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Doktora Tezi
OZET

PROPOLIS VE OZUTLERININ KALITE PARAMETRELERININ BELIRLENMESI VE
ENKAPSULASYONU

Merve KESKIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2018, 100 Sayfa, 12 Sayfa Ek

Bu ¢aligmada, propolis ekstraktlarinin standardizasyonu amaci ile Tiirkiye’ nin farkli illerinden elde
edilen ham propolis 6rneklerinin ve ticari propolis orneklerinin kalite parametreleri belirlendi.
Yeni, tiiketilebilir, alkol igermeyen propolis Ornegi etanol propolis ekstraktinin alginat ile
kapsiillenmesi ile olusturuldu. Orneklerin % kuru madde miktari, % nem miktari, % balsam
miktari, Briks degerleri, toplam polifenol, toplam flavonoid, kondanse tanen miktarlari belirlendi
ve fenolik kompozisyonlar tespit edildi. Ham propolis drneklerinin % kuru madde miktarinin %
88,42 ile % 98,86 araliginda, % nem miktarinin % 1,14 ile % 11,58 araliginda, % balsam
miktarinin %23,5 ile % 71,1 arasinda, Briks degerinin 20 ile 27,5 arasinda, toplam polifenol
miktariin 16,13- 178,37 mg GAE/mg, toplam flavonoid miktarinin 1,24- 51,23 mg KE/g arasinda,
kondanse tanen miktarinin 2,53- 8,47 mg KatE/g arasinda degistigi belirlendi. Ferulik asit, luteolin,
p-kumarik asit, t-sinnamik asit ve kafeik asitin‘in ham propolisler i¢in major bilesenler oldugu
tespit edildi. Propolisin 6nemli bir bileseni olan kafeik asit fenil esterin (CAPE) ise miktarinin
0,27- 13,65 mg/g arasinda degistigi belirlendi. Analiz edilen ticari 6rneklerin iceriklerinin, onlarin
hazirlaniglarinda kullanilan ¢6ziicli, ham propolis ve ekstrakt hazirlama tekniklerindeki
farkliliklardan otiirti birbirinden oldukga farkli oldugu tespit edildi. Elde edilen alginat-propolis
kapsiillerin boyutunun 500-800 pum arasinda degistigi, enkapsiilasyon etkinliginin ise % 99,3
oldugu tespit edildi. +4 °C* de saklanan kapsiillerin 42 giin sonunda igerigini % 96 oraninda

korudugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Alginat, Enkapsiilasyon, Standardizasyon
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PhD Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF QUALITY PARAMETERS OF PROPOLIS AND PROPOLIS
EXTRACTS AND ENCAPSULATION

Merve KESKIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Sevgi KOLAYLI
2018, 100 Pages, 12 Pages Appendix

In this study, some quality parameters of raw propolis samples obtained from different regions of
Turkey and commercial propolis extracts were investigated in order to standardize propolis
extracts. New, consumable, alcohol free form of propolis was prepakirmizi by encapsulating
propolis ethanol extract with alginate. The amount of percentage dry matter, moisture content and
balsam of samples, their Briks values, total polyphenol, flavonoid and condensed tannin contents
were determined. Polyphenolic composition of the samples were investigated by RP-HPLC-UV by
comparing with 14 internal standards. It was determined that raw propolis samples contained
88.42% - 98.86% dry matter, 1.14% - 11.58% moisture content, 23.5% - 71.1% balsam and Brix
value in the range of 20- 27.5. The amount of total polyphenol, total flavonoid and condensed
tannin of samples were found to be in the range of 16.13- 178.37 mg GAE/g sample, 1.24- 51.23
mg QE/ g sample and 2.53- 8.47 mg CatE/g sample respectively. Ferulic acid, luteolin, p-coumaric
acid, t-cinnamic acid and caffeic acid were identified as major polyphenolic compounds in raw
propolis samples. The amount of caffeic acid phenyl ester (CAPE), an important constituent of raw
propolis, was determined to be changed in the range of 0.27- 13.65 mg/g sample. Commercial
propolis extracts analyzed in this study were found to be different in their composition since the
solvent, raw propolis and extraction technique used in their preparation were different.The average
size of alginate-propolis microcapsules were determined in the range of 500-800 um by Scanning
Electron Microscopy analysis. Encapsulation efficiency was calculated as 99.3%. Obtained
capsules were incubated at +4 °C to determine their shelf life and it was found that after 42 days of

incubation capsules preserved 96% of their polyphenolic composition.

Key Words: Propolis, Alginate, Encapsulation, Standardization



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Bal ar1S1 VO ProOPOLIS..cciuuiiiiiiiiiiie ittt 1
a) Tuzak kullanilarak propolis toplanmasi b) Kovanda biriken propolisler......... 2
Farkl1 kahverengi ve sart propolis 6rnekIeri. ........ccocovvoiiiiiiiiiiicniiseccn, 7
Brazilya Yesili ve Kirmizi propolis 6rnekIeri ..........ccocvvviiiciiiiiiciicccee, 10
Fenolik bilesenlerin siniflandirilmast..........ccceovieiieiiie i 11
Flavanoidlerin temel iskelet yapisi. .......ccccooviiiiiiiiiiiiiceeee e 12
Farkl1 fonksiyonel gruplari sahip olan flavanoidler.. ..........cccccoooviiiiiiiiniennnn, 13
Tanen SINITIATL........oiiiiiiiic s 17
Kafeik asit fenil @Ster YapiS1 ....ccvveiveiiieiieiiieie e 18
(a) Arinin mum tastyisi (b) Mum Kristalleri........cccoooeiiiiieniiniic e 19
Sematize HPLC CINAZI.........oiiiiiiiii i 23
Sodyum alginatin YapIST ..c..eecveevirierieieiiese e 25
Sematize piiskiirterek kurutma yontemi.. .......ccocceevveiiiiniiiiie e 26
Sematize Koaservasyon YONEMI.........civueeiieriuiareerieeniee e e e 27
Sematize emiilsiyon olugturma yONtemMi.........ccovvveririeiiiciiniiiieiee e 28
LayafiliZator.. ...ooireeeicee e 28
(a) Sematize iyonik jelasyon yontemi (b) Sematize kapstillerin olusumu.......... 29
Numunelerin alindig1 i1er. ..o 35
Validasyon parametrelenin grafik tizerinde gosterimi.........cccoovvvvviiviiinieiinennnnn, 44
Sematize iN VItro SINAIrim SISTEMI. .....cvviieiieie e 48
Laboratuvarda yapilan salinim sistemi ¢ali$mast. ........cccocveeeriveiiieeiiieeiiieeee, 49
Toplam polifenol tayini kalibrasyon grafigi.........cccceevivviiiiiiiiiiiic 55
Toplam flavonoid tayini kalibrasyon grafigi. .........c.ccoeeevvireniincnencinescee, 56
Kondanse tanen miktari tayini kalibrasyon grafigi..........cccccooviniiiiiiniiiicnnn, 58
Standartlara ait HPLC fenolik bilesen kromatogramlart. ............cocovvviiinnnnnn. 62
Kafeik asit fenil ester Kromatogrami. ..........c.ccocvviiiiiiiiiiiici e, 65
Toplam polifenol miktar1 ile balsam miktar1 arasindaki korelasyon.................. 67
Alginatin etil alkoldeki ¢OZUNUITUZT .....cvvvvvvieiieiieese e 69



Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.
Sekil 33.
Sekil 34.

Alginat- propolis KapsUIIEr. .........ccccoviieiiiiiiiiiiisiese e, 69

Alginat derisiminin enkapsiilasyon etkinligine etkisi..........cccoevvriveriiiiiiinennnn, 70
Propolis ekstrakt hacminin enkapsiilasyon verimine etkisi..........ccccovevviiveennnnn. 71
Fenolik bilesenlerin baglanma oranlari.. ........cccccooveivieniiiiniiie e 72
Alginat- propolis kapsiillerin in vitro salinim 6zellikleri ..........c.ccocvoviiiienennnn, 73
Alginat- propolis kapsiillerin raf Omri. ...........ccoovriiiniiiieieneeee, 74

Xl



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.
Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.
Tablo 15.
Tablo 16.
Tablo 17.
Tablo 18.
Tablo 19.
Tablo 20.
Tablo 21.
Tablo 22.
Tablo 23.
Tablo 24.
Tablo 25.
Tablo 26.
Tablo 27.
Tablo 28.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Bitki kaynagina gore gruplandirilan propolis tirleri ........cccoeveveiiviiiiiniiieeiiiens 9
Baz1 fenolik bilesenler ve 0zelliKIeri........cccoeoviiiiieiiiiec e, 14
Bal MUMU IGETIZT 1.ttt 19
Enkapsiilasyonda polimerlerin kullanimi, avantaj ve metot kisitlamalart ......... 30
Sindirim sistemi bolgeleri ve pH degerleri.........ccccvvvviiiiiiiiieiiiie e 31
Kullanilan cihazlar ve marka/modelleri ........cccooviiiiiiiiniiieee e, 32
Kullanilan kimyasallar ve satin alinan firma bilgileri ..........cccccoceiieniniiiiennnn, 33
Calismalarda kullanilan bazi ¢ozeltiler ve hazirlanislart...........cccoooviiieniennene 34
Numune etiket bilgisi ve numunelere yapilan analizler .............cccoooeriiiiiennen, 36
Toplam fenolik madde miktar1 pipetleme islemi..........cccoovveiviieieeie e, 39
Toplam flavanoid miktar1 pipetleme iSlemi ..........cecviiiiiiininie 39
Kondanse tanen miktar1 pipetleme ilemi ...........ccooveiiiiiiiciiiiiiicee, 40
RP-HPLC-UV gradient programi..........cccecuviiiiinieiiieiisicses i 42
RP-HPLC-UV fenolik bilesenlerin validasyon parametreleri, mg/L ................. 45
RP-HPLC-UV gradient program ...........cccceceiieieerieiieseesie e sieesee e esve e snees 46
RP-HPLC-UV Kkafeik asit fenil ester validasyon parametreleri, mg/L............... 46
Ham propolis drnekleri % kuru madde miktart .........cccocovevvniiiiiiiicie, 51
Ham propolis drnekleri % nem miktart .........ccocovveiiiiiiiiiiiciice, 51
BIIKS VEIIEIT ..o 52
% BalSAM VEIIEIT ..o 53
90 VAKS VEITIEII.. ...eceiiiieee e 54
Toplam polifenol VEIIEri.......ccocviiiiiice e, 55
Toplam flavonoid VEFIEri..........ccueiviiice e, 57
Kondanse tanen miktart VETIIeri .........ccuveiiiiiiiiiiiiic e 59
Numuneler ait elde edilen VEriler ... 60
Propolis fenolik bilesen profili.........cccciviiiiiiiiiiiii 63
Numunelere ait CAPE VEFIEr ..........ccooviiiiiii 66
Korelasyon Katsay1lart ..........coovviiiiiiiiieeee e 67

