayni prensipte calisan
fotodiyot dizisi dedektorleri gelistirilmistir.

1.7.1.2. Fotodiyot Dizisi Dedektorii (PDA)

Fotodiyot dizisi dedektorleri, 512 diyottan olusan bir ylizey ve bu ylizeydeki
diyotlarin her birinin farkli UV-Vis bolgedeki absorbanslart es zamanli ve anlik olarak
almasi1 Ozelligine sahiptir (Sekil 3). Bu sayede elde edilen kromatogramlar ii¢ boyutlu
olmakta ve her bir analitin spektrumlari anlik olarak taranabilmektedir. Bununla beraber
tek bir dalga boyunda degil de dalga boyu aralifinda calisma imkami vermesi bu
dedektoriin onemli avantajlarindandir. Fotodiyot dizisi dedektorlerinde 151k kaynagi olarak
déteryum ve tungsten lambalar kullanilir (Yildiz vd., 1993; Can, 2014). HPLC-PDA
sistemleri HPLC’ nin yiiksek performansina ek olarak aynm1 zamanda spektrumlarimin da
elde edilmesiyle yiiksek dogruluk ve kesinlikte analiz imkani sunmaktadir. Analiz
sonucunda elde edilen ii¢ boyutlu kromatogram sayesinde piklere ait spektrumlar

incelenerek karmasik 6rneklerdeki bilesenler daha rahat tayin edilebilmektedir.



19

Polikromator
S—__

Ism

kaynag;

Diyod array
600 nm

Veri isleme

Sekil 3. Fotodiyot dizisi dedektorii ¢alisma prensibi (Meyer, 2013)

1.8. Kromatografide Temel Parametreler

1.8.1. Alikonma Zamam ve Kapasite Faktorii

Enjeksiyon isleminden analitin dedektorde pik verdigi zamana kadar gecen siireye
alikonma zaman1 denir ve tr sembolii ile gosterilir. Numunenin enjeksiyonundan sonra bir
bilesenin dedektdrde cevap olusturmasina kadar kullanilan ¢oziicii hacmine ise alikonma
hacmi denir ve Vr ile gosterilir. Hacimsel akis hizi ile alikonma zamam kullanilarak
alikonma hacmi hesaplanabilir. Kapasite faktorii ise analitin sabit ve hareketli faz
arasindaki dagilim katsayisina gore belirlenir. Her maddeye 6zgii kapasite faktorii vardir.
Kapasite faktoriinden yararlanilarak karigimdaki bilesenlerin ayrimi hakkinda fikir elde
edilebilir. Bu sebeple kapasite faktorii kromatografinin en 6nemli parametresidir. Kaliteli
bir ayrim i¢in kapasite faktorii degeri 1-10 arasinda olmalidir. Sabit fazla etkilesimi
olmayan bir tiiriin dedektorde sinyal olusturdugu ana kadar gegen siireye 6lii zaman denir
ve to veya tw ile gosterilir. Bu tiir igin harcanan ¢oziicii hacmi i¢in de 6lii hacim terimi
kullanilir ve Vo veya Vwm olarak gosterilir. Analite ait alikonma zamanindan 6lii zamani
cikardigimizda diizeltilmis alikonma zamani, analite ait alikonma hacminden 6lii hacmi
cikardigimizda ise diizeltilmis alikonma hacmini buluruz ve sirasiyla ts ve Vs sembolleri

ile gosterilir (Giindiiz, 2015; Skoog, 2017) (Sekil 4).
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Sekil 4. Kromatogramda alikonma zamani ve alikonma hacimlerinin belirlenmesi

1.8.2. Secicilik Faktorii

Iki veya daha fazla bilesenli sistemlerde bilesenlerin kapasite faktorii birbirinden
ayr1 olmadikga ayrim yapilamaz. iki bilesenli bir karisimin ayrimi yapilacaksa bu iki
bilesene ait kapasite faktorleri oranlanarak segicilik faktorii (o) hesaplanir. Segicilik
faktorli sabit fazdan, hareketli fazdan ve sicakliktan etkilenir. Segicilik faktorii degeri

daima 1’den biiytiktiir (o > 1) (Koyunoglu, 2008; Glindiiz, 2015).

1.8.3. Kolon Etkinligi

Kolonda ayirma isleminde ilk matematiksel yaklagimi 1950’lerde teorik tabaka
yuksekliginin hesaplanmasi ile Hollandali Kimya miihendisi Van Deemter yapmuistir.
Kolon etkinliginin belirlenmesinde teorik tabaka yiiksekligi (H) ve teorik tabaka sayisi (N)
kavramlart kullanilmaktadir. Tabaka sayisinin artmasi ve tabaka yiiksekliginin azalmasi
kolon verimliligini arttirir. Kolonun uzunlugu, hareketli faz ve akis hiz1 kolon verimliligini
etkileyen diger faktorlerdir. Teorik tabaka sayisini ve teorik tabaka yiiksekligini
degistirmek i¢in kolon degisikligine gidilmesi gerektiginden ve bu islemin pahali
olmasindan dolay1 kolon verimliligini arttirmak i¢in akis hiz1 veya hareketli fazin bilesimi

diizenlenebilir (Glindiiz, 2015; Swell vd., 1987).
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1.8.4. Ayirma Giicii

Analizi yapilan iki bilesene ait pikler arasindaki uzaklik farkinin piklere ait pik
genisliklerinin ortalamasina orani ayirma giiciinii (Rs) verir. Aymma giicliniin 1.5 veya daha
biiyiik olmasi ayrimin etkin bir sekilde yapildigini gosterir. Segicilik, kapasite faktori ve
tabaka sayist ayirma giiciine etkileyen etkenlerdir.

Rs = (1/4) [(a-1) / o] [k’ / (K'+1)] N2 (Esitlik 1)

Esitlik 1’den goriildiigii tizere segicilik arttikga ayirma giiciiniin artmasi beklenir.
Ancak belirli bir degerden sonra seciciligin ayrim giicine etkisi azalir. Clinkii maddeler
arasinda termodinamik olarak fark kalmamistir. Bu sebeple etkin bir ayrim gozlenmez.
Etkin bir ayrim giicii i¢in segiciligin 1’den biiyiik olmasi1 gerekir.

Kapasite faktorii ve ayrima giicii arasindaki iliskiye baktigimizda kapasite
faktoriiniin sifir oldugu durumda ayrim gozlenmez. Bunula beraber kapasite faktori
arttikca k’/k’+1 degeri 1’e yaklastig1 icin yine ayirma giiciine bir etkisi gozlenmez.
Kapasite faktorii degerindeki fazla artis sadece alikonma zamanini degistirir.

Akis hizi, kolonun boyu ve kolon dolgu maddesinin boyutu kolon verimliligini
etkiler. Tabaka sayisinin karekokiiniin bir fonksiyonu olan ayirma giiclinde tabaka
sayisindaki biiyiik artiglara kiigiik degisimler goriiliir. Kolon verimliligi arttikca ayirma

giicii artar ve daha keskin pikler elde edilir (Glindiiz, 2015, Skoog, 2017).

1.9. Antioksidan Tayin Yontemleri

Bir Ornegin antioksidan 0Ozelliginin incelenmesinde c¢esitli tayin ydntemleri
mevcuttur. Bu yontemlere baktigimizda temel prensibin oksidasyonun 6nlenmesi, olusmus
olan oksidan ajanlarin indirgenmesi veya temizlenmesi, radikalik zincir reaksiyonularin
durdurulmast veya oksidasyon f{irlinlerinin etkilerinin ortadan kaldirilmast oldugu
goriilmektedir. Bu prensiplerin iki temel esas1 vardir. Birincisi, hidrojen atomunun transferi
ikincisi ise elektron transferidir. Elektron transferine dayanan yontemler arasinda toplam
fenolik madde miktarinin belirlenmesi i¢in folin yontemi, FRAP, TEAC, CUPRAC ve
DPPH gibi yontemleri vardir.
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1.9.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Dogal iirtinlerde bulunan toplam fenolik madde miktarin1 belirlemek i¢in Folin
Ciocalteu reaktifi ile fenolikler arasindaki reaksiyon sonucu renkli bir kompleks olusur ve
bu mor menekse rengindeki firiiniin spektroskopik olarak 760 nm dalga boyunda
absorbansinin 6l¢iilmesi ile toplam fenolik madde miktari belirlenmis olur (Singleton vd.,

1999).

1.9.2. Toplam Flavonoid Madde Tayini

Polifenoller molekiilde birden fazla fenol grubunun oldugu bilesiklerdir. Bu
bilesikler dogal birer antioksidan 6zellige sahiptir. Polifenoller igerisinde en yayginlari
flavonoidlerdir. Flavonoidlerin tayininde Fukumoto ve Mazza (2000) tarafindan belirtilen
yontem kullanilarak 415 nm dalga boyundaki absorbansin Olgiilmesi ile spektroskopik
olarak tayini yapilir (Fukumoto, 2000).

1.9.3. Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Giic-FRAP

Dogal iriinlerde antioksidan kapasitenin belirlenmesinde siklikla Fe(III)- TPTZ
kompleksi ile antioksidan maddeler arasinda gergeklesen redoks reaksiyon sonucunda
demir (111) iyonunun indirgenmesi esasina dayanan FRAP analizi yapilir (Sekil 5). Oyaizu
tarafindan 1986 yilinda bulunan metod, Benzie ve Strain tarafindan 1999 yilinda
gelistirilmistir. Ornekteki antioksidanlar tarafindan indirgenen demirin 593 nm dalga
boyundaki absorbansinin 6lgiilmesi ile spektroskopik olarak antioksidan kapasite tayini
yapilmiss olur (Oyaizu, 1986; Benzie ve Strain, 1999). Sonuglar dogal bir antioksidan

madde referans alinarak hesaplanir.
&z a
QLN =N
[ \ N, N
=N (III)Fe B
|
N\ N‘\. ==
Q/“ J\[) saacl

Fe'-TPTZ + indirgen antioksidan ——————— = Fe'2- TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 5. Demir (IIT)’{in demir (II)’ye indirgenme reaksiyonu
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1.9.4. DPPHe. Radikal Temizleme Aktivitesi

Sentetik olarak iiretilen bir radikal olan DPPHe (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) 517
nm dalga boyunda maksimum absorbans verir (Sekil 6) (Cuendet vd., 1997). DPPHe
radikalinin antioksidan maddelerle etkilesimi sonucu 517 nm dalga boyunda alinan
absorbans degerinde azalma olur. Degisen konsantrasyonlarda standart bir antioksidan
kullanilarak DPPHe radikalini temizleme aktivitesi belirlenir ve bu verilerden

yararlanilarak 6rnekteki antioksidan madde miktari tayin edilir.

N—~N NGO,

o,N

Sekil 6. DPPHe« radikalinin kimyasal yapis1



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullamilan Cihazlar

Calisma siiresince kullanilan cihazlara ait bilgiler tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Calismada kullanilan cihazlara ait marka/model bilgileri

Cihaz

Marka/Model

HPLC-PDA

Shimadzu Corporation LC 20AT- SPD M30A

UV-Vis spektrofotometre

Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., Los
Angeles, CA, USA

pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Isvigre
Hassas Terazi Presica LX 320 A, Dietikon, Isvigre
Saf Su Cihazi Direct-Q 3UV Water Purification System, Merck, USA
Vorteks karistirici Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA
Etiiv Niive, EN 400, Ankara, Tiirkiye
Magnetik karistirict Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Almanya
Refraktometre Atago, Istanbul, Tiirkiye

Rotary evaporator

IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Almanya

Vakum Pompast

Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Isvigre

Yar1 otomatik pipetler

Eppendorf Research® Plus Hamburg, Almanya

Filtre

Whatman Spartan 13/ 0,45 RC Dassel, Almanya

2.2. Kimyasal Maddeler

Calisma siiresince kullanilan kimyasal maddeler Tablo 11°da verilmistir.

Tablo 11. Calismada kullanilan kimyasal madde bilgileri

Kimyasal Madde

Satin Alindig1 Firma

Gallik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Protokatekuik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Klorogenik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
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p-OH benzoik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Epikatesin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Kafeik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Siringik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

m-OH benzoik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Rutin

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Ellagik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

p-kumarik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Ferulik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Myrisetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Resveratrol Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Daidzein Cayman Chemical, Michigan, ABD

Luteolin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Kuersetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

t-Sinnamik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Apigenin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Hesperetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Ramnetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Krisin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Pinosembrin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Kafeik asit feniletil ester

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Kurkumin

Alfa Aesar, Massachusetts, ABD

Etanol

Merck, Darmstadt, Almanya

Asetonitril-LC Saflikta

Merck, Darmstadt, Almanya

Metanol-LC saflikta

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Asetik Asit Merck, Darmstadt, Almanya
Etil asetat Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Dietil eter Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

Na,CO3

Merck, Darmstadt, Almanya

NH4CH;COO

Carlo Erba Reagent, Fransa

AI(NOs)s

Merck, Darmstadt, Almanya
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Tablo 11’in devami

DPPH Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Troloks Applichem, Darmstadt, Almanya

HCI Merck, Darmstadt, Almanya

TPTZ Merck, Darmstadt, Almanya

FeCls; Merck, Darmstadt, Almanya
CH3CO-Na.3H0 Merck, Darmstadt, Almanya

FeSO4.7H.0 Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

2.3. Kullanilan Cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglart Tablo 12°de ayrintili olarak

verilmistir.

Tablo 12. Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglari

Cozelti Hazirlamsi

HPLC-PDA Fenolik Bilesen Analizi icin

Gallik asit
Protokatekuik asit
p-OH benzoik asit
m-OH benzoik asit
Klorojenik asit
Kaffeik asit
Siringik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit

%50-50 metanol-saf suda 1000 ppm’lik stok ¢6zeltisi hazirlanir,
1,25- 2,5- 5- 10- 20- 40 ppm olacak sekilde ¢alisma standartlari
olusturmak tizere ¢oziiciisiiyle (%50-50 metanol-saf su) seyreltilir.

Epikatesin
Rutin
Myrisetin
Kuersetin
Apigenin %100 metanolle 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir, 1,25- 2,5-
Resveratrol 5- 10- 20- 40 ppm olacak sekilde calisma standartlar1 olusturmak
Daidzein tizere ¢oziiciisiiyle (%100 metanol) seyreltilir.

t-Sinnamik asit
Hesperetin
Luteolin
Ramnetin
Krisin
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%100 metanolle 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir, 1,25- 2,5-

El'zgsEembrln 5- 10- 20- 40 ppm olacak sekilde caligsma standartlart olusturmak
Kurkumin lizere ¢oziiciisiiyle (%100 metanol) seyreltilir.
Ellagik asit DMSO’da ¢oziildii, 1000 ppm’lik ¢ozeltisini hazirlamak icin

%100 metanol ile hacmi tamamlanir. 1,25- 2,5- 5- 10- 20- 40 ppm
olacak sckilde c¢aligma standartlari olusturmak {izere %100
metanol ile seyreltilir.