X1



Tablo 29. Alginat- propolis kapsiillere ait elde edilen veriler ...........ccocceveverenienieeneniennnn,

Tablo 30. Farkli iilkelere ait propolislerin CAPE miktar1

Tablo 31. Propolis kalite parametreleri............ccccceeveennne

X1



ATR- FT-IR
AI(NO3)3
°C

CaCl,
CAPE

cm

DAD

dk

DMSO

GAE
GC
Gl
Gll

Gl
GIV

HCI
HPLC
IUPAC
KatE
KCI

KE
KT

LC
LOD
LOQ

KISALTMALAR VE SEMBOLLER DIiZIiNi

- Attenuated total reflectance fourier transform infrakirmizi
: Aliminyum Nitrat

: Santigrat Derece

: Kalsiyum Klortir

: Kafeik Asit Fenil Ester

: Santimetre

: Diyot Serili Spektrofotometreler

: Dakika

: Dimetilsulfoksid

: Elektron

: Gram

: Gallik Asit Esdegeri

: Gaz Kromatagrafisi

:Grup |

: Grup 11

: Grup I

: Grup IV

: Hidrojen Iyonu

: Hidroklorik Asit

: Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
: Uluslararasi1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
: Katesin Esdegeri

: Potasyum Kloriir

: Kuersetin Esdegeri
: Kondanse Tanen

- Litre

: S1vi Kromatografisi
: Dedeksiyon Limiti

: Tayin limiti

XV



LOL : Dogrusal Olgiim Sinir1

m : Metre

M : Molar

MIC : Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
mg : Miligram

mm : Milimetre

Mo(VI) : Molibdan (V1)

m/v : Kiitle/ hacim

N : Normal

Na,CO3 : Sodyum Karbonat

NaHPO, : Sodyum Hidrojen Fosfat
NaH,PO, : Sodyum Dihidrojen Fosfat
NaOH : Sodyum Hidroksit
NH4CH;COO : Amonyum Asetat

nm : Nanometre

0- : Orto Pozisyon

-OH : Hidroksil iyonu

p- : Para Pozisyon

pH : Hidrojenin Giicti

p-OH : Para Hidroksi Iyonu

R’ : Korelasyon Katsayisinin Karesi
RE : Rutin Esdegeri

RP-HPLC-UV : Ters Faz- Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi- Ultra Viyole
RSD : Bagil Standart Sapma

% RSD : Yiizde Bagil Standart Sapma
RT : Alikonma Zamani

sa : Saat

SFC : Stiper Kritik Akiskan Kromatografisi
SEM : Taramal1 Elektron Mikroskobu
T.E. : Tayin Edilemedi

TF : Toplam Flavanoid Madde

TP : Toplam Polifenolik Madde
TSE : Turk Standartlar1 Enstitiisii

XV



uv : Ultraviyole

UV-Vis : Ultraviyole-Goriiniir Bolge
vd. : Ve Digerleri
viv : Hacim/Hacim
o . Alfa

: Beta
u : Mikro
ug : Mikrogram
uL : Mikrolitre
pum : Mikrometre
% : Yiizde
3H,0.P,05.13W03.5

: Molibdofosfo Tungstik Heteropoliasit
Mo003.10 H,0

XVI



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Propolis; ¢esitli bitkilerin yaprak, tomurcuk, kabuk vb. kisimlarindan is¢i arilar
tarafindan toplanan, re¢inemsi, suda az ¢oziinen vizkoz, yapiskan, keskin kokulu dogal bir
karisimdir. Bal arilar1 (Apis mellifera) propolisi farkli birgok amag igin toplamaktadir.
Kovanlar her tiirlii fiziksel ve kimyasal tehlikeye kars1 savunma, kovanlardaki catlaklar
stvama, kovan girisini daraltarak yagmaci arilarin girisini engelleme ve kovan i¢ sicakligini
35 °C civarinda tutma gibi birgok amagla bal arilar1 propolis toplamaktadirlar. Kovan
icinden atilamayan yabanci canlilarin, dlillerin mumyalanmasi ve zarar goren peteklerin
tamir edilmesi de arilarin propolis kullanma nedenlerindendir (El-Sohaimy vd., 2014).
Propolis igcerdigi ugucu yaglar ve polifenoller nedeniyle yiiksek antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antitumoral ozellikler sergilemektedir. Bu nedenle
propolis eski caglardan beri mumyalamada, viicudun enfeksiyonlara karsi savunma
mekanizmasini arttirmada ve yaralar1 kapatarak tedavi etmekte dogal bir ilag olarak

kullanilmaktadir (Ahn vd., 2007; Li vd., 2008; Aliyazicioglu vd., 2013).

Sekil 1. Bal aris1 ve propolis

Propolisin iiretim miktari, fiziksel ve kimyasal oOzellikleri elde edildigi cografi
bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Propolis tiretimi her yil ve her koloni igin ortalama
10 g ile 300 g arasinda degisiklik gosterebilir. Bu farklilik ar1 irkina, iklim sartlarina,

orman florasi gesitliligine ve tuzaklama mekanizmalarina bagl olarak degisir(Mohamed



vd, 2016; Skalicka-Wo’zniak vd., 2017)Sekil 2’ de propolisin farkli toplanma sekilleri

gosterilmektedir.

(@) (b)

Sekil 2. a) Tuzak kullanilarak propolis toplanmas1 b) Kovanda biriken propolisler

Yillik propolis tiikketimi tam olarak bilinmemekle birlikte diinya genelinde propolis
tiiketiminin yaklagik 700-800 ton oldugu tahmin edilmektedir. Propolisin kimyasal bilesimi
oldukca kompleks olup her bir 6rnek iginkalitatif ve kantitatif olarak farklilik gosterir. Bu
giine kadar yapilan ¢aligmalar propolis ekstraktlarina yogunlasmistir ve bu ekstraktlarda
dogal olarak bulunan birbirinden farkli 300 civarinda farkli bilesen tespit edilmistir. Bu
bilesenler fenolik asitler, flavanoidler, prenillenmis p- kumarik asit ve asetogenen
lignanlar, fenolik bilesenler, di ve tri terpenler, sekerler, seker alkolleri, hidrokarbonlar ve
mineral elementler olarak siniflandirilabilinirler (Talla vd., 2014).

Toplandig1 bolgenin botanik farkliliklarindan ileri gelen farkliliklara ragmentfarkli
propolislerde pek ¢ok benzerlik de (Propolis ornekleri igerisinde kafeik asit fenil ester,
luteolin, kafeik asit vb.fenolik bilesenler farkli miktarlarda da olsa ortak olabilmektedir)
bulunmaktadir. Esas olarak propolisin etken maddelerini %50 regine (fenolik bilesenler) ve
% 5 diger bilesenlerden olusturmaktadir. Kendine mahsus hos kokusu olan propolis, krem
renginden, sari, yesil, kirmizi, agik ya da koyu kahverengiye degisen renklere sahip
olabilir. Flavanoidler fenolik asitler ve onlarin esterlerini de ihtiva eden polifenoller
propolisin farmakolojik olarak en aktif bilesenidir.

Apiterapi, ar1 {irtinleri kullanilarak yapilan bir tedavi yontemi olup, geleneksel ve
tamamlayici tip igerisinde yer alan ve son zamanlarda kullanim1 bir hayli artmis olan bir
uygulama bi¢imidir. Bal, polen, propolis, ar1 siitii, ar1 zehri gibi ar iirlinleri apiterapik

amagla cok eski ¢aglardan beri kullanilmaktadir. Kemoterapotik ilaglarin insan sagligina



olumsuz etkileri ve antibiyotik direncliligi gibi nedenlerden dolay1r son zamanlarda
geleneksel ve dogal yontemler ile tedavi yontemlerine egilimler artmigtir. Hatta bu konuda
Saglik Bakanliklar1 yasal mevzuatlar olusturmus, apiterapi Klinikleri agilmis, sertifika
egitimleri diizenlenmis ve apiterapi saglik turizminin de 6nemli bir pargasi haline gelmistir.

Kardiovaskiiler ve kan dolagim sistemi (anaemia), solunum yollar1 enfeksiyonlari, dis
hastaliklar1 tedavisi, deri hastaliklar1 tedavisi (doku yenileme, iilser, egzama), yara
tyilestirme Ozellikle yanik yaralar1 (mycosis), miikéz zar enfeksiyonlar1 ve lezyonlari,
kanser tedavisi, bagisiklik sistemi tedavisi ve sagligi, sindirim rahatsizliklar1 alanlarinda
propolisin ilag olarak kullanim1 oldukga yaygindir (Trusheva vd, 2011; Bonvehi vd., 1994,
Talla vd., 2014). Propolis geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmasina ragmen igerigi ile
mumsu ve re¢inemsi madde oranlarinin toplandigi bolge ve bitki tiiriine bagl olarak
degismesi, sentetik {iretiminin olmamasi, iiriin bazinda standardizasyon problemlerinin
olmast ve buna bagl olarak patent sorunularinin olusmasindan dolay1 ilag firmalar
tarafindan iretilmesi ve piyasaya siiriilmesi pek tercih edilmemistir. Ancak son yillarda
sentetik ilaclarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik etmenlerinin ilaglara karsi
dayanikli hale gelmesi sonucu insanlar ilag etkisi olandogal maddeleri kullanmaya
yonelmistir. Bu yoniiyle ar1 iriinleri tibbin alternatifi degil destekgisi olarak 6nem
kazanmistir (Trusheva vd, 2011). Dolayisiyla gida katki maddesi olarak kullanimi giderek
artan bir Uiriin haline gelmistir.

Propolisin sahip oldugu antioksidan, antimikrobiyal etkiler propolisin gida
sektoriinde de kullanilmasini cazip kilmaktadir. Propolisin gida iiriinlerinin dayaniklilig
konusunda katki saglayan en Onemli Ozelliklerinden biri antimikrobiyal aktivitesidir.
Propolisin ¢esitli bakteri, mantar, viriis ve diger mikroorganizmalara etkisi ile ilgili bir¢ok
bilimsel ¢alisma gergeklestirilmistir (Ostad vd., 2007; Omar vd., 2017; Vlaini¢ vd. 2017,
Alencar vd., 2007; Cui vd., 2013; Popova vd., 2017).Propolisin bu 6nemli 6zelligi onu gida
katk1 maddesi olarak kullanilmasinin 6niinii agmistir.