%2’lik Asetik Asit

10 ml glasiyel asetik asit balon jojede saf su ile 500 mI’ye
tamamlandi.

%70-30 Asetonitril-Saf Su

350 ml asetonitril balon jojede saf su ile 500 mI’ye tamamlandi.

Toplam Fenolik Madde Miktar1 Analizi i¢in

0,2 N Folin-Ciocalteu

2 N Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinden 1:10 oraninda saf suyla
seyreltilerek kullanildi.

% 10’luk Na2003

10 g NaCOs; bir miktar suda ¢oziilir, hacmi 100 ml’ye
tamamlandi.

Gallik Asit (1 mg/ml)

Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 0,5- 0,25- 0,125- 0,0625-
0,03125 mg/ml olacak sekilde metanolle seyreltilerek hazirlandi.

Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Analizi I¢in

1 M NH4,CHsCOO

7,7 9 NH4CH3COO tartilir, bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra
son hacmi 100 ml’ye saf su ile tamamlandi.

%10AI(NOs)s

1 g AI(NO3)3 10 ml saf suda ¢6ziildii.

Kuersetin (1 mg/ml)

Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 0,5- 0,25- 0,125-0,0625-
0,03125 mg/ml olacak sekilde metanolle seyreltilerek hazirlandi.

DPPH

Radikal Temizleme Aktivitesi Analizi I¢cin

DPPH Reaktifi (0,1 mM)

100 ml ¢ozelti hazirlamak igin; 3,94 mg DPPH tartilir, bir miktar
metanolde ¢oziildii ve son hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

Troloks (0,02 mg/ml)

10 mg troloks 10 ml metanolde ¢6ziiliirek stok ¢ozeltisi hazirlandi.
0,02 mg/ml’lik ¢alisma ¢ozeltisi hazirlamak igin metanolle
seyreltildi.

Demir (IIT) Indirgeme/ Antioksidan Gii¢ -FRAP Analizi i¢in

HCI (40 mM)

Bir miktar saf suyun tizerine %37’lik HCI’den 340 pL ilave edildi
ve saf suyla son hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

TPTZ (10 mM)

234,249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 ml 40 mM’lik HCI
ile ¢Oziildii.

FeCl; (20 mM)

324,4 mg FeCls destile suyla ¢ozildi ve son hacmi 100 ml’ye
tamamland:.

Asetat Tamponu
(300 mM, pH 3,6)

2,325 g NaCH3COO.3H:0 iizerine 12 ml glasiyel asetik asit ilave
edildi.750 ml’ye saf suyla tamamlandi.

FRAP Reaktifi

300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl;
(10:1:1) oraninda karistirilarak taze hazirlandi. Giines 1s1gindan
muhafaza edilmelidir.

FeSO..7H,0 (1000 pM)

27,8 mg FeS04.7H,0 bir miktar saf suda ¢6ziildii ve saf suyla son
hacmi 100 ml’ye tamamlandi. 500, 250, 125, 62,5 ve 31,25 uM’lik
konsantrasyonlara saf su ile seyreltildi.
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2.4. Cahisilan Orneklerin Temini ve Saklama Kosullar

Tirkiye Aricilar Birligine bagli birlikler ve aricilardan temin edilen propolis
ornekleri ogiitiilerek karistirildi ve homojen Anadolu propolisi elde edildi. Ogiitiilmiis

Anadolu propolisi analiz edilene kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.5. Propolis Ekstraktlarimin Analizler icin Hazirlanmasi

Anadolu propolisinden 3 gram tartildiktan sonra 30 ml ¢oziiciisiiniin oldugu bir
falkon tiipe konuldu. Orneklere normal ekstraksiyon ve ultrasonik banyoda bekletilerek
yapilan ekstraksiyon olmak {izere iki yontem uygulandi. Normal ekstraksiyon oda
sicakliginda 24 saat boyunca 200 rpm’lik ¢alkalama islemi karistiricida yapildi. Ultrasonik
banyoda bekletilerek yapilan esktraksiyonda ise ornekler ilk olarak 30 dakika ultrasonik
banyoda bekletildi, daha sonra normal ekstraksiyondaki sekilde karistirma islemi yapildi.
Omnekler ve ¢oziiciileri ile ilgili ayrmtili bilgi Tablo 13’de verilmistir. Ekstraksiyon sonrasi
mevcut partikiillerden ve olasi safsizliklardan kurtulmak i¢in 6nce adi siizge¢ kagidindan
daha sonra mavi siizge¢ kagidindan siizme islemi yapildi. Toplanan ekstraktlardan 10 ml’si
fenolik igerik analizi yapilmak {izere ayrildi (Sekil 7). Kalan ekstraktlar, fiziksel ve

antioksidan testler yapilmak iizere +4 °C’de saklandi.

Tablo 13. Anadolu propolis drneginin ekstraksiyon kosullari

Ornek Kodu | Céziicii Ekstraksiyon Islemi

1E-0 Saf Su 24 saat, 200 rpm, oda sicakligi

1E-20 %20 Etanol-Saf Su 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig1

1E-40 %40 Etanol-Saf Su 24 saat, 200 rpm, oda sicakligi

1E-60 %60 Etanol-Saf Su 24 saat, 200 rpm, oda sicakligi

1E-70 %70 Etanol-Saf Su 24 saat, 200 rpm, oda sicakligi

1E-80 %80 Etanol-Saf Su 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig1

1E-90 %90 Etanol-Saf Su 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig1

1E-99,9 %99,9 Etanol 24 saat, 200 rpm, oda sicakligi

2E-0 Saf Su 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicakligi

2E-20 %20 Etanol-Saf Su 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicaklig
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2E-40 %40 Etanol-Saf Su 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicakligi

2E-60 %060 Etanol-Saf Su 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicakligi

2E-70 %70 Etanol-Saf Su 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicakligi

2E-80 %380 Etanol-Saf Su 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicakligi

2E-90 %90 Etanol-Saf Su 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicakligi

2E-99,9 %99,9 Etanol 30 dakika ultrasonik banyo, 24 saat, 200 rpm, oda
sicakligi

Sekil 7. Fenolik analiz i¢in ayrilan propolis ekstraktlar

Propolis ekstraksiyon islemi yapilirken maksimum verim ve minimum malzeme

kaybiin saglanabilmesi igin en ideal ¢oziicii-propolis oranin bilinmesinde fayda vardir.

Calismamizda farkli ¢oziicii oranlarmin (% etanol bilesimi) yani sira en ideal ¢oziicii

oranindaki doygunlugun bulunmas i¢in ¢aligmalarda yapilmistir. Bu sebeple sabit ¢oziicii

hacmindeki falkonlara artan miktarlarda Anadolu propolisi eklenmis ve oda sicakliginda,

200 rpm’lik karistirict ile 24 saat ekstraksiyon iglemi yapilmistir (Tablo 14). Ekstraktlar

once adi siizge¢ kagidi ile sonra mavi siizgec kagidi ile siiziilerek partikiiller ve safsizlikla

uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstraktta toplam fenolik madde miktar1 analizi yapilarak

ideal ¢oziicii-propolis orani belirlenmesi amaglanmuigtir.

Tablo 14. ideal propolis-¢dziicii oraninin belirlenmesi igin doygunluk testi

Coziicii-Propolis Orani

Ekstraksiyon Islemi

1:1 24 saat, 200 rpm, oda sicakligi
1:2 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig1
1:3 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig1
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1:4 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig1
1:5 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig
1:10 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig
1:20 24 saat, 200 rpm, oda sicakligi
1:40 24 saat, 200 rpm, oda sicaklig1

HPLC i¢in 10 ml ayrilan alkollii ekstraktlarin alkoli 40 °C ‘deki doner
buharlastirici ile uzaklastirildi (Sekil 8) ve kalan kistm 10 ml pH’s1t 2’ye HCI ile
ayarlanmig olan saf suda ¢oziildii. Coziiciisii sadece saf su olanin pH’s1 2’ye ayarlandi.
Daha sonra sirayla 10 ml ve 5 ml olmak tizere iki defa dietileter ile sivi-siv1 ekstraksiyon
islemi yapild1 (15 dk, 200 rpm, oda sicaklig1). Ayni islem etil asetatla tekrarlandi (Sekil 9).
Her ekstraksiyon isleminde organik faz darasi alinmis balona toplandi. Elde edilen organik

kisimdaki ¢oziicii 40 °C’de doner buharlastirici ile uzaklastirildi. Balonlarda kalan kalint1 2

ml metanol ile ¢oziilerek 0,45 um filtreden gegirdi ve fenolik analiz igin cihaza verildi.

Sekil 9. Sivi-s1v1 ekstraksiyon islemi
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2.6. Fiziksel Analizler

2.6.1. Briks Tayini

Gida maddelerinin briksi kuru madde igerigini verir. Briks belirlemek igin
rekraktometrik metodlar kullanilir. Gida sektorii, eczacilik ve kimya sanayisinde énemli bir
yere sahiptir. Ornekteki kuru madde miktarin1 belirlemek icin abbe refraktometresi ile
kirilma indisine dayali olarak % briks degeri belirlendi. Her bir 6rnek i¢in ¢oziiciilerine ait

%briks degerleri de dl¢iildii.

2.6.2. pH Tayini

Gidalarin asidik degeri tliketimi ve depolanmasi i¢in 6nemli bir yere sahiptir.
Bunlarin yani sira gidalardaki asidik deger bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalari
etkiler. Asidik degeri ne kadar yiiksek ise mikroorganizmalarin iiremesi ve gidayr bozma
egilimi o derece diisiiktiir. Calismamizdaki 6rneklerin pH degeri pH-metre kullanilarak

Olciilmiistiir.

2.7. Antioksidan Analizler

2.7.1. Toplam Fenolik Madde Analizi

Fenolik bilesikler bazik ortamda Folin-Ciocalteu reaktifini indirger ve kendileri
yiikseltgenir. Oksitleyici ajan gorevi goren Folin-Ciocalteu reaktifi ile fenolikler arasindaki
redoks reaksiyon Slinkard vd. tarafindan belirtilen yontemin esasini olusturur (Slinkard ve
Singleton, 1977; Singleton ve Rossi, 1965). Bu redoks reaksiyon sonucu olusan renkli
riiniin  spektrofotometrik olarak 760 nm dalga boyunda absorbansinin olgiilmesi ile
ornekteki toplam fenolik madde miktar1 tayin edilir. Olgiilen absorbans degeri fenolik
madde miktari ile dogru orantilidir.

Spektrofotometrik 6lgiimlerde standart kalibrasyon grafigi kullanilarak miktar
hesab1 yapilir. Fenolik madde tayininde standart olarak gallik asit kullanilmistir. Gallik asit
standardinin 1 mg/ml konsantrasyondaki ¢ézeltisinden baslanilarak 0,500, 0,250, 0,125,
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0,062, 0,031 ve 0,015 mg/ml’lik ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltilerin konsantrasyon
degerlerine karsilik absorbons grafigi ¢izildi. Standart kalibrasyon grafiginden
faydalanilarak 6rnek igerisindeki fenolik madde miktar1 hesaplandi ve sonug gram 6rnek
basina mg gallik asit esdegeri (mg GAE/g) olarak verildi. Analiz siiresince yapilan
pipetlemeler Tablo 15’te verilmistir.

Tablo 15. Toplam fenolik madde miktar1 deney prosediirii

Reaktif Korii Standart Ornek
Distile Su 700 pl 680 ul 680 pul
Standart (Gallik Asit) - 20 pul -
Ornek - - 20 ul
0,2 N Folin Reaktifi 400 pul 400 ul 400 pl
Tiipler vortekslenir ve 3 dk beklenir.
%10 Na2COs 400 pl 400 pl 400 pl

Tiipler vortekslenir ve 120 dk sonra 760 nm’de absorbans degeri okunur.

2.7.2. Toplam Flavonoid Madde Analizi

Fenolik bilesiklerin onemli bir kismini olusturan flavonoidler bitkilerde bulunan
dogal antioksidanlardandir. Toplam flavonoid madde miktarinin tayini i¢in Fukumoto ve
Mazza tarafindan belirtilen metod kullanildi (Fukumoto ve Mazza, 2000). Flavonoidler ile
aliminyum (IIT) arasindaki redoks tepkime sonucu olusan renkli iiriiniin absorbansinin 415
nm dalga boyunda Olgiilmesi ile toplam flavonoid madde miktar1 bulundu. Sonuclarin
hesaplanabilmesi i¢in kuersetine ait standart kalibrasyon grafigi elde etmek amaciyla 1
mg/ml kuersetin stok ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stoktan seri seyreltme ile 0,500, 0,250, 0,125,
0,062, 0,031 ve 0,015 mg/ml’lik caligma cozeltileri hazirlanip metoda goére absorbans
degerleri okundu. Kuersetin konsantrasyonuna karsilik absorbans grafigi cizilerek standart
kalibrasyon grafigi elde edildi. Standart kalibrasyon grafiginden yararlanilarak ornek
icinde bulunan toplam flavonoid miktar1 hesaplandi ve sonuglar gram 6rnek basina mg
Kuersetin esdegeri (mg QE/g) olarak verildi. Analizde kullanilan deney prosediirii Tablo

16°da verilmistir.
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Tablo 16. Toplam flavonoid madde miktar1 deney prosediirii

Reaktif Korii Renk Korii Standart Ornek
Ornek 250 ul 250 pl
Standart (Kuersetin) 250 ul
Metanol 2400 pl 2250 pl 2150 pl 2150 pl
%10 AI(NOs3)3 50 pl 50 pl 50 pl
1M NH4CH3COO 50 ul 50 pl 50 pl
Tiipler vortekslenir ve 40 dk sonra 415 nm’de absorbans degeri okunur.

2.7.3. DPPHe Radikal Temizleme Aktivite Analizi

DPPHe (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik olarak tiretilen bir radikal olup 517
nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi ile karakteristiktir. Orneklerde bulunan
bilesenlerin radikal temizleme aktivitesini belirlemek i¢in DPPH*’1n 100 pM’lik metanolik
¢ozeltisi kullanildi. DPPHe radikal temizleme aktivitesinin belirlenmesinde ortamda sabit
tutulan DPPHe radikal konsantrasyonuna seri seyreltme ile elde edilmis 6rnek ¢ozeltileri
eklendi. Reaktif korii olarak orneklerin ¢oziiciileri kullanildi. Ornek ile radikal 1:1
oraninda karistirilarak spektrofotometrik olarak 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri
Olciildi. Elde edilen degerlerden iistel bir grafik cizilerek 6rnekteki antioksidan maddenin
radikal temizleme giicii hesaplandi. Sonuglar SCso degeri olarak verildi (Cuendet, 1997).
Analizde yapilan iglemler Tablo 17°de verilmistir. Elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasi

i¢in standart olarak Troloks’un DPPHe radikalini temizleme giicii kullanildi.

Tablo 17. DPPH?e radikal temizleme aktivitesi tayini deney prosediirii

Reaktif Korii Renk Korii Ornek
Ornek (Degisen Konsantrasyonlarda) - 750 ul 750 ul
Metanol 750 ul 750 ul
DPPHe (100 uM) 750 ul - 750 ul

Tiipler vortekslenir ve 40 dk sonra 517 nm’de absorbans

degerleri okunur.

SCso degeri, ortamda bulunan radikal konsantrasyonunu yariya indirmek igin

gerekli olan antioksidan madde miktaridir. Orneklerin SCso degerini bulmak igin seri
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diliisyonla farkli konsatrasyondaki ¢alisma cozeltileri elde edildi. Her birinin radikalle
etkilesimi sonucunda absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda olgiildii ve 6rnek
konsantrasyonlarina karsi absorbans grafigi ¢izildi. Grafikten elde edilen iistel denklem

yardimiyla 6rnegin SCsg degeri mg/ml olarak hesaplandi.

2.7.4. Demir (IIT) Indirgeme Antioksidan Gii¢-FRAP Analizi

Fe(l1l)-TPTZ- 2,4,6-tris (2-pyridly)-S-triazin kompleksi antioksidanlar varliginda
indirgenir. Olusan Fe(II)-TPTZ kompleksi 593 nm dalga boyunda maksimum absorbans
verir (Benzie and Strain, 1999). Kullanilan bu FRAP yo6nteminin standardizasyonu ve
uygulamasi kolaydir. Deneysel islemlerde kullanilmak tizere FRAP reaktifi 10:1:1
oraninda 300 mM pH:3,6 asetat tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl3 ¢ozeltilerinin
karistirilmas: ile taze olarak elde edildi. Standart kalibrasyon grafigi elde etmek icin
FeS04.7H,0 kullanildi. 1000 uM hazirlanan stok c¢ozeltisinden seri seyreltme islemi
yapilarak ¢alisma c¢ozeltileri elde edildi. Deneysel islemlerden sonra ¢ozelti
konsantrasyonuna karsilik absorbans grafigi cizilerek Ornekteki antioksidan gii¢
FeS04.7H20’m esdegeri olarak hesaplandi. Analizde yapilan pipetlemeler Tablo 18’de

Ozetlenmistir.

Tablo 18. Demir (I11) indirgeme antioksidan giic-FRAP tayini deney prosediirii

Reaktif Kérii | Renk Korii Standart Ornek
FRAP reaktifi 1500 pl - 1500 ul 1500 pl
Ornek - 50 pl - 50 pul
Standart (FeSO4.7H20) - 50 ul -
Metanol 50 pl 1500 pl - -
Tiipler vortekslenir ve 4 dk sonra 593 nm’de absorbans degerleri
okunur.
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2.8. HPLC-PDA ile Fenolik Icerigin Belirlenmesi

2.8.1 RP-HPLC-PDA Analiz Kosullar1

Stvi  kromatografi sistemlerinde dedektdr secimi analizin verimliligine ve
kesinligine etki etmektedir. Bunula beraber bu sistemlerin kurulumunun maliyeti de goz
ard1 edilemez. Bir veya iki dalga boyunda analiz imkani sunan UV dedektorlerin aksine
fotodiyot dizisi (PDA) dedektorleri 200-800 nm dalga boyu araliginda anlik analiz yapma
imkani1 sunmaktadir. Calismamizda 200-800 nm dalga boyu araliginda es zamanli analiz
imkan1 sunan PDA donanimina sahip Shimadzu Corporation LC 20AT HLPC sistemi
kullanild1. Analiz i¢in hareketli fazda asetonitril, su ve asetik asitle gradientli program
uygulandi. Sabit faz olarak ise ters faz Cig (250 mm x4.6 mm, 5um; GL Sciences) kolonu
kullanildi.

%70-30 asetonitril-ultra saf su bulunan A rezervuari ve %2 asetik asitli ultra saf su
bulunan B rezervuari ile olusturulan gradient programi Tablo 19’da verilmistir. Bunula
beraber enjeksiyon hacmi 20 pl, mobil akis hiz1 1,0 ml/dk ve kolon firin1 30 °C olacak

sekilde calismanin optimizasyonu saglandi.

Tablo 19. HPLC-PDA sisteminde uygulanan gradient programi

Zaman (dk) A (%70-30 asetonitril-ultra saf su) B (%2 asetik asitli ultra saf su)
3 5 95
8 15 85
10 21 79
20 52 48
35 67 33
50 90 10
50.01 5 95
60 5 95

2.8.2. Standart Fenolikler

Calismamiz kapsaminda gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, m-OH
benzoik asit, klorojenik asit, kaffeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
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epikatesin, rutin, myrisetin, kuersetin, apigenin, resveratrol, daidzein, t-sinnamik asit,
hesperetin, luteolin, ramnetin, krisin, pinosembrin, CAPE, kurkumin ve ellagik asit olmak
tizere 25 fenolik standardin analizi tek seferde yapilabilmektedir. Bu standartlardan
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, m-OH benzoik, rutin, ellagik asit ve daidzein i¢in
250 nm dalga boyunda, gallik asit, epikatesin, siringik asit, t-sinnamik asit, hesperetin
krisin ve pinosembrin i¢in 280 nm dalga boyunda, klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik
asit, ferulik asit, apigenin, resveratrol ve CAPE i¢in 320 nm dalga boyunda ve myrisetin,
luteolin, Kkuersetin, ramnetin ve kurkumin i¢in 360 nm dalga boyunda eclde edilen

absorbanslar kullanilarak standart kalibrasyon grafigi elde edildi.

2.8.3. Kalibrasyon ve Validasyon

Gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, m-OH benzoik asit, klorojenik
asit, kaffeik asit, siringik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit standartlar1 %50-50 metanol-
saf suda c¢oziilerek stok ¢ozeltisi hazirlandi. Epikatesin, rutin, myrisetin, Kuersetin,
apigenin, resveratrol, daidzein, t-sinnamik asit, hesperetin, luteolin, ramnetin, Krisin,
pinosembrin, CAPE ve kurkumin standartlarinin stok ¢d6zeltisinin hazirlanmasinda
%100’liik metanol kullanildi. Ellagik asit 6nce az miktarda DMSO da ¢6ziildii daha sonra
hesaplanan son hacme %100’liik metanol ile tamamlanarak stok c¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan stok g¢ozeltilerden 1,25- 2,5- 5- 10- 20- 40 ppm’lik ¢aligma ¢ozeltileri kendi
¢oziciileri kullanilarak hazirlandi. Standart calisma c¢ozeltileri ile standartlara ait
kalibrasyon egrileri elde edildi.

Hazirlanan metodun validasyonu i¢in metodun lineer Ol¢iim aralifi, kesinlik,
dogruluk, gozlenebilme ve tayin limit degerleri hesaplandi. Ayn1 zamanda Kkalibrasyon
egrisinin dogrusalliginin bir gostergesi olan R? degerleri hesaplandi. Gelistirilen ydntemin
dogrulugunun ve kesinliginin belirlenebilmesi igin tekrarlanabilirlik ve geri kazanim
testleri yapildi. Bu baglamda standartlarin kalibrasyon denklemi, pik alanlarina ait standart
sapma, bagil standart sapma, mutlak hata ve bagil hata, kalitatif tayin edilebilen en diisiik
analit konsantrasyonu (gozlenebilme limiti) ve kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik
analit konsantrasyonu (tayin limiti) hesaplandi.

Gozlenebilme ve tayin limitlerinin hesaplanmasinda ti¢ farkli yol izlenebilir.

v’ Analit sonuglarinin standart sapma degerleri tizerinden
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v Olusturulan yontemin standart sapma degeri lizerinden (kalibrasyon egrisi
izerinden)
v' Olgiim alman en diisiik derisimdeki Ornegin sinyal giiriiltii oraninin
kullanilmast
ile gozlenebilme ve tayin limitleri belirlenir. ilk ydntemde analite ait derisim verilerinin
standart sapma degeri kullanirlir. LOD = SDx3 esitligi ile gozlenebilme limiti, LOQ =
SDx10 esitligi ile tayin limiti belirlenir. ikinci yoéntemde kalibrasyon grafigi
olusturabilmek igin kullanilan en diisiik konsantrasyondaki ornek 6 tekrarli olarak ¢alisilir
ve elde edilen verilerin standart sapma degerleri hesaplanarak kalibrasyon grafiginin
egimine oranlanir. Bulunan sonug, 3 ile carpildiginda goézlenebilme limiti, 10 ile
carpildiginda tayin litimi belirlenir (Esitlik 2, Esitlik 3). Esitlikte kullanilan SD degeri,
kalibrasyon egrisinde kullanin en diisiik konsantrasyondaki standart ¢alisma c¢ozeltisine ait

standart sapmay1, m degeri ise kalibrasyon egrisine ait egimi ifade etmektedir.
Gozlenebilme Limiti (LOD) = 3,3x (%’) (Esitlik 2)
Tayin Limiti (LOQ) = 10x (%D) (Esitlik 3)

Ugiincii yontemde ise Olgiim almabilen en diisiik 6rnek konsantrasyonuna ait
sinyalin giiriiltiilye oranlanmasi ile bulunur. Sinyal giiriiltii oraninin 3’e esit oldugu deger
gozlenebilme limitini, 10’a esit oldugu deger ise tayin limitini verir. Bu yontemde 6l¢iim
limiti dogrulanmalidir. Bu amagla kor 6rnek kirletilerek hesaplanan gozlenebilme ve tayin
limitinde yeniden analizi yapilmalidir.

Bahsi gecen gozlenebilme ve tayin limitlerinin belirlenmesine yonelik farki
yontemlerde mevcuttur. Yapilan calisma i¢in en uygun yontem secilerek onun iizerinden
LOD ve LOQ degerleri hesaplanmali ve yontemin validasyonu saglanmalidir (Semiz,
2018; Yildiz, 2019).

2.9. istatistiksel Analiz

Farkli ¢oOzlicli oranlar1 ve kosullarinda hazirlanan ekstraktlarin fiziksel ve

antioksidan test sonuglarinin korelasyon analizi SPSS (Statistical Package for Social
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Sciences) 21.0 paket programi ile yapildi. Pearson korelasyon degerlendirmesi sonucu

bagimsiz gruplar arasindaki iliski p<0,05 anlamlilik diizeyinde incelendi.



3. BULGULAR

3.1. Fiziksel Analiz Sonuclari

3.1.1. Briks Analiz Sonucu

Orneklere ve ¢oziiciilerine ait briks degerleri abbe refraktometresi ile 6l¢iildii. Elde
edilen sonuglar Tablo 20’de, grafiksel goriiniim Sekil 10°da verildi. Normal esktraksiyonda
%60 etanol ile hazirlanan ekstraktta dogrusal artisin kirildig1 ve briks degerindeki artisin
plato  olusturdugu goriilmektedir.  Ultrasonik ile ekstraksiyonda da normal
ekstraksiyondakine benzer bir tablo goriilmektedir. Coziiciilere ait briks degerlerine
bakildiginda alkol yiizdesi arttik¢a briks degerinin arttig1 ancak %40°’tan sonra Ki artigta bir

azalma oldugu %60°da ise plato gozlenmeye basglandigi goriilmektedir.

Tablo 20. Anadolu propolisine ait briks degerleri

Coziicii Oranlari Normal Ekstarksiyon Ultrasonik Coziicii

(% Etanol-Saf su) Ekstraksiyon
0-100 0,4+0,1 0,0+0,0 0+0,0
20-80 8,0+0,2 8,0+0,1 6,0+0,0
40-60 16,3+0,2 16,0+0,1 14,0+0,0
60-40 26,0+0,1 26,0+0,1 18,0+0,0
70-30 27,0+0,1 27,0+0,1 19,0+0,0
80-20 27,6+0,2 27,3+0,2 20,0+0,0
90-10 28,0+0,1 27,8+0,2 20,0+0,0
99,9-0 27,0+0,2 27,7+0,3 18,0+0,0
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Propolis Briks Degerleri

Briks (%)

100

Coziicii oranlar (%)

*yesil: Coziicii briks degeri
*mavi: Normal ekstraksiyon briks degeri
*bordo: Ultrasonik ile ekstraksiyon briks degeri

Sekil 10. Anadolu propolisine ait briks degerleri

3.1.2. pH Analiz Sonucu

Propolis orneklerinin farkli ¢oziiciide hazirlanan ekstraktlarina ait pH degerleri
Tablo 21’de verilmistir. Coziicii oranlarma gore pH degisim grafigi Sekil 11°’de
sunulmustur. Normal ve ultrasonik ile ekstraksiyon degerlerine bakildiginda ¢oziicii

oranindaki etanol yiizdesine bagli olarak bir artis gdzlenmistir.

Tablo 21. Propolis ekstraktlarinda ¢6ziicii oranlarma bagh pH degisimi

Coziicii Oranlar Normal Ekstarksiyon Ultrasonik Ekstraksiyon
(Etanol-Saf su)

0-100 4,29+0,04 4,32+0,01

20-80 4,40+0,01 4,39+0,01

40-60 4,71+0,02 4,79+0,02

60-40 5,04+0,04 5,03+0,01

70-30 5,33+0,01 5,26+0,01

80-20 5,53+0,01 5,51+0,01

90-10 5,72+0,01 5,71+0,02

99,9-0 5,78+0,01 5,82+0,04
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Propolis pH Degerleri

80

Coziicii oranlari (%)

*mavi: normal ekstraksiyon pH degerleri
*yesil: ultrasonik ile ekstraksiyon pH degerleri

Sekil 11. Propolis ekstraktlarinda ¢oziicii oranlaria bagli pH degisimi

3.2. Antioksidan Analiz Sonuclari

3.2.1. Toplam Fenolik Madde Analiz Sonucu

Hazirlanan Anadolu propolis ekstarktlarina ait toplam fenolik madde tayini i¢in
orneklerde gerekli seyreltme islemleri yapildiktan sonra boliim 2.7.1°deki yontem ile analiz
gerceklestirildi. Standart olarak gallik asitin farkli konsantrasyonlarindaki c¢ozeltileri
kullanildi. Gallik asit ¢ozeltilerinin konsantrasyonuna karsilik absorbans grafigi ¢izilerek
orneklerde bulunan toplam fenolik madde igerigi hesaplandi (Sekil 12). Sonuglar gram
propolis bagina mg GAE olarak verildi. Farkli ¢6ziicii oranlarindaki toplam fenolik madde
miktarina ait sonuglar Tablo 22 ve Sekil 13’te verildi. Normal ekstraksiyonda %60 etanol
ile hazirlanan ekstraktta TP degeri 127,468+0,72 olarak bulurken %70 etanol ile hazirlanan
ekstraktta TP degeri 244,903+1,57 olarak bulunmustur. Ultrasonik ile yapilan
ekstraksiyonda ise bu degerler sirasiyla 142,145+1,24 ve 286,266+1,64 olarak
bulunmustur. %70 etanol ile hazirlanan ekstraktlarda TP degeri en yiiksek seviyede oldugu
goriilmistiir. Ekstraksiyonunun ultrasonik banyoda yapilmasmin TP degerinde artis
sagladigr bulunmustur. %70’ten sonra artan alkol yiizdelerinde %70’te oldugu kadar

yiiksek seviyede TP degeri gdzlenmemistir.
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Absorbans

ocooo
oNv D o ®
1

Gallik asit satandart kalibrasyon grafigi

y =1,2894x + 0,0089
R?=0,99

0,2 0,4 0,6 0,8
Gallik asit (mg/ml)