Propolisin en genis kullanima sahip oldugu alanlardan biri dermatolojik ve kozmetik
uygulamalardir. Propolisin hiicre yenileme ve onarma ozelligi iizerine oldukca fazla
calisma bulunmaktadir. Propolisin bakteri ve mantar dldiiriicii 6zelligi birgok kozmetikte
uygulamasina yarar saglamistir (Lejeune 1988; Cho vd., 2011). Propolis ekstraktlarinin, ar1
sttt ve E vitamini ile birlikte cildi besleyici ve temizleyici triinlerin iretiminde genis

Ol¢iide kullanim alanina sahip oldugu bilinmektedir. Kremler, losyonlar, sampuanlar,



burun spreyleri, dis macunlari, sabunlar, yiiz maskelerive bir¢ok iirinde propolis
kullanilmaktadir (Monti vd, 1983).

Propolis biyolojik aktif potansiyeli yiiksek oldugu i¢in bir¢ok alanda kullanimi son
derece umut vaat etmektedir. Ancakham propolis ortalama %40-50 regine, %20-30 vaks,
%5-10 ugucu yaglar, %1-5 polen, cesitli fenolik bilesikler ve organik asitlerden olustugu
belirtilmektedir (Uzel vd., 2005; Rushdi vd., 2017; Miguel vd. 2010). Bu reginemsi
kompleks matriks yapisinin ¢oziiniirliigii 6nemli bir problem olup, insan sagligina zarar
vermeyecek glivenilir propolis ekstraklarinin hazirlanarak kullanima arz edilmesi
gerekmektedir. Son 20 yil igerisinde sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve
hastalik etmenlerinin bu ilaglara kars1 direngli olmasi nedeniyle dogal ilaglarin kullanimina
kars1 egilim artmistir. Bu durum propolisi alternatif ve tamamlayici tip iirlinii olarak
popliler kilmistir. Ayrica propolisin kozmetik, gida ve tarim sektoriinde de oldukga genis
bir kullanim alani1 bulmaktadir.

Yapilan bilimsel g¢aligmalarda propolisin bilesiminde bulunan terpen, terpenoid,
seskoterpen gibi ugucu bilesenlerin yaninda igerdigi sayisiz polifenolik bilesigin biyolojik
aktiviteden sorumlu oldugu ve bu bilesenlerin polardan apolara dogru ¢oziiniirliklerinin
degistigi bildirilmektedir (Sahlan vd. 2013 ve Huang vd. 2014).Fenolik asitler nispeten
polar karakterde oldugu i¢in suda ¢oziiniirliikleri fazladir, fakat flavanoidlerin sudaki
¢oziiniirliikleri modifikasyonlarima gore degigsmektedir. Hidroksil gruplar sayisi fazla ve
sekerler ile glikozit bagi olusturan flavanoidlerin (rutin ve Kkuersetin gibi) sudaki
¢ozlinlirliigi daha yiiksek, ancak alkil grubu iceren flavanoidlerin ¢oziiniirliigii diisiiktiir
(Pujirahayu vd. 2014 ve Rocha vd. 2013). Ornegin, kafeik asitin suda ¢dziiniirliigii yiiksek
oldugu halde kafeik asit fenil esterlerinin (CAPE) disiiktiir (Widjaja vd., 2008).

Kafeik asit fenil ester (CAPE) bal aris1 propolisinin umut verici bir bilesenidir.
Yapilan ¢alismalarda CAPE' nin antiinflamator, antioksidant ve antikansorejen
ozelliklerinin yani sira noroprotektif, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif 6zelliklerioldugu
vurgulanmaktadir. Bu umut verici molekiilin vitro ve in vivo ¢alismalarda oldukg¢a fazla
kullanilmaktadir. Ayrica CAPE’ nin antibiyotik ve kemoterapik ilaglarin koti etkilerini
ortadan kaldirma 6zelligi oldugu vurgulanmustir (Tolba vd., 2016).

Difenolik bir bilesen olan kafeik asit fenil esterin IUPAC’ a gore adi (E)-3-(3,4-
dihidroksifenil)-2-propionikasit, 2-fenil etil3-(3,4- dihidroksifenil)-2-propeonat olmak
tizere iki adettir. C17H1604 kapali formiiliine sahip olan CAPE’ nin molekiil agirhig 284,3
g’dir. Ticari olarak da iiretimi yapilan CAPE beyaz renkli kristaller halinde bulunmaktadir.



Suda ¢oziiniirliigi olmayan CAPE i¢in en iyi ¢oziicii etil alkol olmakla birlikte metanol,
aseton ve DMSO’ da ¢oziictisii olarak kullanilmaktadir. Etil alkol ¢oziiniirliigii 10 mg/mL
olarak belirlenmistir. CAPE ilk olarak Bankova vd. (1987) tarafindan propoliste tespit
edilmistir. Bir¢ok yarar1 olan CAPE’ nin propolis i¢in bir belirte¢ oldugu diistiniilmektedir.

1.2. Propolis Ekstraksiyonunda Coziicii Se¢cimi

Propolis antioksidan, antimikrobiyal, antitumoral, antiinflamatuar Ozellikleri bir
arada bulunduran farmasotik biyoaktif bir dogal ari tirliniidiir. Re¢inemsi yapisindan dolay1
propolis ¢esitli ¢oziiclileri ile muamele edilip ekstraklari hazirlanarak kullanilmaktadir.
Ham propolisten en yiiksek seviyede faydalanabilmek amaciyla ¢esitli ¢oziiciiler
kullanilarak propolis ekstraktlar1 hazirlanmaktadir. Kat1 veya siv1 bir karisimdan bir ya da
daha fazla bilesigin bir ¢6ziicli yardimiyla ayrilmasi olarak tanimlanan ekstraksiyon islemi
su, metanol, dimetilsiilfoksit, zeytinyagi gibi ¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak yapilmaktadir.
Bir maddenin ¢oziicii igerisinde dagilmasi olarak tanimlanan ¢6ziinme islemi ¢oziinen ile
¢Oziiclinlin benzer yapida olmasi sonucu meydana gelmektedir. Benzer benzeri ¢ozer
temeline dayanan bu islemde apolar bilesenler apolar ¢dziiciilerde, polar bilesenler ise
polar ¢oziiclilerde en iyi ¢oziinmektedir. Su polar bir molekiildiir. Oksijen atomu bdlgesi
kismen negatif, hidrojen atomu bolgesi ise kismen pozitiftir. Elektron dagiliminda bir
kutuplasma olmasi nedeniyle polar ¢oziici sinifinda yer almaktadir. Eger molekiiliin
elektron dagiliminda benzen molekiilinde oldugu gibi bir kutuplasma yok ise apolar
¢oziicii smifinda yer almaktadir. Igerisinde polar ve apolar bilesenler bulunduran propolis
igin (polar bilesenler: fenolik asitler; gallik asit, ferulik asit, siringik asit, kafeik asit, apolar
bilesenler: bazi flavanoidler; CAPE ve onlarin tiirevleri ile ugugu yaglari) en 1yi ¢oziiciliniin
%70’ lik etil alkol oldugu birgok calismada belirtilmekle birlikte mutlak etanol, mutlak
metanol, DMSO yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ham propolisin en pratik ¢oziiciisii % 96’lik etanoldur. Tibbi amagh kullanimlarda
propolis % 70’lik etanol ile ekstrakte edilip kullanilirken, kimyasal analiz amach
ekstraksiyonlarda % 99’luk etanol veya % 98’lik metanol kullanilmaktadir (Pietta ve ark.,
2002). Ancak alkoliin insan saglhigina olumsuz etkileri (Ahmet 2008) bulunmaktadir ve bu
durum insanlari propolis ekstraksiyonu igin farkli arayislara yoneltmistir. Tirk Gida
Kodeksi Distile Alkollii Igkiler Tebligine (2015) gore icerisinde hacmen en az % 15 alkol

bulunan icecekler alkollii igecek olarak adlandrilmaktadir. Alkol tedavi edicici veya



takviye edici ilaglar ile birlikte alindiginda 6liimciil olabilmektedir. Siirekli kullanimda
bobrek, kalp, karaciger ve mide hastaliklar1 ortaya c¢ikabilir; istah kaybi, vitamin
yetersizligi, bagisiklik sistemi, sindirim sistemi ve cinsel islev bozukluklarina yol
acabilmektedir. Ayrica ekstraklar hazirlanirken maliyet vb. nedenlerden dolay1 etil alkol
yerine metil alkoliin kullanmas1 korliige neden olmaktadir. Alkoliin bu zararli etkilerinden
dolay1 insanlar ¢esitli ¢oziiciiler kullanarak propolisi ekstakte etmeye caligmaktadir. Bugiin
cesitli aktarlar ve eczanelerde alkol, zeytinyagi, gliserol, poletilen glikol, dimetilsulfoksid
(DMSO) ve mineral tuzlar, gibi pekcok degisik ¢oziicliler ile hazirlanan propolis
ekstraktlart bulunmaktadir (Kubiliene vd.,2015; Pujirahayu vd., 2014) . Bunlarin bir kismi
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 izni ile takviye edici gida olarak satilmakla birlikte
pekcogu merdiven alt1 tekniklerle {iretilmekte ve icerigi analiz edilmeden etiketsiz olarak
satilmaktadir. Bu durum insan sagligin1 tehlikeye sokmaktadir. Haksiz kazang ve insan
sagligina faydadan cok =zarar saglayan iirlinlerin Oniine gegilebilmesi igin propolis
ekstraklarinin hazirlanisinin ve propolis ekstraktlarinin igeriginin belirli bir standardinin

olmasi1 gerekmektedir.

1.3. Standardizasyon

Belirli bir faaliyetle ilgili olarak ekonomik fayda saglamak fiizere biitlin ilgili
taraflarin yardim ve isbirligi ile belirli kurallar koyma ve bu kurallar1 uygulama islemine
standardizasyon adi verilir (URL-1, 2017). Standardizasyonun amaglari; tiretimde ve
mallarin degisiminde isgiicii, malzeme, gii¢ kaynaklar1 vb. faktorlerden en ytiksek seviyede
tasarruf saglamak, tatmin edici kalitede mal ve hizmet iiretimini saglayarak, tiiketici
cikarlarmi gozetmek, insan hayatinin saglik ve giivenligini korumak ve ilgili gruplarin,
birbirleri ile olan bilgi, alig verisini ve anlagmalarini kolaylastirmaktir.

Standardizasyon Ureticiye;

e  Uretim belirli bir plana gore yapilmast,

e Verimliligi arttirmast,

e Maliyeti diisiirmesi,

e Kayip oranini en aza indirmesi gibi.

Tiiketiciye;

e Bilinglenme,



e Kalite ve fiyat yoniinden kandirilmanin 6niine gegilmesi

Ekonomiye ise,

o Kaliteyi tesvik etmesi,

e Kotili mali piyasadan silmesi gibi avantajlar saglar.