Sekil 12. Gallik asit standart kalibrasyon grafigi

Tablo 22. Farkli ¢oziicli oranlarinda toplam fenolik madde (TP) miktar1

Coziicii Oranlari

(Etanol-Saf su)

Normal Ekstarksiyon

(mg GAE/qg propolis)

Ultrasonik Ekstraksiyon
(mg GAE/qg propolis)

0-100 2,701+0,04 3,449+0,01
20-80 7,049+0,12 5,853+0,19
40-60 41,947+0,31 46,397+0,55
60-40 127,468+0,72 142,145+1,24
70-30 244,903+1,57 286,266+1,64
80-20 206,276+1,31 226,149+1,57
90-10 217,042+1,25 222,583+2,80
99,9-0 235,821+2,55 304,050+2,75
Propolis toplam fenolik madde miktar
350

__ 300

(@2}

T 250

zg 200

87150

o 100

= 50

. -

20 40 60 70
Coziicii oranlar (%)

*mavi: normal ekstraksiyon TP degerleri
*yesil: ultrasonik ile ekstraksiyon TP degerleri

80

90 100

Sekil 13. Farkli ¢6ziicii oranlarinda toplam fenolik madde (TP) miktar1
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Propolis-¢oziicii oranin belirlenmesi i¢in yapilan ekstraksiyon islemi sonrasi
ekstraktlarin TP analizleri yapildi. 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 1:20 ve 1:40 oranlarinda
hazirlanan ekstraktlarin TP madde miktarlar1 sirasiyla 91,838+0,41, 66,495+0,57,
45,325+0,21, 32,670+0,90, 29,338+0,65, 15,292+0,31, 8,580+0,21 ve 4,556+0,04 mgGAE
I ml ekstrakt olarak bulundu. Ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan propolis miktarindaki
azalmaya bagli olarak elde edilen TP degerlerinde iki farkli veri grubundan bahsedilebilir.
1:5 ¢oziicli oranmin alt ve iist oranlarindaki verilerdeki egimler hesaplandiginda 1:1’den
1:5’e¢ kadar olan degerlerde egimin daha yiliksek oldugu, 1:5’den 1:40’a kadar olan
degerlerde ise egimin daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 14). TP degerlerini ml
ekstrakt basina degerlendirdigimizde ise ¢ozeltideki propolis miktar1 azaldik¢a TP madde

miktarlarinda azalma oldugu goriilmektedir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

TP mgGAE/ml ekstrakt

—® 4,556
01234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142

Cozlicli-Propolis Orani

Sekil 14. Farkli propolis-¢oziicii oranlarinda TP madde miktar1 degisimi

3.2.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Analiz Sonucu

Anadolu propolis ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktar analizleri bolim
2.7.2de belirtilen yontemle gerekli seyreltmeler yapilarak gerceklestirildi. Standart olarak
kuersetin flavonoidinin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullanilarak standart
kalibrasyon grafigi elde edildi (Sekil 15). Sonuglar g propolis bagina mg QE olarak verildi.
Elde edilen toplam flavonoid miktarlar1 Tablo 23’te ve grafiksel gosterimi Sekil 16’da
verilmistir. Normal ekstarksiyonda %60 ile hazirlanan ekstraktin TF degeri 10,717+0,04
bulunurken %70 ile hazirlanan ekstraktin TF degeri 12,863+0,06 olarak bulunmustur.
Ultrasonik ile yapilan ekstraksiyonda %60 ile hazirlanan ekstraktin TF degeri 9,479+0,13

bulunurken %70 ile hazirlanan ekstraktin TF degeri 16,118+0,15 olarak bulunmustur.
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Ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyonda TF degerinin normale kiyasla yiikseldigi
goriilmektedir. Coziicli yilizdesi olarak %70’e kadar TF degerlerinde artis gozlenirken

%70’ten sonra anlamli bir atisin olmadigi elde edilmistir.

Kuersetin standart kalibrasyon grafigi
3,5 -
3 y = 5,4343x + 0,1425
® 2,5 R?=0,999
[35}
2 2
21,5 -
o]
< 1 -
0,5 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Kuersetin (mg/ml)

Sekil 15. Kuersetin standart kalibrasyon grafigi

Tablo 23. Farkli ¢oziicli oranlarinda toplam flavonoid madde (TF) miktart

Coziicii Oranlari Normal Ekstarksiyon Ultrasonik Ekstraksiyon

(Etanol-Saf su) (mg QE/qg propolis) (mg QE/qg propolis)
0-100 0,336+0,01 0,456+0,01
20-80 1,417+0,01 1,208+0,01
40-60 2,535+0,02 2,596+0,19
60-40 10,717+0,04 9,479+0,13
70-30 12,863+0,06 16,118+0,15
80-20 11,986+0,03 15,626+0,02
90-10 11,954+0,09 15,137+0,02
99,9-0 11,398+0,03 14,624+0,18
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Propolis toplam flavonoid madde miktar
18
16
14

12 S —

10

TF (mg QE/g)

O N B OO

0 20 40 60 70 80 90 100
Cozicti oranlart (%)

*mavi: normal ekstraksiyon TF degerleri
*yesil: ultrasonik ile ekstraksiyon TF degerleri

Sekil 16. Farkli ¢oziicii oranlarinda toplam flavonoid madde (TF) miktar1

3.2.3. DPPH¢ Radikal Temizleme Aktivite Analiz Sonucu

Antioksidan bilesenlerin ortamdaki oksidan bilesiklerle tepkimeye girmesi ve
oksidan maddeyi yok etmesi esasina dayanan DPPH radikal temizleme aktivitesi testi ile
propolis ekstraktlarindaki antioksidan aktivite belirlendi. Her bir ekstrakt i¢in elde edilen
konstrasyon-absorbans grafiginden iistel denklem ¢ikartilarak radikalin yarisi temizlemek
icin gerekli olan numune konsantrasyonu (SCso) hesaplandi. Troloksun SCso degeri
hesaplanarak standart antioksidan olarak kullanildi (Sekil 17). Sonuglar mg/ml olarak
verildi. Ornekler antioksidan iceriklerinin karsilastirilmasinda her bir drnege ait SCso
degeri ve troloks’un SCsg degeri kullanildi. Ortamdaki oksidanlar1 temizlemek icin gerekli
olan antioksidan miktar1 ne kadar az ise SCso degeri de o denli diisiik olmaktadir. Bu sonug
az miktarda dahi oksidanlar1 temizleyebildigini yani antioksidan 0Ozelliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Hazirlanan ekstraktlara ait SCso degerleri Tablo 24°te ve Sekil
18’de verilmistir. Normal ekstraksiyon ile hazirlanan ekstraktlarda ¢oziicii olarak sadece su
kullanildiginda 0,674+0,033 mg/ml’lik SCso degeri elde edilirken, %60 etanol igeren
¢oziicli kullanildiginda 0,022+0,001 mg/ml’lik SCso degeri bulunmustur. %60 ve iizeri
etanol kullanilan ¢oziiciilerde hazirlanan ekstraktlarin SCso degerlerinin birbirine yakin
oldugu gozlenmistir. Ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyon isleminde ise normal
ekstarksiyonlardan anlamli olarak farkli sonuglar elde edilmemistir. Ultrasonik banyo ile

ekstraksiyonun DPPH radikalini temizleme {izerinde bir etkisi olmadig: diisiiniildii.
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Sekil 17. Troloks’a ait SCso hesaplama grafigi

Tablo 24. Farkli ¢oziicli oranlarinda DPPH aktivite degerleri

Coziicii Oranlar Normal Ekstarksiyon Ultrasonik Ekstraksiyon
(Etanol-Saf su) (SCso, mg/ml propolis) (SCso, mg/ml propolis)
0-100 0,674+0,033 0,671+0,033
20-80 0,442+0,010 0,491+0,005
40-60 0,085+0,002 0,111+0,008
60-40 0,022+0,001 0,021+0,001
70-30 0,043+0,008 0,047+0,007
80-20 0,033+0,001 0,031+0,001
90-10 0,033+0,001 0,032+0,001
99,9-0 0,032+0,001 0,039+0,004
*Troloks SCso : 0,006+0,000 mg/mi
0,7 N Propolis DPPH aktivite degerleri
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Coziicii oranlari (% Etanol)

*mavi: normal ekstraksiyon DPPH aktivite degerleri
*vesil: ultrasonik ile ekstraksivon DPPH aktivite degerleri

Sekil 18. Farkli ¢6ziicii oranlarinda DPPH aktivite degerleri
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3.2.4. Demir (111) indirgeme Antioksidan Gii¢-FRAP Analiz Sonucu

Antioksidan varliginda ferrik-tripiridiltriazin kompleksindeki Fe*® (ferri)’iin Fe*?
(ferro)’ye indirgenmesi esasina dayanan bu yontemle propolis ekstraktlarindaki
antioksidan gii¢ analizi yapildi. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde FeSO4.7H.0
standart olarak kullanildi ve FeSO4.7H20’in farkli konsantrasyonundaki absorbans
degerinin kullanilmasi ile standart kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 19). Sonuglar g
propolis basina pmol FeS04.7H20 esdegeri olarak verildi. Farkli ¢oziicii oranlarinda
hazirlanan propolis ekstraktlarina ait FRAP analiz sonucu Tablo 25’te ve Sekil 20°de
verilmistir. Normal ekstraksiyon ile elde edilen propolis ekstraktlarindan %60 etanol i¢ceren
ornekte FRAP degeri 1403,037+13,39 pumol FeSO4.7H20/g bulunurken, etanol oraninin
arttigi Orneklerde anlamli bir artis gozlenmemistir. Ultrasonik banyo kullanilarak
hazirlanan %60°lik ekstraktta ise FRAP degeri 1204,604+10,46 umol FeS04.7H.O/g
olarak en yiiksek degerde gozlenirken, etanol yiizdesinin artmasi ile anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Normal ekstraksiyonla elde edilen antioksidan giiclin ultrasonik banyo ile
yapilan ekstraksiyondan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Her iki ekstraksiyon
yonteminde de sulu ekstraktlarda diisiik seviyede antioksidan gii¢ gbzlenmis buna ek
olarak %60 etanol oraninin iistiinde etanol igeren ¢oziiciilerde %60°da elde edilen degerden
cok fazla farkli olmayan degerler elde edilmistir. Antioksidan gii¢c (FRAP) icin ideal
¢ozilici oranmin %60 oldugu daha yiiksek oranlarda etanol kullanmanin getirisi olmadig:

goriilmektedir.

0,6 -

05 - y = 0,0005x - 0,0069
R =0,999

04 -
03 -
02 -

Absorbans

0,1 -

0 200 400 600 800 1000 1200
FeS0,.7H,0 (LM)

Sekil 19. FeSO4.7H20"1n standart kalibrasyon grafigi
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Tablo 25. Farkli ¢oziicli oranlarinda antioksidan gii¢ FRAP degerleri

Coziicli Oranlari

(Etanol-Saf su)

Normal Ekstarksiyon
(umol FeSO4.7H,0/g propolis)

Ultrasonik Ekstraksiyon
(umol FeSO4.7H,0/g propolis)

0-100 36,120+0,43 42,508+0,56
20-80 95,242+1,01 90,601+1,67
40-60 427,022+4,86 375,266+4,47
60-40 1403,037+13,39 1204,604+10,46
70-30 1410,876+7,77 1084,173+6,05
80-20 1486,124+8,58 1131,519+5,03
90-10 1359,925+11,18 1125,086+9,99
99,9-0

1343,32649,60

1173,531+9,25

1500
1300
1100
900
700
500
300
100
-100

RFAP (umol FeSO,.7H,0/g)

Propolis antioksidan glic-FRAP degerleri

0 20 40 60 70

80 90 100

Coziicii oranlari (% Etanol)

*mavi: normal ekstraksiyon FRAP degerleri
*yesil: ultrasonik ile ekstraksiyon FRAP degerleri

Sekil 20. Farkli ¢6ziicii oranlarinda antioksidan giic FRAP degerleri

3.2.5. istatistiksel Analiz Sonucu

Farkl1 etanol yiizdesi ve ortam sartlarinda yapilan ekstraksiyon islemleri neticesinde

elde edilen 6rneklerin fiziksel ve antioksidan test sonuglar1 arasindaki iliskinin belirlenmesi

icin korelasyon analizi yapildi. Elde edilen pH ve briks degerleri arasinda yiiksek diizeyde

pozitif bir korelasyon gézlendi (Tablo 26).
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Tablo 26. Fiziksel parametrelerin korelasyon diizeyleri

pH1 Briks1 pH2 Briks2
pH1 1 ,916™ ,996™ ,920™
Briks1 ,916™ 1 ,903” ,999™
pH2 ,996™ ,903™ 1 ,907"
Briks2 ,920™ ,999™ ,907" 1

**: Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-uglu).

Orneklerin TP ve TF degerleri arasinda yiiksek diizeyde iliski oldugu goriildii.

DPPH ile diger antioksidan parametreler arasinda negatif bir korelasyon gozlendi. Bu iliski
sadece sayisal veriler arasinda goriilmekte ve antioksidan degerlerinin en yiiksek oldugu

orneklerin DPPH radikalini de en yiiksek diizeyde temizledigi goriilmektedir. Antioksidan

parametreler arasindaki korelasyon degerleri Tablo 27°de verilmistir.

Tablo 27. Antioksidan parametrelerin korelasyon diizeyleri

TPt | TF* | DPPH! | FRAP: | TP2 | TF2 | DPPH? | FRAP?
TP 1| 964" -779" 933" ,990"| ,991"|  -,798" 921"
TF? 964" 1| -826" 990" | ,940"| 978"  -847" 981"
DPPH! -779"| -,826" 1| -863*| -759"| -,779” 994”|  -,859”
FRAP! 933" ,990"|  -863" 1| 909" 52|  -886" 994
TP2 990" | ,940|  -759" 909 1| 969" -776" 902"
TF2 9917| 978"|  -779" 952" | 969" 1| -801" 933"
DPPH? -,798" | -,847" 994”|  -886"| -776"| -801" 1| -882"
FRAP? 9217 981"|  -859" 994”| ,902| 933"|  -882" 1

**: Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-uglu), *: Normal ekstraksiyon, 2:UItrasonik

banyoda ekstraksiyon

3.3. HPLC-PDA Metod Validasyon ve Fenolik icerik Analiz Sonuclar

3.3.1. HPLC-PDA Metod Validasyon Parametreleri

Gelistirilen metodun istenilen amag i¢in uygunlugunun belirlenmesinde validasyon

islemleri yapilmalidir. Bu sayede rutin analizlerde metodun kullanilabilirligi saglanmis

olur. Calismamizda gelistirilen metodun validasyonu igin lineer 6lgtim araligi, kesinlik,

dogruluk, go6zlenebilme ve tayin

limitleri

incelendi.

Validasyon parametrelerinin
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degerlendirilmesinde her bir standart icin kalibrasyon egrileri ¢izilerek standart sapma ve
bagil standart sapmalart hesaplandi. Bolim 2.8.3’te verilen esitlik 2 ve esitlik 3’te
belirtilen formiiller ile her bir standart i¢in kalitatif olarak belirlenebilecek en diisiik
numune konsantrasyonu ve Kkantitatif olarak tayin edilebilecek en diisiik numune

konsantrasyonu belirlendi.

3.3.1.1. Lineer Ol¢iim Arahig

Gelistirilen metodun dogrusalliginin tespiti ig¢in her bir standardin 6 farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerinden 3’er defa yiiriitme islemi yapildi. Standartlar 40, 20, 10,
5, 2,5 ve 1,25 ppm’lik ¢ozeltiler halinde uygulandi. Standartlarin 6l¢iim araliklarinin
bulunmasi i¢in elde edilen verilere dayanarak bulunan kalibrasyon egrisinin denklemi ve
R? degerleri Tablo 28’de verilmistir. Standart kalibrasyon egrilerinin dogrusalliginin

yiiksek oldugunu R? degerleri gostermektedir.

Tablo 28. Standartlar icin HPLC-PDA sistemindeki kalibrasyon bilgileri

Standart Madde Kalibrasyon Denklemi R?
Gallik Asit y = 48545,25x-30268,89 0,9984
Protokatekuik Asit y = 62679,43x-2926,13 0,9986
Klorojenik Asit y = 55967,28x-50901,66 0,9975
p-OH Benzoik Asit y = 141594,2x-19873,52 0,9988
Epikatesin y = 15590,31x-13487,66 0,9991
Kafeik Asit y = 99045,49x-53102,93 0,9991
Siringik Asit y = 58487,69x-24401,14 0,9986
m-OH Benzoik Asit y = 22225,01x-9531,442 0,9997
Rutin y = 41861,18x-8889,043 0,9991
Ellagik Asit y =9710,836x-4409,203 0,9998
p-Kumarik Asit y = 110376,6x-65406,77 0,9981
Ferulik Asit y = 79771,24x-33059,28 0,9982
Mirisetin y = 22262,48x-33711,82 0,9980
Resveratrol y = 123052,3x-26312,94 0,9999
Daidzein y = 156142,1x-10628,39 0,9995
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Tablo 28’in devami

Luteolin y = 150282,3x-14381,0 0,9999
Kuersetin y = 65822,91x+10579,91 0,9999
t-Sinnamik Asit y = 179085,3x-51249,54 0,9982
Apigenin y = 95263,32x+3686,305 0,9997
Hesperetin y = 78668,08x-3799,182 0,9997
Ramnetin y = 51868,93x+37471,07 0,9978
Krisin y = 84787,67x+12353,53 0,9997
Pinosembrin y = 95424, 56x+6673,27 0,9999
CAPE y =61728,7x+11015,47 0,9998
Kurkumin y = 23516,7x+23959,48 0,9952
3.3.1.2. Kesinlik

Kesinlik, bir analizde ayni sartlarda elde edilen verilerin birbirine yakinligidir. Bir
yontemin kesinligi onun tekrarlanabilirligi ve geri kazanim degerleri ile desteklenmelidir.
Tekrarlanabilirlik standart sapma ve bagil standart sapma ile ifade edilir. Bagil standart
sapma Orneklem standart sapmasinin ortalamaya oranlanmasi ile elde edilir. Standartlarin
geri kazanim degerlerinin belirlenmesi igin iki farkli konsantrasyonda ii¢ tekrarli analiz
gerceklestirildi ve geri kazanim degerleri yiizde olarak hesaplandi. Gelistirdigimiz
metodun kesinlik dlgiitleri Tablo 29°da verilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda epikatesin,
mirisetin ve ellagik asit’e ait bagil standart sapmalar sirasiyla 0,28855, 0,2712 ve 0,26261
olarak bulunmustur. Diger standart bilesiklerin bagil standart sapma degerleri daha diisiik
olarak  gozlenmistir. Standartlarimizin =~ bagil standart  sapma  degerleri
tekrarlanabilirliklerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Protokatekuik asit, epikatesin, m-
OH benzoik asit, rutin, ellagik asit ve mirisetin standartlarinin bagil standart sapma
degerleri 0,1°den biiyiik, bunlar haricindeki standartlarin bagil standart sapmalarinin
0,1’den kiigiik oldugu goriilmektedir. Kullanilan metodun geri kazanim yiizdesinin
hesaplanmasi i¢in 40 ve 10 ppm’lik ¢ozeltilerdeki degerler incelendiginde %2100 geri
kazanimdan ¢ok az sapmalar oldugu, cogunlugunun geri kazanim yiizdesinin kabul

edilebilir diizeyde oldugu bulunmustur. Konsantrasyon distiikkge geri kazanim
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ylizdesindeki sapmalarin arttigi ancak yine de kabul edilebilir diizeyde oldugu

goriilmektedir.

Tablo 29. Standartlar icin HPLC-PDA sistemindeki kesinlik 6l¢iitleri

. Standart Sapma Bagil Standart Geri kazanim
(pik alani) Sapma 40 ppm 10 ppm
Gallik Asit 2402,240 0,05429 101,22 91,43
Protokatekuik Asit 10693,82 0,16203 101,17 97,13
Klorojenik Asit 4258,514 0,08881 101,68 93,13
p-OH Benzoik Asit 8449,922 0,05913 101,17 99,47
Epikatesin 3729,323 0,28855 100,93 94,80
Kafeik Asit 4829,501 0,05327 101,04 97,68
Siringik Asit 2886,402 0,05351 101,26 96,033
m-OH Benzoik Asit 4612,176 0,18167 100,37 102,83
Rutin 5345,815 0,12367 99,25 106,00
Ellagik Asit 2299,031 0,26261 100,17 98,033
p-Kumarik Asit 4387,275 0,04304 101,53 97,13
Ferulik Asit 6692,479 0,08876 101,40 95,43
Mirisetin 4366,155 0,2712 101,37 95,90
Resveratrol 3333,882 0,02816 100,29 100,13
Daidzein 3872,142 0,02484 100,68 101,53
Luteolin 4470,869 0,02898 100,19 101,00
Kuersetin 1358,870 0,02003 99,88 102,50
t-Sinnamik Asit 7084,483 0,04027 101,47 99,00
Apigenin 2800,038 0,02880 100,49 101,20
Hesperetin 1503,143 0,01902 100,60 100,50
Ramnetin 3065,129 0,05390 98,73 111,37
Krisin 4433,844 0,04999 100,49 101,80
Pinosembrin 3940,919 0,04018 100,33 100,70
CAPE 1385,744 0,02199 99,66 103,53
Kurkumin 1732,539 0,06444 98,44 107,90




3.3.1.3. Dogruluk
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Yapilan analizde elde edilen sonucun gercek degere olan yakinligi dogruluk ile

ifade edilir. Bir yontemin dogrulugu mutlak hata ve bagil hata degerleri ile gosterilir.

Olgiilen degerin gercek degerden sapmasi mutlak hata, mutlak hatanin gercek degere

oranlanmasi ile de bagil hata hesaplanir. Calismamizda olusturdugumuz metodun dogruluk

olgiitleri Tablo 30°da verilmistir. Calismamizda gelistirilen metoddaki standartlara ait bagil

hata diizeyleri resveratrol haricinde 0,02’nin altinda gozlenmistir. Bagil hata diizeyinin

diisiik olmasi kalibrasyon grafiginin ve Ornek analiz sonuglarmin dogrulugunun bir

gostergesidir.

Tablo 30. Standartlar i¢in HPLC-PDA sistemindeki dogruluk olgiitleri

Standart Madde Mutlak Hata Bagil hata
Gallik Asit 0,4867 0,0122
Protokatekuik Asit 0,4667 0,0117
Klorojenik Asit 0,6733 0,0168
p-OH Benzoik Asit 0,4667 0,0117
Epikatesin 0,3700 0,0092
Kafeik Asit 0,4167 0,0104
Siringik Asit 0,5033 0,0126
m-OH Benzoik Asit 0,1467 0,0037
Rutin 0,3000 0,0075
Ellagik Asit 0,0667 0,0017
p-Kumarik Asit 0,6100 0,0153
Ferulik Asit 0,5600 0,0140
Mirisetin 0,5467 0,0137
Resveratrol 0,1167 0,0290
Daidzein 0,2700 0,0068
Luteolin 0,0767 0,0019
Kuersetin 0,0500 0,0012
t-Sinnamik Asit 0,5867 0,0147
Apigenin 0,1967 0,0049
Hesperetin 0,2400 0,0060
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Ramnetin 0,5100 0,0128
Krisin 0,1967 0,0049
Pinosembrin 0,1300 0,0033
CAPE 0,1367 0,0034
Kurkumin 0,6233 0,0156

3.3.1.4. Gozlenebilme Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

Lineer 6l¢iim araliginda elde edilen standart kalibrasyon denklemi verileri ve boliim

2.8.3’te verilen esitlik 2 ve esitlik 3 kullanilarak standartlar i¢in kalitatif olarak

belirlenebilen en diisiik konsantrasyon (LOD) ve kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik

konsantrasyon (LOQ) degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 31°’de verilmistir. Epikatesin,

Kafeik Asit, rutin, ellagik asit, mirisetin, pinosembrin ve kurkumin standartlarinin LOD

degerleri 0,05’in Ttzerinde, diger standartlarin LOD degerleri ise 0,05’in altinda

bulunmustur. Kefeik asit, rutin, ellagik asit, mirisetin, pinosembrin ve kurkumin

standartlarina ait LOQ degerleri 0,2’nin iizerinde, diger standartlar ise 0,2’nin altinda

bulunmustur. Genel olarak calistigimiz metodda kullanilan standartlarin LOD ve LOQ

degerlerinin 6nemli 6l¢iide diisiik oldugu goriilmektedir.

Tablo 31. HPLC-PDA sisteminde standartlara ait gozlenebilme ve tayin limit degerleri

Standart Madde

Gozlenebilme Limiti (LOD) (ug/ml)

Tayin limiti (LOQ) (ug/ml)

Gallik Asit 0,0099 0,0331
Protokatekuik Asit 0,0042 0,0139
Klorojenik Asit 0,0199 0,0662
p-OH Benzoik Asit 0,0309 0,1031
Epikatesin 0,0569 0,1896
Kafeik Asit 0,0859 0,2865
Siringik Asit 0,0203 0,0676
m-OH Benzoik Asit 0,0074 0,0247
Rutin 0,0838 0,2793
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Tablo 31’in devami

Ellagik Asit 0,0896 0,2988
p-Kumarik Asit 0,0333 0,1108
Ferulik Asit 0,0196 0,0653
Mirisetin 0,0868 0,2895
Resveratrol 0,0336 0,1120
Daidzein 0,0230 0,0768
Luteolin 0,0254 0,0847
Kuersetin 0,0022 0,0074
t-Sinnamik Asit 0,0286 0,0954
Apigenin 0,0439 0,1463
Hesperetin 0,0035 0,0117
Ramnetin 0,0165 0,0546
Krisin 0,0206 0,0687
Pinosembrin 0,0852 0,2841
CAPE 0,0037 0,0124
Kurkumin 0,0908 0,3027

3.3.2. Standart Fenolik Bilesiklerin Spektrum ve Kromatogramlari

HPLC ile analizde alikonma zamanlar: standartlar hakkinda bilgi verir. Ancak ayni
alikonma zamanina sahip farkl bilesiklere ait piklerin gériilmesi istenmeyen bir durumdur.
Bu durumda elde edilen pikin analizi yapilan standarda mi ait yoksa baska bir maddeye mi
ait oldugu sorular1 ortaya cikabilir. Kullanilan HPLC sisteminde PDA donaniminin olmasi
bu karigikligi en aza indirmektedir. Ciinkii PDA donanimi ile tayin yaparken es zamanli
olarak ilgili maddelerin spektrum taramasi da yapilabilmektedir. Bu sayede elde edilen
piklerin spektrumuna bakilarak analizi yapilan standart olup olmadigina karar verilebilir.
Calismamizda validasyonu yapilan metoddaki standart maddelere ait kimyasal yapilar ve

spektrumlar Tablo 32°de verilmistir.
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Tablo 32. Metotta kullanilan standartlara ait kimyasal yapilar ve spektrumlar

Standart Madde

Gallik Asit

Protokatekuik Asit
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Kafeik Asit

Siringik Asit

m-OH Benzoik
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Rutin

Ellagik Asit

P-Kumarik Asit
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t-Sinnamik Asit
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Tablo 32’nin devami

CAPE (Kafeik

-
Asit Fenetil Ester) g
I

Kurkumin f

Gelistirilen metodda kullanilan standartlar igin maksimum absorbans degerlerine en
uygun 4 farkli dalga boyu baz alinarak kalibrasyon egrileri olusturuldu. Kalibrasyon igin
kullanilan dalga boylari sirasiyla 250, 280, 320 ve 360 nm olarak belirlendi. 250 nm dalga
boyundaki kromatogram Sekil 21°de, 280 nm dalga boyundaki kromatogram Sekil 22°de,
320 nm dalga boyundaki kromatogram Sekil 23’te, 360 nm dalga boyundaki kromatogram
Sekil 24’de ve 25 standart maddeyi igeren birlestirilmis standart kromatogram Sekil 25’te

mAy
J#1.887 100

verilmistir.
mal
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Sekil 21. 250 nm dalga boyundaki standart kromatogram, (2)Protokatekuik asit, (4)p-OH Benzoik

asit, (8)m-OH Benzoik asit, (9)Rutin, (10)Ellagik Asit, (15)Daidzein
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Sekil 22. 280 nm dalga boyundaki standart kromatogram, (1)Gallik asit, (5)Epikatesin, (7)Siringik

asit, (18)-Sinnamik Asit, (20)Hesperetin, (22)Krisin, (23)Pinosembrin
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Sekil 23. 320 nm dalga boyundaki standart kromatogram, (3)Klorojenik asit, (6)Kafeik Asit, (11)p-
Kumarik Asit, (12)Ferulik Asit, (14)Resveratrol, (19)Apigenin, (24)CAPE
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Sekil 24. 360 nm dalga boyundaki standart kromatogram, (13)Mirisetin, (16)Luteolin,
(17)Kuersetin, (21)Ramnetin, (25)Kurkumin
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Sekil 25. 25 standarti igeren birlestirilmis kromatogram, (1)Gallik asit, (2)Protokatekuik asit,
(3)Klorojenik asit, (4)p-OH benzoik asit, (5)Epikatesin, (6)Kafeik Asit, (7)Siringik Asit,
(8)m-OH benzoik asit, (9)Rutin, (10)Ellagik Asit, (11)p-Kumarik Asit, (12)Ferulik Asit,
(13)Mirisetin, (14)Resveratrol, (15)Daidzein, (16)Luteolin, (17)Kuersetin, (18)t-Sinnamik
asit, (19)Apigenin, (20)Hesperetin, (21)Ramnetin, (22)Krisin, (23)Pinosembrin,
(24)CAPE, (25)Kurkumin