Standardizasyon calismasi sonucu ortaya cikan belge, dokiiman veya esere de
standart adi verilir. Standardizasyon; bilimsel, teknik ve deneysel arastirmalarin
kesinlesmis sonuglarini esas alir. Yalniz giiniimiiziin sartlarini tespit etmekle yetinmez ayni
zamanda gelecegin gelisme imkanlarini da gézoniinde bulundurur, gelismeye ayak uydurur
(TSE, URL- 2).

Propolisin kimyasal bilesiminin degisken oldugu ifade edilmistir. Bu konuda olduk¢a
fazla sayida yayin olmasina ragmen propolisin kimyasal igerigi tam olarak
coziimlenememistir. Bu nedenle propolisin standardizasyonu genel olarak zor bir islemdir
ve hala ¢oziim bekleyen ciddi bir sorundur. Bu durum onun farmasotik kullanimini
sinirlamaktadir. Bazi bilim gevrelerine gore ise propolis sadece gida takviyesi olarak

kullanilmalidir (Bankova vd., 2000).

Sekil 3. Farkli kahverengi ve sar1 propolis 6rnekleri

Propolisin standardizasyonunun tarihine kisaca géz atacak olursak; 1970’ li yillarda
standardizasyon (propolis kalite parametreleri) iyot testi, sabunlasma testi, asit sayisi ve
potasyum permanganat renk giderim testi gibi testlerle ortaya koyulmaya calisilmistir. Bu
testler ile propolisin kimyasal yapist ve biyolojik aktivitesi hakkinda agiklayici bir iligki
yoktur. Daha sonralari, propolisin yapisinin toplandigi bolgeye gore farklilik arz etmesine
ragmen fenolik bilesenler 6zellikle flavanoidlerin hemen hemen biitiin propolislerde az

yada ¢ok bulundugu tespit edilmistir. Bu bilgiler 15181inda propolis ekstraktlarindaki fenolik



bilesenlerin analizi i¢in spektrofotometrik metotlar gelistirilmistir. Bu metodlarin en
onemli avantaji fenolik bilesenlerin konsantrasyonlarini toplam olarak belirlemeleridir.
Ekstrakt igerisindeki biyolojik aktiviteden sorumlu tiir ya da tiirlerin konsantrasyonlarini
belirlemek bu metotlar ile miimkiin degildir ancak toplam miktar1 belirlemek miimkiindiir.

Gliniimiizde kromatografik tekniklerin gelistirilmesi ve yayginlagsmasi ile propolis
ekstraktlarinin igerik analizlerinde ve kalite kontrol parametrelerinin belirlenmesinde bu tiir
tekniklerden yararlanilmasi da s6z konusu olmustur. HPLC’ nin yani sira gaz
kromatografisi, kapiler elektroforez gibi teknikler de propolis ekstraklarindaki aktif fenolik
bilesenlerin analizi i¢in kullanilan tekniklerdendir.

Kimyasal icerikle birlikte antibakteriyal, antiiilser gibi biyolojik aktiviteleri
belirlenerek propolis kalitesi hakkinda bilgi sahibi olmak yaklasiminin disinda
ekstraktlarin biyokimyasal ozellikleri incelenerek de propolisin kalitesi hakkinda bilgi
sahibi olunabilinecegi ileri stiriilmiistiir.

Bazi aragtirmacilar bu amagcla propolisin antioksidan 6zelligini belirlemek amaciyla
indol- asetik asidin peroksidaz enzimi Katalizorliigiinde yiikseltgenmesi (ekstrakt igerisinde
mono ve di fenol varligina isaret eder) ve ksantin oksidaz varligindaki oksidasyonu
(radikal temizleme aktivitesi) enzimatik testleri kullanmiglardir. Japon bilim adamlari
propolis ekstraktlarinin antiinflamasyon aktivitesini ortaya koymak amaciyla hyaluronidaz
enzim aktivitesi testinden yararlanmislardir. Kag¢inilmaz olarak biyokimyasal testler ile
propolis ekstraktlarinin diger biyolojik aktiviteleri hakkinda bilgi sahibi olmak miimkiin
degildir (Bankova vd, 2000).

1990’11 yillarin ortalarinda propolis standardizasyonu ic¢in birkac¢ test metodunun
kombinasyonlar1 kullanilmaya baslandi. Bonvehi vd (1994) tarafindan yapilan bir
calisgmada Amerika Birlesik Devletleri ve Cin menseili 15 farkli propolis 6rnegi analiz
edildi. Orneklerdeki vaks, regine, balsam, nem, kiil, toplam fenol (spektrofotometrik,
kromatografik), steroidler, esansiyel yaglar belirlendigi bildirildi. Ayn1 zamanda 6rneklerin
antibakteriyal oOzellikleri de belirlendi. Bonvehi ve arkadaslarinin yaptigi calisma
gostermistir ki toplam fenol igerigi ile antibakteriyal etki arasinda dogrudan bir iliski
yoktur. Zira toplam fenolik madde miktar1 anlamli diizeyde farkli olan 6rnekler benzer
MIC degerlerine sahip oldugu rapor edildi. ilging olarak bu arastirmalar ilk defa biitiin
propolis 6rneklerinde rutin varligini bildirdiler.

Propolis standardizasyonunda baska bir yaklagim ise propolis toplandigi floradaki

bitkisel kaynaklarin incelenmesi yaklagimidir. Bu yaklasima goére propolis toplandig



bolgenin bitkisel florasi arasinda bir iligki olmas1 gerektigi lizerine insa edilmistir. Bitkisel
floranin salgilarinin igerigi bilindigi 6l¢iide o kaynaktan elde edilen propolisin de benzer

bilesime sahip olacagi diisiiniilmektedir. Bitki kaynagina gore gruplandirilan propolis

tiirleri Tablo 1’ de gosterilmistir.

Tablo 1. Bitki kaynagina gore gruplandirilan propolis tiirleri (Groot vd., 2013)

Propolis Tiirii | Cografik Bolge Bitki Kaynag: Ana Bilegenleri
Flavonlar ve flavanonlar
(pinocembrin,
pinobanksin, pinobanksin-3-O-
Po Avrupa, Kuzey Amerika, |Populus Tiirleri 6zellikle ~|asetat,
plar . ) e ) o .
Asya’nin bazi Bolgeleri, |Aigeiros Tiirii ve siklikla | chrysin, galangin, sinnamik
(Kavak) Yeni Zellanda, Cin P. nigra L. asitler,
Ozellikle kafeik asit ve kafeik
asitin benzil-,
feniletil-, ve prenil esterleri
Yesil Birazilya Brazil Baccharis Turleri Prenil p-kumarik asitler,
Propolisi Brazilya predominantly B. diterpenik asitler,
(alecrim) dracunculifolia DC prenil asetofenonlar
Poplar tiple aym1 olmayan
Hus Agact flavonlgr ve flava}nonlar .
> Rusya Betula verrucosa Ehrh (akasetin, apigenin, ermanin,
Propolisi - .
rhamnocitrin, kaempferid, o-
asetoksibetulenol)
Kirmizi . . . D. ecastophyllum Izoflavanoidler (terokarpans,
Propolis Kiiba, Brazilya, Meksika Ve diger Dalbergia tiirleri |izoflavanlar) ( P
Cupressaceae
Akdeniz Sicilya, Yunanistan, Girit (tiirler belirlenemedi Diterpenl_er_ (¢ogunlukla
Bélges_i _ Malta ' ' ' muhtemglen C. labdane tipi), antrakinonlar
Propolisi sempervirens)
ve Pinaceae
Clusia Propolisi | Kiiba, Venezuella Clu51a. tirleri 1<%eren Poliprenillenmis benzofenonlar
C. major, C. minor
Pa5|f|k_ . Pasifik (Okinava, Tayvan, Macaranga tanarius C- prenil- flavanonlar
Propolisi Endonezya)

Propolisin kompozisyonunun siirekli degismesi farmakolojik uygulamarda sorun
olusturmaktadir. Propolisin igerigi arilarin resin toplayacagi bitkisel floraya baghdir.
Arlarin hemen hemen her ekosistemde yasayabilecegi dikkate alindiginda, propolisin
kimyasal bilesiminin degismez olmaktan ¢ok uzakta oldugu icin kimyasal agidan evrensel

propolis standardi olusturmak miimkiin degildir. Buna ragmen belirli bir alan i¢in o
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alandaki arilar benzer bitki kaynaklar1 kullandiklarindan propolisin spesifik kimyasal

tiplerinin standardizasyonu i¢in bu durum iyi bir temel teskil eder (Popova vd., 2017).

Sekil 4. Brazilya Yesili ve Kirmizi propolis drnekleri

Ekstraklar1 (yliksek oranda) veya farkli formlar1 hazirlanarak tiiketilmesi gereken
propolisin tiiketime hazir hale getirilmesi kisiden kisiye ve firmadan firmaya farklilik
gostermektedir. Bu durum tiiketici ve ekonomi agisindan sikintilarin dogmasina neden
olmaktadir. Merdivenalti iiretim yapilmasi sebebiyle haksiz kazang saglanmakta ve kalitesi
diisiik, i¢erisinde propolis olup olmadigi belli olmayan iiriinler piyasaya sunulmaktadir. Bu
durumun Oniine gegilebilmesi i¢in ivedikle propolis ekstraklarinin hazirlanis1 ve

ekstraklarin kompozisyonunun belirli bir standardinin olusturulmas: gerekmektedir.

1.4. Polifenoller Ailesi

Biitiin bitki metabolizmalarinda, bitkinin gevresel stres kosullarina (UV radrasyon,
patojenler vb) karst savunma mekanizmasinin sonucunda olusturdugu sekonder
metabolitler bitkilerin meyve, sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve goévdelerinde
bulunmaktadirlar. En kii¢iik molekiil yapisina sahip fenolik bilesik, bir tane —OH grubu
iceren benzen halkasi, yani fenoldiir. Sekil 5°te farkli fonksiyonel gruba sahip ¢esitli
fenolik bilesenler belirtilmistir.

Polifenoller fenolik asitler (hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler),

flavanoidler (flavonoller, flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar, antosiyaninler ve flavanoller)
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ve flavanoid olmayanlar (hidrolizlenebilir tanenler) olmak {iizere {ige ayrilmaktadir
(Balasundram vd., 2006 ).