3.3.3. Anadolu Propolisinin Fenolik Icerik Analiz Sonucu

Calismamizda gelistirilen fenolik igerik analiz metodu ile farkli ¢oziicii oranlarinda
hazirlanmis olan propolis drneklerin analizleri yapilarak fenolik icerikleri aydinlatilmistir.
Normal ekstraksiyon ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin fenolik igerigi tablo 32’de,
ultrasonik banyo ile hazirlanan propolis ekstarktlarinin fenolik analiz sonucu tablo 33’te
verilmistir. Her iki ekstraksiyon yonteminde de %0 ve %20 etanol igeren c¢oziiciiler
haricinde gallik asit ve protokatekuik asit tespit edilmemistir. %60 ve daha fazla etanol
igeren coziiciilerle yapilan ekstraksiyonlarda fenolik igerikte zenginlesme oldugu gézlendi.
Ozellikler krisin, pinosembrin ve CAPE seviyelerinde artis olmakla birlikte, %60, %70 ve
%80 oraninda kullanilan ¢oziiciilerdeki fenolik igerigin diger ¢oziicii oranlarina gore daha
yiiksek oldugu goriildi. Buna ek olarak ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyonda,
normal ekstraksiyona kiyasla ¢ok biiylik olmamakla birlikte fenolik igerik seviyelerinde
artis oldugu bulundu. Propolis ekstraktinin hazirlanmasinda etanol yiizdesinin belirli
seviyeye kadar artis1 olumlu olurken, yiliksek oranda etanol kullanmanin fayda saglamadigi

goriilmektedir.
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Tablo 32. Normal ekstraksiyon ile hazirlanan Anadolu propolisi fenolik igerik analiz sonucu

Standart
Madde (ug/g) %0* %20* %40* %60* %70* %80* %90* %99,9*
Gallik Asit | 14163 | 37,735 | te. |te e, te. te. te.
Protokatekuik
Asit 41,904 | 33,595 | te. te. te. te. te. te.
Klorojenik
Asit t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. te.
PO 1 4046 | o011 | 14873 | (e ‘e ‘e ‘e ‘e
Benzoik Asit e o h h e
Epikatesin | te, te. te. te. te. te. te. te.
Kafeik Asit | 683,661 | 4857,096 | 707,539 | 3453,752 | 3226,815 | 3304,275 | 2293,397 | 1984,866
Siringik Asit | ¢ g te. te. te. te. te. te. te.
m-OH
Benzoik Asit t.e. t.e. te. t.e. t.e. t.e. te. t.e.
Rutin te. te. te. te. te. te. te. te.
Ellagik Asit | 131,514 | 703,013 69,009 555,776 | 574,012 | 626,913 | 450,969 | 294,335
p-Kumarik
Asit 459,128 | 2795,255 | 588,756 | 3306,868 | 2927,647 | 2803,141 | 1824,239 | 1631,936
Ferulik Asit | 445,072 | 3394,999 | 720,230 | 4140,532 | 3405,609 | 3627,712 | 2334,915 | 2070,237
Mirisetin te. t.e. te. te. t.e. te. te. te.
Resveratrol | t.. te. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e.
Daidzein | te, te. te. te. te. te. te. te.
Luteolin | te. te. te. te. te. te. te. te.
Kuersetin | te te. te. te. te. te. te. te.
t-Sinnamik
Asit 180,712 | 706,089 | 225,865 | 1802,303 | 1795,839 | 1661,121 | 1381,376 | 1171,323
Apigenin | e te. te. te. te. te. te. te.
Hesperetin | ¢, te. te. te. te. te. te. te.
Ramnetin | ¢ te. te. te. te. te. te. te.
Krisin 11,767 81,267 331,361 | 8725,685 | 9203,726 | 8623,053 | 7928,035 | 6920,838
Pinosembrin 15,654 188,795 | 351,389 | 8312,823 | 7932,835 | 8161,853 | 7275,603 | 6247,575
CAPE te. te. 1301,694 | 8138,150 | 7489,384 | 6500,732 | 8228,549 | 7807,528
Kurkumin | ¢ te. te. te. te. te. te. te.

*0pEtanol-Saf Su, t.e.: tespit edilemedi
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Tablo 33. Ultrasonik ekstraksiyon ile hazirlanan Anadolu propolisi fenolik igerik analiz sonucu

Standart
Madde (ng/g) %0* %20* %40* %60* %70* %80* %90* %99,9*
Gallik Asit 28,378 35540 | te. te. te. te. te. te.
Protokatekuik
Asit 90,024 | 28,275 | te. te. te. te. te. te.
Klorojenik
Asit t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. te.
PO ) 50723 | 57336 | 85677 | (e fo te te te
Benzoik Asit e o h h e
Epikatesin | te te. te. te. te. te. te. te.
Kafeik Asit 1170,54 | 2140,26 | 2530,469 | 2938,776 | 2930,411 | 3123,336 | 2309,578 | 2279,844
Siringik Asit | ¢, te. te. te. te. te. te. te.
m-OH
Benzoik Asit t.e. t.e. te. t.e. t.e. t.e. te. t.e.
Rutin te. te. te. te. te. te. te. te.
Ellagik Asit | 169,555 | 523,284 | 666,489 | 595,592 | 739,989 | 632,949 | 508,382 | 255,510
p-Kumarik
Asit 710,533 | 1306,346 | 2096,105 | 2558,694 | 2486,914 | 2620,527 | 1658,269 | 1943,154
Ferulik Asit | 800,079 | 1534,509 | 2756,617 | 3248,327 | 3268,124 | 3373,755 | 2211,548 | 2521,193
Mirisetin t.e. t.e. te. te. t.e. te. te. te.
Resveratrol | t.e. te. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e.
Daidzein | tg te. te. te. te. te. te. te.
Luteolin te. te. te. te. te. te. te. te.
Kuersetin | te te. te. te. te. te. te. te.
t-Sinnamik
Asit 288,911 | 365,612 | 1018,165 | 1551,674 | 1509,422 | 1693,779 | 1467,111 | 1239,852
Apigenin | tg te. te. te. te. te. te. te.
Hesperetin | (¢ te. te. te. te. te. te. te.
Ramnetin | ¢ te. te. te. te. te. te. te.
Krisin 86,805 47,125 | 1507,322 | 7323,429 | 8487,307 | 9630,287 | 8342,319 | 8058,243
Pinosembrin 81,797 | 110,744 | 1631,853 | 6845,388 | 8316,671 | 8630,583 | 7260,073 | 7232,472
CAPE te. te. 3695,082 | 7652,571 | 7433,264 | 8139,308 | 7856,681 | 8277,650
Kurkumin | te te. te. te. te. te. te. te.

* OpEtanol-Saf Su, t.e.: tespit edilemedi




4.TARTISMA

Bal, polen, ar1 siitii ve propolis gibi g¢esitli ar1 {irtinleri toplum tarafindan
yiizyillardir kullanilmaktadir. Son yillarda ise 6zellikle propolis birgok g¢alismanin ilgi
odag1 haline gelmistir. Propolis arilar tarafindan bitkinin yaprak, kabuk ve tomurcuk gibi
bolgelerinden toplanan kovani ve art kolonisini mikroorganizmalardan koruma gorevini
tistlenmis reginemsi bir maddedir. Gegmisten giiniimiize cesitli ar1 trlinleri kullanilmig
olup propolis mumyalama ve enfeksiyon hastaliklarina kars1 kullanimu ile yiliksek derecede
oneme sahip bir tirindiir (Ahn vd., 2007; Li vd., 2008; Aliyazicioglu vd., 2013). Gelisen
tip alaninda sentetik ilaglarin kullanilmasina karsin dogal yontemlerle hastalik tedavisi
amaciyla veya direnci arttirmaya yonelik takviye edici besin olarak dogal triinlere ilgi
artmaktadir. Propolis biinyesinde bulundurdugu ugucu yaglar ve fenolikler gibi bilesenler
ile antioksidan, antimikrobiyal ve antiinflamatuar 6zelligi sayesinde ar1 iriinleri iginde
dikkati iizerine ¢gekmeyi basarmustir (Keskin ve Kolayli, 2018). Ilag, kozmetik ve apiterapi
merkezlerinde kullanimi1 da goz Oniine alindiginda gesitli saglik alanlarinda kullanildig:
goriilmektedir (Bankova vd., 2014; Orug vd., 2017). Bununla birlikte propolis sadece besin
veya tedavi edici olarak degil ahsap koruma o&zelligi ile de cilalama ve vernikleme
islemlerinde de kullanilmasiyla ahsabin omriinii uzatmaktadir (Dogan ve Hayoglu 2012;
Karlidag ve Geng, 2019).

Propolisin kimyasal kompozisyonu, rengi ve tadi iiretildigi bolgenin iklimine,
cografi yapisina, bitki Ortiisiine, alindigi koloniye, toplanma ydntemine ve toplanma
zamanina gore farklilik gosterir (Sforcin vd., 2000; Bankova vd., 2014, Karlidag ve Geng,
2019; Neto vd., 2017; Silva vd., 2015; Popova vd., 2017; Sarikaya vd., 2009). Ayni
zamanda propolisin kompozisyonu koloninin gereksinimine gore de farklilik gosterir.
Ornegin, koloninin ihtiyaci yalitim ve izolasyon ise propolis bal mumu ve vaks ydniinden
zengindir. Koloninin ihtiyact mikroorganizmalara ve hastaliklara kars1 korunma ise balsam
yoniinden zengin propolis iretilmektedir (Keskin ve Kolayli, 2018). Propolis igerigi ile
ilgili yapilan ¢aligsmalarda, propolisin ugucu yaglar ve fenolikler ana bilesen olmakla tizere
terpenler, hidrokarbonlar, sekerler ve mineral elementler gibi 300’den fazla bilesene sahip
oldugu bildirilmistir (Talla vd., 2014; Saral, 2018). Propoliste bulunan bu zengin bilesikleri
insanlar olarak tiiketebilmemiz i¢in ekstraktinin hazirlanarak kullanilmasi gerekir. Ancak

hazirlanan ekstraktlarin etken madde igerigi konusunda net bilginin olmamas: kullanici
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acisindan kusku ve endiseye sebep olmaktadir. Bu konu ile ilgili ¢esitli calismalar yapilsa
da propolis konusunda tam bir standardizasyon heniiz yapilamamistir (Bankova vd., 1987;
Keskin ve Kolayli, 2018).

Literatiir incelemeleri neticesinde propolis ekstraksiyon islemine dair farkli
yontemler kullanildig: goriilmiistiir. Ornegin, Tosi ve arkadaslari %30 propolis-¢oziicii
oraninda %60 etanol, gliserol, propilen glikol ve tahil yagi kullanarak ekstraksiyonlar
yapmis ve propolisin antimikrobiyal aktivitesinde ¢6ziicii se¢iminin énemli bir yere sahip
oldugunu bildirmistir (Tosi vd., 1996). Propolis ekstraksiyon isleminde en yaygin
kullanilan ¢06ziicii olarak etanol tercih edilmektedir. = Kullanilan etanolik ¢dziicii
karigimlarinin  ve etanolik ekstraksiyon metodlarinin literatiirdeki farkliligi dikkat
cekmektedir. Arastirmacilar en ideal ¢dziicii yiizdesini ve yontemini bulmak icin gesitli
calismalar planlamaktadirlar. Ornek olarak, Mello ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklari
calismada %80 etanol kullanmis ve ortam pH’sinin ekstraksiyon verimine etkisini gérmek
icin ekstraksiyon islemine HCI ilave etmistir. pH degisimine bagli olarak antioksidan
aktivite ve antioksidan kapasitenin degistigini bildirmistir (Mello ve Hubinger, 2012).
Karlidag ekstraskiyon iglemini 1:10 oraninda %96 etanol ve 1 haftalik igslem ile yaparken,
Keskin 1:10 oraninda %98’lik etanol kullanmis ve 24 saatte islemi tamamlamistir
(Karhidag ve Geng, 2019; Keskin ve Kolayl, 2018). Bruschi ve Cottica ise turbo
ekstraksiyon yontemiyle daha kisa siirede alkolik ekstrakti hazirlamistir (Bruschi vd.,
2003; Cottica vd., 2011). Alencar, Oldoni ve Yang birbirinden bagimsiz olarak yaptiklar
caligmalarda propolis ekstraksiyon islemi i¢in %80 etanol kullanarak yiiksek sicakliklarda
islemi yaparak 30 dakikadan 240 dakikaya kadar kisa siire igerisinde ekstraksiyon islemini
tamamlamiglardir (Alencar vd., 2007; Oldoni vd., 2011; Yang vd., 2011). Shougin ve
arkadaglar1 oda sicakliginda 1 hafta ve 85 °C’de 4 saat olacak sekilde farkli yiizdedeki iki
etanolik ekstraksiyon islemi yapmis ve kazanimlarmm esit oldugunu belirtmislerdir
(Shougin vd., 2005). Trusheva ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada %70 etanol ile 1:50
oraninda propolis-¢oziicii kullanmiglar ve farkli ekstraksiyon yontemlerinin verimini
incelemislerdir. Elde ettikleri bulgulara goére maserasyon ile esktaraksiyona kiyasla
ultrasonik ve mikrodalga ile yapilan yontemlerde yiiksek ekstraksiyon verimi
sagladiklarin1 belirtmiglerdir (Trusheva vd., 2007). Bu bilgiler 1s1ginda gériiliiyor ki en
ideal yontem ve ¢oziiciiniin belirlenmesi i¢in arastirmacilar biliyiikk bir ¢aba harcamistir
ancak literatiirde ki bosluk doldurulamamistir. Bu calismayla en ideal ¢oziici orani

belirlenerek literatiirdeki boslugun doldurulmas: amaglanmistir. Ideal ¢dziicii orani icin
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hazirlanan ekstraktlarin % briks degerleri, pH degisimleri, TP, TF, DPPH ve FRAP
analizleri yapildu.

Gida ve kimya sanayisinde kirilma indisinden yararlanilarak gelistirilmis
refraktometrik teknikler ile maddelerin veya karisimlarin kuru madde miktar1 belirlenir.
Gida basta olmak iizere kimya sanayisi ve eczacilik gibi alanlarda madde veya karisimlarin
briks degeri kontrol edilen bir parametredir. Ornegin Gabriel 2008 yilinda yapmis oldugu
bir ¢alismada sofralik tiziimlerin propolis bazli bir bilesen ile kaplanmasmin etkilerini
incelerken briks degerlerini kontrol parametrelerinden biri olarak kullanmistir (Gabriel,
2008). Calismamizda ise propolis ekstraksiyon isleminin en verimli yapilabilmesi igin
kullanilabilecek ¢oziicli karigtminin ve yonteminin belirlenmesinde briks degerinin bize
151k tutacagi disiiniildi. Elde edilen sonucglara baktigimizda calistigimiz her iki
ekstraksiyon yonteminde de %40’a kadar olan ¢oziiciilerde briks degeri ¢oziicii yiizdesi ile
dogru orantili olarak artmakta %60’dan sonra ise briks degerinde anlamli bir artis olmadigi
goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak %60 ve iizerinde alkol igeren coziiclilerdeki kuru
madde miktar1 ile bu ekstraktlardaki antioksidan kapasite arasinda bir iliski kurulabilir.
Kuru madde miktarinin artmasi ile antioksidan kapasitenin arttigi, plato olusturmaya
basladig1 ¢oziicii yiizdelerindeki ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinde de platolasma
oldugu goriilmektedir.

Mantar ve bakteri gibi mikroorganizmalara etkisinden dolay1 gidalardaki asidik
diizey belirli siirlar ¢ergcevesinde kontrol edilir. Art iirlinleri iginde dnemi giin gectikce
artan propolis biinyesinde barindirdig: fenolik asitlerden dolay: ekstraktlart asidik bir pH
degerine sahiptir. Propolisin biinyesinde bulunan bu maddelerin mikroorganizmalara
etkisinin pH yiikseldik¢e azaldigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Ivancaji¢ vd., 2010).
Calismamizda ekstraksiyon ic¢in kullanilan ¢oziicii karisimlarindaki etanol yiizdesinin
artmasi ile ekstraktlarin pH degerinin arttigr goriilmiistiir. Coziici etanol yiizdesinin
artmas1 pH degerini arttiran sebeplerden biri Olabilir. Ancak ortamdaki yiiksek oranda
etanol artigina istinaden diisiik ivmede artan pH degeri bize, ¢Oziicliye gegen etken
maddelerin asidik degerlerinden Otiirii diisiik ivmenin gozlendigini disiindiirmektedir.
Propolisten ¢oziicli ortamina gecen bilesenler her iki esktraksiyon yonteminde de hizli pH
yiikselmesini engellemektedir. Ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyonla elde edilen
ekstraktlarin pH degerinin normal ekstraksiyon ile yapilan ekstraktlara yakin bulunmasi

ultrasonik etkinin pH’y1 etkilemedigini diisiindiirdii.
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Propolisin biinyesinde bulunan gesitli bilesikler antioksidan etkilerden sorumludur.
Bu Dbilesiklerin basinda fenolik maddeler gelir. Literatiirde propolisin ister
standardizasyonu ister en verimli ekstraktinin hazirlanmasi olsun, yapilan islemin kontroli
amaciyla TP ve TF gibi antioksidan kapasite ile DPPH ve FRAP gibi antioksidan aktivite
testlerinin yapildig1 goriilmektedir. Farkli ekstraksiyon yontemleri veya alkolik ¢oziicl
oranlarinda yapilan c¢aligmalarda TP degerinin 48 — 232 mg GAE/g propolis arasinda
gozlendigi bildirilmistir (Aliyazicioglu vd., 2013; Cottica vd., 2011; Alencar vd., 2007).
Bununla beraber TP madde miktarmin 570 mg GAE/g propolis oldugunu gosteren
calismalarda mevcuttur (Erdogan, 2011). Yapilan bazi ¢alismalarda ise TP degeri ylizde
olarak verilmis ve %10 ile %52 arasinda degistigi bildirilmistir (Keskin ve Kolayli, 2018,
Cunha vd., 2004; Trusheva vd., 2007). Gram propolis basina bulunan TP degerlerindeki bu
tarz farkliliklara propolisin elde edildigi bolge, elde edilis sekli, ekstrakte edildigi yontem
ve ekstraksiyonda kullanilan ¢éziiciiler gibi etkenler sebep olabilir. Ornegin Iran’in farkl
bolgelerinden toplanan propolis orneklerinin TP degerinin %3-%8 arasinda degistigi bir
caligmada bildirilmistir (Mohammadzadeh vd., 2007). Etanoliin farkli yiizdeliklerinde
gerceklestirilen ¢alismamizda %70 etanol ile yapilan normal ekstraksiyon isleminde en
yiiksek TP degeri olarak 244,90+1,57 mg GAE/g elde edilmistir. Ultrasonik banyo ile
yapilan ekstraksiyon icin ise %70 ve %100’lik ekstraksiyon iglemlerinde ise en yliksek
deger olarak sirastyla 286,27+1,64 ve 304,05+2,75 mg GAE/g bulunmustur. Literatiirde
farkli yiizdeler de etanol iceren ekstraksiyon islemlerinin neticesine bakildiginda etanoliin
miktar1 ile ilgili farkli kullanimlarin oldugu goriilmektedir (Sun vd., 2015; Keskin ve
Kolayli, 2018; Aliyazicioglu vd., 2013). Calismamizda en verimli etanol yiizdesinin
belirlenmesi amaclanmis ve ister normal ekstraksiyon olsun ister ultrasonik banyo ile
yapilan ekstraksiyon olsun %70 etanol igeren ¢oziicii sisteminin kullanilmasinin faydali
olabilir. Ekstraksiyon isleminde ultrasonk banyo kullaniminin TP miktarinda artis sagladig
bulunmus olup literatiirde buna yakin sonuglar bildirilmistir (Trusheva vd., 2007).

Ekstraksiyon igleminde propolis-¢oziicii orani kullanilan ¢6ziiciiniin etanol yiizdesi
kadar onemli bir konudur. Aragtirmacilar bu konuda en verimli orani bulmak ve en iyi
sekilde fenolikleri elde etmek i¢in birbirinden farkli propolis-¢oziicii oranlar
kullanmaktadir (Trusheva vd., 2007; Karlidag ve Geng, 2019). Calismamizda bu
farkliliklarin azaltmak adina farkli propolis-¢oziicli oranlarinda ekstraksiyon islemleri
yapilmistir. Hacim sabit tutularak 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 1:20 ve 1:40 oranlarinda

propolis ilave edilmis ve hazirlanan ekstraktlarin fenolik igeriginin belirlenmesi i¢in TP
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analizi yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde ekstraksiyonda kullanilan propolis
miktarindaki azalmaya kiyasla TP madde miktarinda iki farkli veri grubu goriilmektedir.
Bu veri gruplarindaki egimler incelendiginde 1:5 ve 1:10 oranlarinin 6nemli bir yere sahip
oldugu bulunmustur. Bunun yani sira TP madde miktarim1 g propolis basina
inceledigimizde sabit hacimde kullanilan propolis miktarindaki azalmaya karsin TP
degerinde artis oldugu goriilmiistiir. Bu bilgiler 1s18inda TP degerinin hacim bazinda
diisiiniildiigli zaman azaldig1, agirlik bazinda diisiintildiigli zaman arttig1 goriilmektedir. Bu
sebeple 1:5 ile 1:10 oranlarinda propolis ekstraksiyonu yapildiginda en verimli propolis-
¢oziicii oraninin kullanilmis olacagini diisiinmekteyiz.

Literatiirde propolis Orneklerinin igerdigi TF madde miktarina yonelik yapilan
calismalarda farkli yontemlerin kullanilmis olmasi sunulan sonuglar arasinda farklilik
olmasim kaginilmaz kilmistir. Ornegin Trusheva ve arkadaslar1 ultrasonik ekstraksiyon ile
farkli propolis-¢oziicli oranlarinda TF degerlerini %8,6 ile %9,6 arasinda bulduklarini
bildirmistir (Trusheva vd., 2007). Mello ve arkadaslar1 ise pH’sin1 degistirdikleri sulu ve
etanolik ekstraksiyonlarda 11,41-68,40 mg QE/g araliginda TF tespit ettiklerini
bildirmislerdir (Mello ve Hubinger, 2012). Baska bir c¢alisma ise hekzan ile
fraksiyonlamada, etanolik ekstraksiyona kiyasla 4 kat daha fazla TF elde edildigini
gostermistir (Alencar vd., 2007). Calismamizda su yiizdesinin yiiksek oldugu ¢oziiciilerde
disiik diizeyde TF tespit edilmis, etanol yiizdesi arttikca TF miktarinin da arttig
goriilmiistiir. %70 etanol-saf su karigiminda her iki ektraksiyon yonteminde de normal ve
ultrasonik ekstraksiyon i¢in sirasiyla 12,86+0,06 ve 16,11+0,15 mg QE/g propolis
degerleri elde edilmistir. Bu etanol ylizdesinin {izerindeki ¢ozeltilerde TF degerlerinin ¢ok
fazla degismedigi goriilmektedir. Bununla beraber ultrasonik ekstraksiyonun TF madde
miktarin1  arttirdigi  bulunmustur. Ozetle %70 etanol-saf su karisimi ve ultrasonik
ekstraksiyon kullanilarak propolisten TF madde eldesinin en verimli yol olabilecegini
diistinmekteyiz.

DPPH radikali ticari olarak satin alinabilen bir sentez iiriintidiir. Antioksidan
caligmalarinda gii¢lii bir oksitleyici ajan olarak kullanimi yaygindir. Sun ve arkadaglar
sulu ve alkolik olarak hazirladiklar1 propolis ekstraktlarinin DPPH temizleme giicilinii
sirastyla 13,798 mg/ml, 0,633 mg/ml olarak bildirmislerdir (Sun vd., 2015). Cottica ve
arkadaglar1 ise Brezilya’nin Maringa yerlesiminden sagladiklar1 propolisin DPPH
aktivitesini incelemis ve 0,047-0,160 mg/ml araliginda bir degere sahip oldugunu

bildirmislerdir (Cottica vd., 2011). Ekstraksiyon isleminde kullanilan ¢oziicii kadar
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¢oOziiclinlin pH degerinin 6nemine dikkat ¢gekmek isteyen Mello ve arkadaslari, pH nin 4
oldugu c¢oziicii sisteminde yapilan ekstraksiyon islemi neticesinde %90 oraninda DPPH
temizleme aktivitesi elde ettiklerini beyan etmislerdir (Mello ve Hubinger, 2012). Bir
baska c¢alismada Azerbeycan’dan temin edilen propolislerin ekstraksiyon islemi i¢in %95
etanol kullanilmis ve 15-198 mg/ml araliginda DPPH temizleme aktivitesi bulmuslardir
(Can vd., 2015). Calismalar gostermektedir ki propolisin temin edildigi bolge, propolis
ekstarktinin hazirlandig1 ¢oziicii ve ¢oziiclii sistemin asitlik diizeyi gibi pek c¢ok etken
DPPH aktivitesine etki etmektedir. Calismamizda kullanilan Anadolu propolisi normal
ekstraksiyon ve ultrasonik banyo ile ekstraksiyon olmak iizere iki farkli yontemle ekstrakte
edilmistir. Normal ekstraksiyonda DPPH temizleme konsantrasyonu olarak 0,022-0,647
mg/ml arasinda degisen degerler elde edilmistir. En etkili konsantrasyon olan 0,022 mg/mi
degeri %60 etanol-saf su ¢oziicii sisteminin kullanildigi ekstraksiyonda elde edilmistir.
Ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyon i¢in de 0,021-0,671 mg/ml araliginda sonuglar
bulunmus ve %60 etanol-saf su sisteminin en etkili sistem oldugu goriilmiistiir. Normal ve
ultrasonik banyo ile yapilan iki ekstraksiyon yonteminde de %60 etanol-saf su ¢oziicii
sistemi en etkili sonucu saglamaistir.

Ferrik indirgeme gii¢ analizi (FRAP), ferrik-tripiridiltriazin kompleksindeki Fe***{in
ornekte bulunan antioksidanlar tarafindan Fe*?’ye indirgenmesi esas almarak
gerceklestirilir. Propoliste bulunan antioksidanlarin ferrik indirgeme giiciinii belirlemek
icin yapilmis ¢esitli ¢aligmalar vardir. Diinyanin farkl: iilkelerine ait propolis 6rneklerinin
FRAP analiz sonuglarina bakildiginda farkli FRAP degerlerine sahip oldugu goriilmektedir
(Cottica vd., 2011; Mello ve Hubinger, 2012; Can vd., 2015; Aliyazicioglu vd., 2013).
Brezilya propolislerin farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen FRAP degerleri 528-
1365 umol Fe2S04.7H20/g propolis olarak bildirilmistir (Cottica vd., 2011). Tiirkiye’nin
farkli illerinden toplanan propolisler ile ilgili yapilan bir ¢aligmada ise FRAP degerlerinin
182-325 pumol Fe2SO4.7H20/g propolis araliginda degistigi tespit edilmistir (Aliyazicioglu
vd., 2013). Calismamizda farkli etanol su karisimi igeren ¢oziicii sistemleri kullanilarak
hazirlanan propolis ekstraktlarma ait degerler normal esktraksiyon i¢in 36,120-1486,124
umol Fe2SO4.7H20/g propolis araliginda, ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyon igin ise
42,508-1204,604 pmol Fe2S04.7H20/g propolis araliginda degistigi bulunmustur. ki
ekstraksiyon yontemine ait sonuglar incelendiginde %60 etanol-saf su ¢éziicii sistemindeki

ferrik indirgeme giiciiniin en etkin oldugu goriilmektedir.
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Literatiirde propolisin ekstraksiyonu i¢in farkli yontemler ve kosullar denenmis ve
en ideal sistemin belirlenmesi igin gesitli ¢alismalar oldugu goriilmektedir (Trusheva vd.,
2007; Alencar vd., 2007; Mello ve Hubinger, 2012; Cottica vd., 2011; Sun vd., 2015).
Yaptigimiz ¢alismada etanol-saf su karisimi i¢in ideal orami belirlemeyi amacgladik. Bu
baglamda verilerimizi inceledigimizde TP ve TF gibi analizler i¢in %70’lik etanol-saf su
sisteminin, DPPH ve FRAP gibi analizler igin ise %060’lik etanol-saf su sisteminin
optimum kosul oldugu diisiincesine varildi.

Bununla beraber antioksidan parametreler arasindaki iliski incelenmis ve DPPH ile
TP arasinda orta diizeyde, FRAP ile TP ve TF arasinda yliksek diizeyde ve DPPH ile
FRAP arasinda orta diizeyde bir iligki oldugunu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Can vd., 2015; Mello ve Hubinger, 2012). Calismamizda ¢oziicii sistemdeki etanol
yiizdesi ile antioksidan parametreler arasinda bir iliski oldugu goriilmektedir. Ancak
optimum ¢dziicii sistemindeki etanolden fazla alkol kullaniminin, degerlerde gozle goriiliir
seviyede bir degisime yol agmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte ekstraksiyonu yapilan
propolis miktar1 ile ¢oziicii arasindaki oran belirlenmeye calisilmis ve 1:5 ile 1:10
oranlarmin ideal oranlar olabilecegi goriilmiistir. Hem elde edilebilen antioksidan
maddelerin miktar1 hem de kullanilan sarf malzemelerin kullanimi géz 6niine alindiginda
optimum yontemin kullanimi fayda saglayacaktir.