Polifenoller

Flavonoidler Fenolik Asitler Flavonoid Olmavanlar

________ | S S

1 ! - - - - 1 - - -g 1
: Flavonoller 1+ Hidroksisinnamik ' Hidrolizlenebilir !
R T R o Asitler ro Taninler !
e g S S 1 g g g S 1
T T T o eTmmm e ! -I-
! Flavonlar g NI gl .
------------------ ' Hidroksibenzoik !
e ___ N oo Asitler !
! [zoflavonlar Sl = =~ Sy = =~ = = :
L S g 1
! Flavanonlar !
e e e e e ———— 1
| Antosiyaninler |
e e e e T T T T I 1
| Flavanoller :
b o2 1

Sekil 5. Fenolik bilesenlerin siniflandiriimasi

Fenolik asitler; hidroksibenzoik ve hidroksinnamik asitleri igeren bir grup
olustururlar. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisindadir ve bitkisel gidalarda
az miktarda bulunurlar. Gallik asit, vanilik asit, siringik asit, protokatekuik asit, p-OH
benzoik asit, m-OH benzoik asit hidroksibenzoik asit smnifi {iyelerini olusturmaktadir.
Hidroksisinnamik asitler ise C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar(Balasundram vd., 2006).
Fenilpropan halkasina baglanan OH-grubunun konumu ve yapisina gore farkli o6zellik
gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik
asitlerdir.

Propolisin yapisindaki flavanoidlerin propolisin kalitesini belirlemede onemli bir

belirte¢ oldugu diistiniilmektedir (Talla vd., 2014).
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Flavanoidler polifenollerin en genis smifim1 olusturmaktadir., iki fenil halkasimin
propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-
C6) flavanoidlerin ana karbon iskeletini olusturmaktadir. Sekil 6’da flavanoidlerin temel

iskelet yapis1 sunulmustur.

Sekil 6. Flavanoidlerin temel iskelet yapisi

Fonksiyonel gruplar ve yapilarinda bulunan —OH gruplar flavanoidlerin farkl
ozellikler sergilemelerine neden olmaktadir. Sekil 7’de farkli flavanoidleri (flavonoller,
flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar, antosiyaninler ve flavanoller) birbirinden ayiran
ozellikler gosterilmistir (Hollman vd., 1999). Bu durum bitkinin biiyiime ve gelismesini
etkiledigi gibi, hastalik etmenlerine karsi savunma sisteminin de bir pargasini olusturur
(Hollman vd., 1999). Ayrica flavanoidlerin farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan,
antikanserojen 6zellikleri oldugu da bilinmektedir (Hollman vd., 1999; Balasundram vd.,
2006) .
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OH
Rl B2
HoO
COOH
CO0H 5]
Hidroksisinnamik asit Hidroksibenzoik asit

izoflavon

HO.

Rz O O O
O— Glukoz OH

Flavanoller

CcH

Antosiyanin

Sekil 7. Farkli fonksiyonel gruplara sahip olan flavanoidler

Bazi fenolik bilesenler, kaynaklari ve 6zellikleri Tablo 2 de belirtilmistir.
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Tablo 2. Baz1 fenolik bilesenler ve 6zellikleri (Munin ve Edwards-Lévy, 2011)

bitkiler (nane)

Karbon -- - o Ana Biyolojik
iskeleti Ornekler Kaynagi Ozellikleri Ozellikleri
Fenolik Asit ve
Kumarinler
Tek veya
oo
vanilik asit, Eoli
H|c_1r0k5|ben20|k C6-Cl pr_otokatequlk Cay, kirmizi sicakliga,
Asitler asit, p- meyveler . o
; . . oksidasyona, Terapotik,
hidroksibenzoik - ; R .
asit 1518a, pH’ a karst ant!mlkroblyal
duyarhdirlar ve  |aktivite,
suda ¢oziiniirler | fungutoksitide ve
Mewveler Serbest halde antiinflamator
( agz\; 0 nadiren bulunur, |6zellikleri
Kafeik asit, p- rzersini siklikla ester hali |smirhdir
Hidroksisinnamik C6-C3 kumarik asit, elma) P bulunur,
Asitler sinapik asit, . | oksidasyona ve
; - Tahil taneleri \
ferulik asit . pH'ya duyarhdir
(pring, yulaf ve
unu, bugday) suda az ¢oziiniir
Serbest Antienflamatuvar
kumarinler ve antiviral
Tonka alkolde ve Ozellikleri vardir,
Ombelliferon, . A organik hepatotoksisite
. . fasiilyesi, = - e
Kumarinler Aesculetin, . |coziiciilerde gibi
- kestane, tibbi | 7..". "
skopoletin bitkiler ¢Oziinir, siirli
heterosidik tiirleri | farmakolojik
suda daha az uygulamalar1
¢Oziiniir bulunmaktadir
Tibbi bitkiler | 1nsan divetinde Cemlkarsmqemk
Stilbenler C6-C2-C6 |Resveratrol az miktarda ..
(asma) antiinflamatuar
bulunur o qren s
Ozellikleri vardir
Flavanoidler C6-C3-C6
Mirisetin, Meyve ve
kuersetin, sebzeler
Elavonoller kaempferol ve | (Sogan, Gidalarda en ¢ok
onlarin brokoli) bulunan tiirdiir Vitamin P faktori
glikosillenmis | kirmizi sarap koruyucu
tiirleri ve gay kilcal damarlar ve
Aspigenin Maydanoz, Meyve damarlar
Iutgo?in ! kereviz, sebzelerde antiinflamatuar,
Flavanlar tan eret’in tahillar ( bulunur ve antiallerjik,
nobgiletin ’ bugday) flavonollerden antiviral
sinensetih Narenciye daha az Anti-spazmodik,
kabugu yaygindirlar antibakteriyel,
Narencive antioksidan ve
3,[/ antikanserojen
fg:ﬁ%’g}” ’ szellikleri,
Hesperetin, limon) ' Oksidasyona hepatoprotector,
Flavanonlar naringenin, domatés duyarl, bazilar1 gliglii
eriodiktyol act tad enzimatik
ve bazi s
. inhibitorler
aromatik




Tablo 2’nin devami
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cilek)

Se.mSt.em’ Baklagiller, |Ostorojen ve
aidzein,
Isoflavanlar soya ve _pseudohormonal
glisitein lﬁlenn."s |"Ie bgnzer
tiirleri ozellikler
Flavanoller
Meyve
(kayasi, kiraz, | Oksidasyona
iiziim, seftali, |duyarli,
Monomer Halleri Ka.tesin,. elmg), yesil  |1s1k ve pH,
epikatesin ve siyah ¢ay, |sikisan Vitamin P faktorii
kirmizi sarap | ve act tad, biraz Koruyucu
ve elma suda ¢oziinebilir
sarabi kilcal damarlar ve
Meyve dam_arlar
({izfim, ant!mfla_matuar,
i o seftali, kakis, | Aci tat th:yilr(;rljlk,
E?oltg]:r:tg's?yaer?idinl (Cls)n | Kestalin, leqheréaekilrek) Yo ek etk Ant-spazmodi
veskalin . antibakteriyel,
er (sarap, oksidasyon, su ve antioksidan ve
elma §arab1, alkolde ¢oziiniir antikanserojen
gy, bira), ozellikleri,
sikolata hepatoprotector,
;ilrra:glzgam bazilart giiglii
b i b
21y,
ve kokli Bitki pigmentleri,
Siyanidin, sebzeler sicaklik,
Antosiyaninler pelargo_nigjin, (Patlican, oksid:zlsyon, pH
delphinidin, lahana, ve 1518a karsi
petunidin fasulye, duyarly,
sogan, turp) |suda ¢oziiniir
cigekler ve
¢ogu
meyve bol
bulunur
Keten
tohumu,
fgﬁzm Hepat_opr_otector,
tahillar Biiyiik siniflardan :ﬂt:m:’?lnk,
(cavdar, biridir, antihipertansif
Pinoresinol, bugday, Ostrojenler, ve sitostatik
Lignanlar (C6-C3), podofilotoksin, |yulaf, arpa), |suda faaliyetler
steganasin turpgillerden | ¢oziinir, tatsiz, | . hibitérl .
sebzeler lezzetsiz tnfubrtoriert
(brokoli, enzmatlk
lahana), reaksiyonlari
Ve meyve
(kaysi,
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1.5. Tanenler

Tanenler, polifenol yapisinda ikincil metabolitlerden olup yiiksek yapili bitkilerin
pek cogunda bulunmaktadirlar. Bitkilerin kabuk, kok, yaprak, meyve ve tohum
kisimlarinda bulunabilen tanenler buruk tatta ve Karakteristik bir kokuya sahip
bilesiklerdir. Tanenler ilag ve gida sektoriinde oldukca genis kullanim alanina sahiptir.
Tanen igeren ekstraklarin; antiseprik, antiinflematuar, antitumoral 6zellikleri oldugu
belirtilmistir (Ergezer vd, 2008).

Tanenler; ellagitanenler, gallotanenler, kompleks tanenler ve kondense tanenler
olmak tizere dort simifa ayrilirlar (Mayworm vd., 2014; Khanbabaee vd., 2001). Galloil
tiniteleri veya bunlarin meta-depsidik tiirevlerinin ¢esitli seker, katesin veya triterpenoid
tinitelerine baglanmasiyla olusan tanenler gallotanenler olarak adlandirilir (Khanbabaee
vd., 2001). En az iki galloil {initesinin birbirine C-C bag ile baglanmasi ve glikozidik bag
ile baglanmig katesin {initesi icermemesi sonucu olusan tanenler ellagitanenler olarak
adlandirilir. Kompleks tanenler; gallotanenler veya ellagitanenlere katesin birimlerinin
glikozidik bagla baglandigi tanenlerdir. Katesin birimlerinin 4., 6. veya 8. karbonlar
tizerinden birbirine baglanmasiyla olusan oligomerik veya polimerik proantosiyanidinler
kondanse tanenler olarak adlandirilir (Khanbabaee vd., 2001; Karaogul vd., 2017). Sekil8’

de tanenlerin siniflarina ait molekiiler yapilar gosterilmistir.
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LOf

o OR

e
O==¢ RO

o

C
© v
HO™ " "OH (G) HO

OH OH

Gallatanenler Ellagitanenler

(Katesin)n

OR j\ OH

Vel

R = Galloil (G) veye diger
substientler

(Katesin)n
Kompleks Tanenler Kondanse Tanenler

Sekil 8. Tanen siniflari

Kondanse tanenler (proantosiyanidinler) bir grup polihidroksi flavan-3-ol (katesin)
oligomeri veya polimeri ile flavanol alt birimleri arasinda C-C baglarinin olusmasi ile
meydana gelmektedir (Pell vd., 2001; Khanbabaee vd., 2001). Protoantosiyanidlerin
biyolojik 6nemi olan molekiiller ile etkilesimi beslenme agisindan ve fizyolojik agidan
oneme sahiptir. Kondanse tanenlerin yapisinda yer alan c¢oklu hidroksil gruplar
proteinlerle, polisakkaritlerle, metallerleve diger makro molekiiller ile kompleks olusturma
egilimindedir (Khanbabaee vd., 2001).