Orneklere ait fiziksel ve antioksidan parametreler arasinda korelasyon analizi
yapildi. Briks ve pH degerlerinin farkli ¢oziicii ve ortam kosullarinda birbiri ile pozitif
korelasyon gosterdigi goriildii. Coziicli ortamina gecen madde miktarinin briks ve pH’y1
birbiri ile iligkili olarak arttirdigi bulundu. TP ile TF ve FRAP arasinda pozitif korelasyon
gozlenirken, TP ile DPPH arasinda negatif korelasyon goézlendi. Bu durum ¢oziicii
ortamina gegen toplam fenolik madde miktar: arttikga daha diisiik konsantrasyonlardaki
ekstraktin DPPH radikalini temizlemesi ile agiklanabilir.

Propolis bilinyesinde 300’den fazla fenolik madde barindirir. Bu fenoliklerin
metabolizmada 6nemli bir yere sahip olmasi arastirmacilar tarafindan onlarin belirlenmesi
ve kullanilabilir hale getirilmesi konusunda fikir birligi ortaya c¢ikarmustir. Propolis
biinyesindeki fenolik maddelerin belirlenmesi icin farkli yontemler denenmistir. Bunlardan
birisi olan kromatografik analizler arastirmacilarin en sik kullandiklar1 yontemlerdir. Bu
sebeple ¢alismamizda propolis ve diger dogal kaynaklardaki fenolik maddelerden tek bir
analiz islemi ile en fazla sayida fenolik standartin analizinin yapilabilmesi amagladi. Bu

baglamda 25 standart maddenin analizi i¢in ters faz HPLC-PDA sisteminde gradientli bir
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program iizerinde g¢alisildi. Calisilan metodun validasyonu igin kesinlik, dogruluk, lineer
Olctim araligi, LOD ve LOQ degerleri belirlendi. Her bir standart i¢in kalibrasyon egrileri
kullanilarak standart sapma ve bagil standart sapma degerleri hesaplandi. Standartlar i¢in
yapilan kalibrasyon egrisindeki verilerin dogrusal Kalibrasyon egrisine uygunlugunun
gdsterilmesi i¢in determinasyon katsayis1 (R?) degerleri hesaplandi. Standartlarin R?
degerleri 0,9952-0,9999 araliginda bulundu. Ayni kosulunda yapilan analiz ile elde edilen
verilerin birbirine yakinligmmi 6lgmek ic¢in standart pik alanlarinin bagil standart sapma
degerleri 0,0190-0,2885 araliginda bulundu. Yapilan analizde 40 ppm’lik standart igin geri
kazanim testi uygulandiginda %98,44 ile %101,68 oraninda geri kazanim oldugu goriildii.
Analizdeki verilerin gergek degere yakinliginin belirlenmesinde ise bagil hata degerleri
hesaplandi ve 0,0012-0,0290 araliginda bulundu. Her bir standart i¢in gozlenebilme ve
tayin limitleri belirlendi. Standartlar i¢in gozlenebilme limitlerinin 0,0022-0,0908 pg/ml
araliginda, tayin limitinin ise 0,0074-0,2988 pg/ml araliginda degistigi gozlendi.
Calismamizda gelistirdigimiz fenolik analiz metodunun yiiksek determinasyon degerine
sahip olmasi ve bagil hata degerinin diisiik olmasi kalibrasyon egrisi ve ornek analiz
sonuclarinin dogrulugunun bir gostergesidir.

Literatiire baktigimizda farkli yontemler ile fenolik madde analizi yapildig:
goriilmektedir. Oregin Jieang ve arkadaslari elektroforez ile yaptiklar1 fenolik madde
tayininde propoliste bulunan flavonoidlerin analizini ortalama 20 dakika igerisinde
gerceklestirebildikleri bir yontem {izerinde c¢alismislardir (Jiang vd., 2008). Bu analizi
elektroforez ile yapmalarinda HPLC sisteminde yapilan analizlerin uzun siirmesi ve
kullanilan kolonun uzun Omiirlii olmamas1 gibi dezavantajlardan bahsetmistir. Jiang’in
aksine, literatiire baktigimizda ¢ogu ¢alismanin HPLC sistemi ile yapildig1 goriilmektedir
(Cunha vd., 2004; Can vd., 2015; Paulino Zunini vd., 2010; Guo vd., 2011; Miean ve
Mohamed, 2001). Bunun nedenleri arasinda ayni anda ¢ok sayida standartin analizini
gerceklestirme imkani, ilgili gradient programlar uygulanmasi ile analiz siiresinin
kisaltilabilmesi ve analiz 6ncesi numunenin gerekli islemlerden gecirilerek analiz edilmesi
ile kolon dmriiniin uzatilabilmesi gibi etkenler sayilabilir.

Kullanilan HPLC sistemlerinde secilen dedektér de HPLC sisteminin verimliligini
arttiran bir diger parametredir. Genel anlamda HPLC sistemlerinde UV ve PDA
dedektorlerin kullanildigr goriilmektedir. Can ve arkadaslarinin gelistirmis olduklar
metodda flavanolleri 280 nm’de, sinnamik asit tiirevi bilesikleri ise 315 nm’de olmak tizere

15 standart fenolik maddenin analizini HPLC-UYV sistemi ile yaptiklar goriilmektedir (Can
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vd., 2015). Ayn1 HPLC-UV sistemini kullanan bir diger arastirmaci ise 62 farkli bitkide
flavonoid analizi yapmak icin pH’s1 2 olan metanol-su mobil fazi ile 3.9x150 mm, 4 um
Ozelliklerindeki bir C18 kolon kullanarak 1 ml/dk akis hizinda mirisetin, kuersetin,
luteolin, kamferol ve apigenin analizini yapmistir (Miean ve Mohamed, 2001). Cunha ve
arkadaslar1 ise HPLC-PDA sisteminde metanol ile su-formik asit mobil fazlarini kullanarak
Brezilya propolisinde kafeik asit, kumarik asit, ferulik asit ve 10’dan fazla hidroksi
sinnamik asit tiirevinin 280 ve 340 nm dalga boyunda analizini, 4x125 mm, 5 um
ozelliklerindeki kolon Kullanarak yapmislardir (Cunha vd., 2004). Propolisin etanolik
ekstraktlarinda PDA dedektorii ile farkli kolon oOzelliklerinde farkli gradient program
uygulanarak 8-25 arasi fenolik standartin analizinin yapildig1 literatiirde bildirilmektedir
(Paulino Zunini vd., 2010; Guo vd., 2011; Pelloti vd., 2011; Aliyazicioglu vd., 2013).
Analiz edilebilecek fenoliklerin sayisini ve yapilan analizin verimini arttirmak i¢in HPLC-
PDA sistemlerine MS sistemlerinin dahil edildigi ¢aligmalarda literatiirde mevcuttur (Sun
2015). Calismamizda HPLC-PDA sisteminde C18 (4,6x250 mm, 5 um) kolonu kullanildx.
Asetonitril-ultra saf su (%70-30) ve %2 asetik asit i¢eren ultra saf su mobil faz olarak
kullanild1. Analiz sartlari, kolon firin1 sicakligi 30 °C, enjeksiyon hacmi 20 pl, akis hizi 1
ml/dk olarak belirlendi. Uyguladigimiz bu metod ile 25 adet fenolik standartin analizini 1
saat gibi bir siire igerisinde gergeklestirildi.

Farkl1 ¢oziicii oranlarinda hazirlanan propolis ekstraktlarinin fenolik igerik analizi
calismamizda gelistirdigimiz metod ile yapildi ve ortak olarak kafeik asit, ellagik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, t-sinnamik asit, krisin ve pinosembrin varlig1 tespit edildi. %0,
%20 ve %40 etanol igeren ¢oziiciilerle yapilan ekstraktlarda kafeik asit birincil pik
goriildii, %60 ve tizeri etanol iceren ¢oziiciilerle yapilan ekstraktlarda ise krisin ve
pinosembrin birincil pik olarak goriildii. Etanol yiizdesi ile ters orantili olarak gallik asit ve
protokatekuik asitte azalma goriildii. CAPE, krisin ve pinosembrin diizeylerinin ise etanol
ylzdesindeki artisa kiyasla arttigit %70’ten sonraki yiizdeliklerde fazla degismedigi
gozlendi. Yiizde etanol oranlarina bakildiginda standartlarin en yiiksek degerde elde

edildigi ¢oziicii yiizdesinin %60 ve %70 oldugu bulundu.



5. SONUCLAR

Arilar ister iirlinleri olsun ister kolonilerindeki yasamlar1 olsun insanlar tarafindan
ylzyillardir incelenmis ve yasamimiza entegre edilmistir. En yaygin kullanilan ar1 iirtinii
bal olsa da propolis, ar1 siitii ve ar1 zehrinin de degeri giin gegtikge artmaktadir. Propolis
blinyesinde barindirdig1 ¢esitli maddeler sayesinde antioksidan, antiinflamatuar ve
antibakteriyel gibi Ozellikler gostermektedir. Propolisin bu metabolik etkileri yapisinda
bulunan organik maddeler, esansiyel yaglar ve mineraller gibi bilesenlerinden ileri
gelmektedir. Bunun yani sira propolisin elde edildigi bolgeye, iklime ve toplanma sekline
gore iceriginin degistigi bilinmektedir. Bu sebeple kullanilacak olan propolisin igeriginin
aydinlatilmasi, propolisin etkisi hakkinda bilgi saglar. Propolisin ham halinde recine ve
zamks1 maddeler bulunmasi nedeniyle direk olarak kullanilamaz. Kullanilacak olan
propolis ekstraktinin hazirlanmsi igin farkli yontemler denenmis ve propolisin igerdigi
300°den fazla bilesen aydinlatilmistir. Ancak aragtirmacilar arasinda halen bir propolis
standardizasyonunun olmadig1 gériilmektedir.

Propoliste bulunan organik maddelerin belirlenmesi igin organik ¢oziiciiler ile
ekstraktlar1 hazirlanmaktadir. Calismamizda farkli etanolik ylizdelige sahip ¢0Oziicii
sistemleri kullanilarak propolis 6rneginde bulunan organik maddelerin en yiiksek diizeyde
elde edildigi etanolik sistemin belirlenmesi amaglandi. Bu dogrultuda %70’lik etanol-saf
su sistemi kullanilarak en yiiksek diizeyde fenolik bilesik elde edildigi bulundu. Propolisin
sahip oldugu antioksidan gii¢ ise %6011k etanol-saf su ¢oziicii sisteminde en aktif sekilde
oldugu goriildii.

Optimum ¢ozlici segiminin yan1 sira optimum propolis-¢oziicii  oraninin
belirlenmesi ile elde edilecek fayda maksimum seviyeye ¢ikarilabilir. Arastirmacilar ve
tireticiler farkli oranlarda ve farkli yontemlerle propolis ekstraktlart hazirlamaktadir. Ancak
hangi oranda propolis-¢oziicii kullanilmas1 gerektigi bilinirse en iist diizeyde verim
alinabilir. Bu amagla optimum propolis-¢coziicii oraninin belirlenmesi i¢in yaptigimiz
calisma neticesinde 1:5 ve 1:10 oranlarinda hazirlanan ekstraktlarda, fenolik maddeleri
daha yiiksek seviyede ¢oziicii sisteme alindig1 bulundu.

Propolislerin  fenolik igeriginin belirlenmesi i¢in ¢esitli HPLC yoOntemleri
kullanilmaktadir. Calismamizda tek seferde 25 fenolik standardin analizinin yapilabilmesi

icin RP-HPLC-PDA sistemi kullanildi. Analizde uygulanacak programda, asetonitril-ultra
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saf su ve asetik asit igeren ultra saf su ile olusturulan gradientli mobil faz ve sabit faz
olarak Cig (4,6x250 mm, 5 um) kolon kullanildi. Analiz 20 pl enjeksiyon hacmi, 30 °C
kolon firin sicakligi ve 1 ml/dk akis hiz1 ile gerceklestirildi. Gelistirilen yontemin
validasyonu i¢in standartlarin lineer 6l¢iim araligi, kesinlik, dogruluk, LOD ve LOQ
degerleri incelendi.

Farkli ¢oziicii sistemlerinde hazirlanan ekstraktlarin fenolik icerigi calismamizda
gelistirilen yontemle analiz edildi. Analiz neticesinde su oraninin yiiksek oldugu ¢6ziicii
sistemlerinde gallik asit ve protokatekuik asit gibi benzoik asit tiirevlerinin yiiksek diizeyde
oldugu buna karsilik etanol oraninin yiiksek oldugu ¢oziicii sistemlerinde ise krisin ve
pinosembrin gibi flavonoidlerin ve CAPE’in yiiksek diizeyde oldugu bulundu. Sonug
olarak, %60 ve %70 etanol igeren ¢oziicii sistemleri ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin

fenolik igeriginin diger ¢dziicli sistemlerine gore en yiiksek seviyede oldugu goriildii.



6. ONERILER

Propolis biinyesinde bulundurdugu fenolik maddeler sayesinde ari iiriinleri arasinda
onemli bir yere sahiptir. Cesitli {ilkelerin bal kodeksleri mevcutken propolis i¢in boyle bir
kodeks bulunmamaktadir. Propolis ile ilgili ge¢misten gilinlimiize c¢alismalar yapilsa da
artan Onemi ve kullanimi sonucunda aragtirmacilarin ilgiSini daha fazla iizerine
¢ekmektedir.

Calismamizda propolis ekstraktlarinin  hazirlanmasinda  kullanilan ~ farkli
yiizdeliklerdeki etanol-saf su sistemleri ig¢inde ideal ¢6ziicli oranmin belirlenmesi ve iki
farkli ekstraksiyon yonteminin kiyaslamasi yapildi. Ancak farkli ¢oziicti (propilen glikol,
zeytin yagi, hekzan vb.) ve ekstraksiyon yontemleri (maserasyon, mikrodalga, siireye bagli
ultrasonik vb.) i¢in antioksidan igerik, fiziksel analizler ve propolis-¢oziicii oranlar1 gibi
parametrelerin belirlenmesi ile standardizasyon calismalari yapilmali ve ideal kosullar
belirlenmelidir.

Propolis i¢in diinya c¢apinda kabul goren en ideal ekstraksiyon yontemi, siiresi,
¢oziicti sistemi, fenolik ve diger bilesen analizi i¢in kullanilacak metodu ve propolisin
fizikokimyasal analizleri gibi pek ¢ok parametreyi kapsayan bir standardizasyona ihtiyag

vardir.
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