1.6. Kafeik Asit fenil Ester (CAPE)

Kafeik asit fenil ester (CAPE) propolis yapisinda bulunan 6nemli aktif bilesenlerden
bir tanesidir. CAPE’nin membranlar1 rahatlikla geg¢mesine firsat verecek fenil ve
polihidrokarbon zinciri ile birlikte tasidigi iki adet hidroksil grubu (-OH) molekiile
kuvvetli antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuar ozellikler kazandirmaktadir.

Yapilan literatur aragtirmalari sonucu CAPE iizerine yapilan ilk caligmalarin daha ¢ok
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timor hiicreleri iizerine olan sitotoksisite, transformasyon, ekspresyon ile apoptozis lizerine
olan etkileri ve NF-kappaB (niikleer faktor kappa B) iizerinden etkinlik gosterdigi tahmin
edilen enflamasyon ¢alismalar1 tizerine oldugu goriilmistiir (Stojko vd., 2015; Chang vd.,
2017; Huang vd., 2013; Omene vd., 2014). Daha sonra ise hiicre kiiltiirii ve deneysel
hayvan calismalarinda CAPE’nin antioksidan etkileri basta olmak iizere biitiin etkileri
lizerine arastirmalar yapilmistir. Kimyasal ekstraksiyon yontemleri ile izole edildikten
sonra ilgili ¢alisamalarda kullanilan CAPE tespit edilen bir¢ok 6zelliginden dolayi ticari

olarak da piyasaya siiriilmektedir.

HO
OH

Sekil 9. Kafeik asit fenil ester yapisi

Kafeik asit fenil esterin ¢oziiniirliigii etil asetat, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve alkolde
yiiksektir. Etil alkolde ¢oziiniirliigii yliksek olan propolis icin CAPE farkli bilesiklerin yan
sira bir propolis belirteci olarak kullanilabilmektedir. Yapilan literatiir arastirmalar1 birgok
propolis Orneginde CAPE’ nin bulundugu ve CAPE’ nin major bilesen oldugu
vurgulanmigtir (Abdel-Naim vd., 2013; Maruta vd., 2008;0mene vd., 2012). Bobis vd.
(2014) CAPE miktarinin kafeik asit ve krisin ile orantili oldugunu belirtmistir.

1.7. Vakslar

Mumlar genellikle bitki ve hayvan doku yiizeyinde bulunan, uzun karbon zincirli
apolar bilesik karigimlarini ifade eder. Arilar mumlar1 petek yapiminda kullanirlar. Bal
mumu arilarin sahip oldugu 6zel keselerde iiretilir. Dort ¢ift salgi bezinden sivi halde
iretimi yapilan bal mumu ayaklar ve agiz vasitasiyla istenilen bolgeye iletilerek petek

yapimi saglanir.
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Sekil 10. (a) Arinin mum salgilayisi (b) Mum kristalleri

Bal mumu alkanlar, alkenler, alkadienler, monoesterler, diesterler, aromatik esterler,
ketonlar ve yag asitleri agisindan olduk¢a zengindirler (Whitehouse vd., 2005). Bal mumu
icerigi Tablo3’te (Bogdanov, 2016) gosterilmistir. Propoliste var olan mumlarin ¢ogu bal

mumundan az bir kismu1 ise bitkilerden kaynaklanmaktadir.

Tablo 3. Bal mumu igerigi

Bilesen % Miktar
Monoesterler 35
Diesterler 14
Triesterler 3
Hidroksi monoesterler 4
Hidroksi poliesterler 8
Asit esterler 1
Asit poliesterler 2
Hidrokarbonlar 14
Serbest asitler 12
Alkoller 1
Digerleri 6

Literatiirde; Propolisin vaks bilesiminin nelerden olustuguna dair bilginin ¢ok az
miktarda oldugu beyan edilmektedir (Salatino, vd., 2003). Propolis vaksinda alkanlar,
alkenler, alkadienler, yag asitleri, mono ester, diester, aromatik ester ve
ketonlarbulunmaktadir.Her numunenin vaks bilesenlerinin ar1 1irkina bagli olarak

degistigini belirtmistir (Salatino vd., 2000; Custodio 2003).
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1.8. Balsam Miktari

Gliserol, polietilen glikol, DMSO gibi farkli ¢o6ziictiler kullanilarak propolis
ekstraktlar1 hazirlanmaktadir. Fakat propolis en iy1 %70’ lik etanolde ¢oziinmektedir. Ham
propolisin % kag¢imnin alkolde ¢oziindiigii ve alkolik faza gectigini balsam miktar tayin
edilerek belirlenmektedir (Bankova 2017). Balsam miktar1 propolis i¢in karakteristik bir
Ozelliktir. Yiiksek balsam miktar1 diisiik oranda bal mumu miktar1 ve ¢6ziinmez madde
miktarini ifade etmektedir. Yiiksek balsamli propolis yiiksek oranda biyoaktif bilesen
miktarini da ifade etmektedir. Yapilan aragtirmalar propolis balsam miktarinin elde edildigi

bolgeye, mevsime, ar1 irkina gore degistigi gosterilmekle birlikte bu miktarin% 40-60

arasinda degistigi belirtilmektedir (Bankova, 2017; Bankova vd., 2000).

1.9. Briks Degeri

Bir ¢oziiciide (genellikle su) ¢oziinen kuru madde miktar1 Briks degeri olarak
adlandirilir. Briks degeri kirilma indisinin dl¢iilmesiyle hesaplanir. Bir ¢zeltinin igerisinde
¢Oziinmiis olan madde miktariin yilizdesi bilinmiyorsa reflaktometre kullanilarak
maddenin kirllma indisi degerini bulunur ve madde miktari tespit edilir. Kirilma indisi
maddenin fiziksel 6zelliklerinden birisidir ve her maddenin kendine 6zgii bir kirllma indisi
vardir. Isigin farkli ortamlara gecerken yon degistirmesine kirilma, 1518in bosluktaki
hizinin  madde igerisindeki hizina oranina da kirilma indisi denilmektedir.
Refraktometreler, kat1 ve sivi saydam ortamlarin kirilma indislerini 6lgen cihazlardir. Sivi
malzemelerin i¢indeki kati madde miktarin1 ve kirllma indislerini 6l¢gmeye yarar (MEB,

2012).

1.10. Kromatografi

Kelime anlami renk olan kromatografi ilk 1903 yilinda uygulamali olarak
kullanilmaya baglanmistir. Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit faz
digeri hareketli faz olmak {izere birbirleriyle karigsmayan iki fazli sistemde ayrilmasi,
taninmasi ve saflagtirilmasi yontemlerinin genel adidir (Skoog vd., 1998). Bu bilesenlerden

sabit faz bir kolon icersine doldurulmus veya diiz bir zemin {izerine yayilmis herhengi bir
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kat1 veya kat1 lizerine emdirilmis bir sivi, hareketli faz ise sivi, gaz veya siiperkritik bir
akigkan olabilir (Thammana., 2016). Kromatografik metodlarin temeli numune igersindeki
maddelerin sabit ve hareketli faza etkilesimi sonucu ayrismasidir. Bu ayrigsmanin nedeni,
maddelerin i¢inde bulunan bilesenlerinin hareketli veya sabit faz olan farkl ilgileridir.
Numune i¢indeki farkli bilesenler sabit fazdaki dolgu maddesi ile etkilesim sonucunda
degisik hizlarda hareketliligi sonunda numunenin bilesenleri kalitatif veya kantitatif olarak
ayirt edilebilen ayri bantlar i¢inde ayrilirlar (Skoog vd., 1998; Thammana., 2016).
Kromatografi hareketli fazin 6zelligine bagl olarak degisim gostermektedir. Bunlar; eger
hareketli faz siv1 ise, sivi kromatografisi (LC), hareketli faz gaz ise, gaz kromatografisi
(GC) ve kritik sicakligin iizerindeki sicakliga kadar isitilip, basing ile gergeklestirilen
kromatografiye ise stiper-kritik akiskan kromatografisi (SFC) denir (Skoog vd., 1998).

Kromatografik yontemler ayirma mekanizmalarina gore

e Iyon degisimi kromatografisi (Molekiiliin yiikiine baglidir),

e Adsorpsiyon kromatografisi (Molekiiller ile sabit faz arasindaki etkilesimlere

baglidir),
o Jel filtrasyon kromatografisi (Molekiiliin boyutuna baglidir),
e Partisyon kromatografisi (Iki faz arasindaki dagilim farkindan yararlanilir)

e Afinite kromatografisi (Ozel liganlar kullanilir) olarak siniflandirilir.

1.10.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansl sivi kromatografisi, 6zellikle biyolojik, farmakolojik, besinsel,
gevresel ve endistriyel alanlarda organik ve anorganik bilesiklerin ayrilmasi ve
belirlenmesi i¢in uygulanan bir tekniktir (Thammana 2016). Ayrim1 gergeklestirilecek olan
bilesenler, bir kolon igersinde bulunan genellikle kat1 bir destek {lizerindeki sabit faz ile
farkli etkilesmelere girdiginden kolon iginde farkli hizlarda ilerler ve bu nedenle kolonu
farkli zamanlarda terk ederler. Bu durumun sonucu olarak da birbirlerinden ayrilmis
olurlar. HPLC cihazi; bir mobil faz rezervuari, pompa, enjektor, bir ayirma kolonu (se¢imli
on-kolon), ayrim i¢in ugun dedektor, kolon firmi ve kaydediciden (bilgisayar)
olusmaktadir.

Tayini yapilacak numune HPLC cihazina numune enjeksiyon sisteminden verilir.

HPLC cihazlart manuel veya oto-enjektorler kullanilarak numunenin sisteme verilmesine
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miisaade eder. Manuel olan bir sistemde 6rnek enjeksiyonunun kolayca yapilabilmesi ve
¢oziicli akigin hizinin enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in analiz edilecek 6rnek ¢ok uglu bir
valfe gonderilir. Bu valf yardimiyla 6rnegin bulundugu hareketli fazin kolana dogru
tasinmasi saglanir (Gupta 2014; Can 2015).

HPLC ile numune bilesenlerinin o6zelliklerine gore ayrimi farkli kromatografik
teknikler kullanilarak yapilabilmektedir (Gupta 2014). Fakat genellikle numunelerin
dagilma tipi dikkate alinmaktadir. Dagilma kromatografisi hareketli ve sabit fazin bagil
polarligina dayali olarak iki temel forma ayrilir (Skoog 1998). Normal faz sivi
kromatografisinde maddeler polar kolonda adsorpsiyon prensibiyle ayrilacaksa, sabit faz
olarak genellikle polar katilardan olusurken, hareketli faz ¢oziiciileri apolar veya ¢ok az
polar sivilar olmaktadir (hekzan, pentan, kloroform, ksilen vb. ya da bunlarin karigimlari).
Analitin tutunmas1 hareketli fazin polaritesi arttikga azalir. Ters faz kromatografisi en
yaygin kullanilan s1vi kromatografisidir. Burada sabit faz apolar iken hareketli faz polardir.
Analitler ylizeye apolar fonksiyon gosteren gruplariyla baglanirlar. En polar analit kolonu
ilk once terk eder. Ters faz kromatografisi orta- yiiksek polarliliga sahip olan analitlerin
ayrimi i¢in olduk¢a uygundur. Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilmis olup, silika
jelde modifiye olan oktil (C8) ve oktadesil (C18) en ¢ok kullanilan fazlardir. Maddeler
polaritelerine gore ters faz ve normal faz sivi kromatografisinde bilesenlerine ayrilarak
kolondan alikonulur ve hareketli fazin polaritesine yakin olan bilesenler kolonundan ilk
once ¢ikar (Gupta vd., 2014; Can vd., 2015; Skoog, 1998 ).

Kolonda birbirinden ayrilan maddelerin bilesenlerinden alinan cevap dogrultusunda
sinyallerin kromatogram tizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan iiniteler HPLC
dedektorii olarak adlandirilir ve kolondan sonrasina monte edilir. Uygulanmaya baslandigi
ginden bu yana HPLC sistemlerinde ¢ok sayida farkli olgiim ilkelerine dayanan
dedektorler gelistirilmistir. Fakat bunlardan UV dedektor (sabit ve degisebilen dalga boyu),
refraktif indeks dedektorii, floresans dedektor ve kiitle spektrometresi yaygin olarak
kullanilmaktadir (Gupta vd., 2014; Can vd., 2015; Bhardwaj vd., 2015). Sekil 11’de HPLC

cihazi sematize edilmistir.
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Sekil 11. Sematize HPLC cihazi

1.10.2. Ultraviyole (UV) Dedektor

HPLC sistemlerinde; genis konsantrasyon araliginda, yiiksek duyarliliga, diisiik
giiriiltii seviyesine, yliksek segicilige sahip ve kromatografik rezoliisyona kotii etki
yapmaksizin kolon akintisindaki bilesiklere duyarli dedektorlerin kullanimlasi tercih
edilmektedir. Boyle bir dedektor analiz yapilacak numunenin cinsine uygun olmasinin
yaninda sicaklik ve basingtaki degisimlerede duyarsiz olmalidir. Bu 6zelliklere sahip olan
ve sivi kromatografisinde yaygin olarak kullanilan dedektorlerden biri ultraviyole
dedektoridiir.

Pek cok organik molekiil ve fonksiyonel grup 190- 800 nm aralifinda ultraviyole
(UV) ve/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli
olarak 151n demeti gecerken analitler tarafindan 15181n bir kism1 adsorbe edilebilir. Boylece
analiz edilmek istenen bilesigin kalitatif veya kantitatif tayini yapilmis olur (Bhardwaj vd.,
2015). Lambert-Beer kanununun temel alindig1 sistemde zamana karsi absorbans degerleri
elde edilir. UV dedektorler genellikle tek veya en fazla iki dalga boyunda es zamanl 6l¢iim
yapabilmektedir. Diger dedektorlerin sahip olduklar1 uygulanabilirlik kisitlamalari
nedeniyle LC sistemlere duyarli UV dedektorlerin, hem organik hem de inorganik
sistemlere uygun, 10™- 10° M arahginda duyarlilik degerine sahip olmasindan dolay:

caligmalarda en yaygin kullanilan dedektorler oldugu bilinmektedir (Bhardwaj vd., 2015).
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1.11. Enkapsiilasyon

Kati, sivi ve gaz halinde bulunan materyallerin tiim 6zelliklerini koruyarak belirli
kosullar altinda kapsiiller igerisine alinmasi ve kapsiillenen materyallerin kontrollii
saliniminin yapilmasinin saglanmasi enkapsiilasyon teknikleri ile saglanmaktadir (Nedovic
vd., 2011; Navarro vd., 2008). Kaplanan materyal 6z olarak adlandirilirken kaplamada
kullanilan materyal ise tasiyici, kabuk veya enkapsiilant olarak adlandirilmaktadir
(Gharsallaoui, vd. 2007).

Enkapsiilasyon ile elde edilen kapsiillerin boyutuna gore isimlendirilmektedir. Elde
edilen kapsiillerin boyutu 200 nm (0,2 um) ve altinda ise nanoenkapsiilasyon, 0,2-5000 pm
arasinda ise mikroenkapsiilasyon ve kapsiill boyutu 5000 pm’ dan biyik ise
makroenkapsiilasyon olarak adlandirilmaktadir. Elde edilen kapsiiller farkli yapt ve
morfolojiye sahip olabilir. Bu farklilik kullanilan yonteme, kullanilan kaplama materyaline
ve enkapsule edilen materyale gore degisiklik gostermektedir.

Enkapsiilasyon teknigi kullanilarak bir sistem igerisinde bulunan materyalin o sistem
ile iligkisinin sinirlanmasi saglanabilinir. Elde edilen kapsiiller sayesinde materyelin sistem
icerisinden ayrilmasi kolaylagsmaktadir. Ayrica enkapsiilasyon ile depolama veya iiretim
esnasinda meydana gelen fonsiyonellik kaybi, kotli aroma, koku olusumu, yap1 bozulmasi,
aktivite kayb1 azaltilabilir veya engellenebilinirken; nem kontrolii, oksidasyona karsi
koruma, aktif indirgenlerin korunmasi saglanir ve biyoyararlilik arttirtlir (Carvajal vd
2010).Gida, kimya, ziraat, tip, eczacilik, veterinerlik ve biyoteknoloji gibi birgok alanda
enkapsiilasyon teknikleri kullanilmaktadir (Li vd, 2012). Bu teknikler gida katkilarinda
olduk¢a yaygin olarak kullanilir. Vitaminler, mineraller, enzimler, proteinler, organik
asitler, probiyotikler ve prebiyotikler, esansiyel yaglar, tatlandiricilar, koruyucular,
renklendiriciler, aromalar, yag asitleri (-3, konjuge linoleik asit), karotenoidler (j-
karoten, likopen) ve antioksidanlar (tokoferol, flavonoidler, polifenoller) enkapsiilasyon

calismalarinda kullanilan materyallere drnek olarak verilebilinir.

1.12. Enkapsiilant Se¢imi

Enkapsiilasyon islemindeki en 6nemli basamak uygun kaplama materyalinin (kapsiil)
secilmesidir. Kaplama materyallerin se¢imi kapsiiliin boyutu, sekli, stabilite ve gecirgenlik

Ozelliklerine gore degisiklik gostermektedir. Kullanilan kapsiillerin genel olarak
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stabilitelerinin yiiksek, gecirgenliklerinin uygun, boyutlarinin istenilen diizeyde ve ortamla
uyumunun yiiksek olmasi istenmektedir. Ideal bir kaplama materyali toksik olmamali,
kolay uygulanabilmeli, tam koruma saglamalidir. Kapsiillerin yapildigi destek materyal bir
karisimdan olusabilecegi gibi tek bir maddeden de olusabilir. Kaplama materyalleri olarak
gamlar, proteinler, dogal ve modifiye polisakkaritler, yaglar veya sentetik polimerler,
jelatin, pektin, nisasta, peyniralti suyu gibi maddeler kullanilabilir (Gaserod vd., 1998).

Enkapsiilasyon materyalinin sahip olmasi1 gereken o6zellikler;

e Istenilen miktardaki fonksiyonel ajani etkili bir sekilde kapsiilleyebilmeli,

e Kapsiilleme sonrasi raf 6mrii uzun olmali,

e Kontrollii salinim yapilabilmeli,

e Kapsiilleme sonrasi materyalin aromasinda, tadinda ve goriintiisiinde bozukluk

yaratmamali,

e Uretimden depolamaya her asamada cevresel etkilere karsi direngli olmal,

e Maliyeti diisiik olmali,

e Enkapsiilenen materyalin biyoyararliligini bozucu yonde etki etmemeli

(Edwards-Lévy, vd., 2011).
olarak siralanabilir.

Alginat, kahverengi su yosunlarinin hiicre duvarlarinda ve hiicreler arasi
bosluklarinda bulunan, B-(1-4) bagli D-mannuronik asit (M) ve a-(1-4) bagl L-gluronik
asit (G) birimlerinden olusan bir lineer heteropolisakkarittir (Onsquen vd 1992 ve
Mortazavian vd, 2007; Gaserod vd., 1998). Kalsiyum aljinat, kolayca jel matriksi
olusturmasi, insan viicudu i¢in toksik olmamasi, ucuz olmasi ve enkapsiilasyon isleminin
iliml proses kosullarinda gergeklestirilmesi, kolayca hazirlanmasi ve barsakta ¢ozlinerek
kapsiillenen ajani serbest birakabilmesi nedenleriyle enkapsiilasyon islemlerinde siklikla

kullanilmaktadir (Mortazavian vd.,2007; Bhat vd., 2007).
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1.13. Enkapsiilasyon Yontemleri

Giliniimiizde ¢esitli enkapsiilasyon teknikleri kullanilmaktadir. Bu teknikleri kabaca
ti¢ sinifta birlestirmek miimkiindiir.

1. Fiziksel Yontemler: Piiskiirtmeli kurutma, piiskiirtmeli sogutma, ekstriizyon ve
akiskan yatakli kaplama

2. Fizikokimyasal Yontemler: Lipozomlarin kullanilmasi ve koaservasyon

3. Kimyasal Yontemler: Molekiiler inkliizyon ve ara yiiz polimerizasyonu (Park vd.,
2005; Poshadri vd., 2010).

Son yillarda yaygin olarak kullanilan enkapsiilasyon yontemleri asagida

belirtilmistir.

1.13.1. Piiskiirtmeli Kurutma Yontemi

Enkapsiilayon teknolojisinde geleneksel olarak kullanilan yontem piiskiirtmeli
kurutma metodudur. Bu metotekonomik, kolay kullanimi ve kapsiilasyon sonunda ideal
partikiiller elde edilmesi gibi avantajlari nedeniyle gida sanayisinde kullanilmaktadir.
Kaplanacak materyal tasiyici sistem ile homojenize edilir ve piskiirtmeli kurutucuya
verilir. Atomize doner baslhigi sicak hava ile temas ettiginde su buharlasirken, kapsiiller
kurutulur. Yontem Sekil 13 sematize edilmistir (Gharsallaoui, vd. 2007). Bu yontemin
dezavantajlart ise kullanilan suda ¢6ziinebilir kaplama malzemesi ¢esitliliginin kisith
olmasi, ayrica 1stya duyarl biyoaktif maddelerin yiiksek sicaklikta kolaylikla bozulmasina

sebep olmasidir (Peanparkdee vd., 2016; Gouin, 2004).
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Sekil 13. Sematize piiskiirterek kurutma yontemi
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1.13.2. Koaservasyon Yontemi

Koaservasyon yontemi bir veya birden fazla hidrokolloidin ana g¢ozeltisinden faz
ayrimi ve yeni olusan koazervat fazin aktif ingrediyen etrafinda ayn1 reaksiyon ortaminda
sispanse veya emiilsifiye olmasidir (Favaro-Trindade vd., 2011).Koaservasyon genellikle
aroma yaglarmin enkapsiilasyonunda kullanilirken, balik yagi, vitaminler, koruyucular ve
enzimler i¢in de kullanish bir metottur. Bu ydntemin dezavantajlar1 isepahali olusu,
karmasik adimlara sahip olmasi ve ikincil kabuki materyali olarak pek ¢ok iilkenin yasal

diizenlemesinde kullanimi kisitli olan gluteraldehit kullanimi gerektirmesidir (Gouin,
2004).

Jelatin Cozeltist
‘\_‘__""

Sekil 14. Sematize koaservasyon yontemi

1.13.3. Emiilsiyon Olusturma Yontemi

Emiilsiyon birbiriyle karismayan iki fazin (yag ve su), sivilardan birinin digeri i¢inde
cok kiiglik damlaciklar halinde dagitilmasi ile elde edilmektidir. Yiiksek hizli karistirici ve
homojenizatdr emiilsiyon olusturmada kullanilan cihazlardir. Suda ¢6ziiniir ingrediyenler
su/yag emiilsiyonlar1 veya su/yag/su gibi c¢ift emiilsiyonlar ile enkapsiile edilebilir

(Edwards-Lévy, vd., 2011).
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Sekil 15. Sematize emiilsiyon olusturma yontemi

1.13.4. Dondurarak Kurutma Yontemi

Yontemin diger adi liyofilizasyondur. Isiya duyarli bilesenlerin ve aromalarin
dehidrasyonunda kullanilan bir metottur. Numune -90 ile -40°C’ye dondurulur ve diisiik
basing ile diisiik sicaklik altindan siiblimlesme yoluyla kurutulur (Gouin, 2004). Bu
yontemde aktif bilesen ve tasiyict malzeme suda ¢Oziiniir ve porlu yapida dondurarak
Kurutulmus triinler elde edilir. Dondurarak kurutmanin dezavantajlari yiiksek enerji
kullanim1 ve uzun islem stiresi gerektirmesi, goreceli olarak pahali bir yontem olmasi
(puskiirtmeli kurutmadan 30-50 kat pahali) ve acik delikli yapida kapsiiller elde edilmesi

sebebiyle iyi bariyer 6zellikleri tagimamasidir (Zuidam ve Shimoni, 2010).

Sekil 16. Liyafilizator
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1.13.5. Iyonik Jelasyon Yontemi

Iyonik jelasyon metodu pratik ve ekonomik bir yontemdir. Enkapsiilant ile aktif
madde homojen bir sekilde karistirilir ve bir siringa vasitasiyla kiiresel jel partikiilleri elde
etmek amaciyla dagitic1 faza (CaCl, gibi) damlatilir. Bu metod daha ¢ok kalsiyum- alginat
kapstillerin elde edilmesinde kullanilir. Metodun temel prensibi CaCl, molekiiliindeki
kalsiyum ile sodyum alginatin ¢apraz baglar olusturmasidir (yumurta kutusu modeli).
Aljinatin yan1 sira pektin ¢ozeltisinin kalsiyum ¢ozeltisine damlatilmasi (iyonik jelasyon),
kitosan ¢ozeltisinin tripolifosfat ¢ozeltisine damlatilmasi (iyonik jelasyon), peynir alt1 suyu
proteininin sicak siviya damlatilmasi (sicak jelasyon) veya jelatin ¢dzeltisinin soguk siviya
damlatilmasi (soguk jelasyon) ile de mikrotanecikler elde edilebilmektedir (Kong vd.,
2016; Kumar, 2000).
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Sekil 17. (a) Sematize iyonik jelasyon yontemi (b) Sematize kapsiillerin olusumu

Hidrofilik veya hidrofobik, 1s1ya duyarli, akiskan veya viskoz, kat1 veya sivi hemen
hemen tiim ingrediyenlerin bu metotla enkapsiile edilebilmesi yOntemin avantajlari
arasindadir. Az miktarda kapsiil elde edilmesi yani tiriinlerin ticari boyutta elde edilmesinin
oldukga giic olmas1 ve kapsiil gozeneklerinin fazla olmasi metodun dezavantajlaridir. Son
yillarda yapilan gesitli ¢aligmalar bu dezavantajlar1 bertaraf etmeye yoneliktir. Negatif
yiiklii aljinat ile zit yiiklii kitosan yar1 gegirgen bir membran olusturarak kapsiil yiizeyinin
daha diizglin ve suda ¢oziiniir molekiilleri daha az geciren bir yap1 olusturmasin
saglamaktadir (Kong vd., 2016). Son yillarda gelistirilen siringa — ekstriizyon sistemi (hava

jeti, elektriksel, potansiyel ve titresimli {initeler ile aljinat akisin1 saglayan) gibi bazi
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teknolojiler sayesinde yiliksek miktarda aljinat tanecikleri iiretilerek enkapsiile gida

ingrediyeni  igeren

belirtilmistir (Gouin, 2004).

aljinat

taneciklerin

ticarilestirilmesinin ~ miimkiin

olabilecegi

Tablo 4. Enkapsiilasyonda polimerlerin kullanimi, avantaj ve metot kisitlamalari (Reis vd.,

2006)
Metot Prosediir Sa%ﬂastlrma Cogaltma | 9, Enkapsmgsyon 1%11353.11 .
Kolaylig Ihtiyact Kolaylhigi Etkinligi Giivenligi
Monomerlerin Polimerizasyonu
Emiilsiyon Polimerizasyonu - - - - -
Organik Diisiik Yiiksek - Diisiik Diisiik
Sulu Yiiksek | Yiksek Yiiksek Yiiksek Orta
Arayiiz Polimerizasyonu Diistik Yiksek Orta Yiiksek Diistik
Sentetik Polimerler
Elmiilsifikasyon/ Evaporasyon Yiiksek Diisiik Diisiik Orta Orta
Coziicli Degistirme Yiiksek - - Yiiksek Orta
Salting out Yiksek Yiksek Yiksek Yiksek Diistik
Coziicli Difizyonu Orta Orta Yiksek Yiksek Orta
Dogal Polimerler
Albumin Bilgi Yok Yiiksek - Orta Diisiik
Jelatin Bilgi Yok Yiiksek - Orta Diisiik
Alginat Yiiksek Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Kitosan Yiiksek Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Agaroz Orta Yiiksek - - Yiiksek
Coziinmeyen Polimerler - Yiiksek - Diisiik Diisiik

Tablo 4’de enkapsiilasyon isleminde kullanilan polimerlerin kullanimi, avantaj ve

kullanim kisitlamalari

belirtilmektedir.

Tabloda dogal bir polimer olan alginatin

enkapsiilasyon esnasinda prosediir kolayligi, cogaltma kolayligi, % enkapsiilasyon etkinligi

ve bilesen giivenligi agilarindan avantajlara sahip oldugu goriilmektedir.

1.14. in vitro Gastrointestinal Sistem

Besinlerin viicuda alimindan itibaren agizdan aniise kadar ilerlemesi, besinlerin

viicudumuzda kullanilabilir hale gelmesi i¢in gerekli olan enzimlerin, hormonlarin sentez
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ve salmimi, besinlerin sindirimi, emilimi ve atilmi gastrointestinal Sistemi
olusturmaktadir.

Sindirim olay1 agizda ¢ignemeyle baslar. Sindirim mekanik ve kimyasal olmak {izere
iki sekilde gergeklesir. Mekanik sindirim agizda ¢igneme ve mide- barsak hareketleri ile
gerceklesir. Kimyasal sindirim mekanik olarak pargalanmis besinlerin tiikriik, mide asitleri,
safra, karaciger, pankreas ve barsak enzimleri ile degisime ugrayarak barsak epitelinden
dolasima gecebilecek forma doniisiim siirecidir. Sindirim sistemi farkli pH degerlerine
sahiptir. Mide s1vis1 asidik bolgede yer alirken barsak sivisi bazik bolgede yer almaktadir.

Tablo 5 sindirim sistemi bolgeleri ve pH degerleri belirtilmistir.

Tablo 5. Sindirim sistemi bolgeleri ve pH degerleri

Anatomik Bolge Gida Kalis Siiresi pH
Agiz 1 dakikaya kadar ~6,5-75
Mide Girisi 30- 60 dakika ~4,0-6,5
Mide 1-3 saat ~15-4,0
Duodenum 30-60 dakika ~7,0-85
Ince Barsak 1-5 saat ~4,0-7,0
Kalin Barsak 10 saat veya birkag giin | ~4,0-7,0

Hazirlanan kapsiillerin sindirim sistemindeki davranigini gérmek amaciyla in vitro
sindirim sistemi ortamlar1 olusturulmaktadir (Yavaser vd., 2016). Bu amagla; pH degerleri
degisen (mide sivisi i¢in pH 1,5 ve barsak sivisi i¢in pH 6,8-7,4) ortamlar viicut 1s1s1 (37
0C) altinda sindirim sistemi taklit ¢6zeltileri hazirlanarak kapsiillerin salinim 6zellikleri

degerlendirilmektedir (McClements vd., 2010).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calismada Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Mevcut ¢alismada kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Kullanilan cihazlar ve marka/modelleri

Cihaz Adi Marka/Model
LC-UV Thermo Scientific Surveyor™, San Jose, CA, USA
UV-VIS Spektrofotometre Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., Los Angeles, CA, USA
pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland
Hassas Terazi Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland
Saf Su Cihazi Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea
Refraktometre Atago
Vorteks karistirici Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA
Etiiv Niive, EN 400, Ankara, Tirkiye
Magnetik karistirict Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany
Rotary evaporator IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Germany
Vakum Pompasi Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Switzerland
Yar1 otomatik pipetler Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany

2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Mevcut caligmada kullanilan temel kimyasal madde ve malzemeler Tablo 7’de

verilmistir.
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Tablo 7. Kullanilan kimyasallar ve satin alinan firma bilgileri

Kullamilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Gallik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Protokatekuik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

p-OH benzoik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Katesin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Vanilik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Kafeik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Siringik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Epikatesin

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

p-kumarik asit

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Ferulik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Rutin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Kuersetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Daidzein Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Luteolin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Kafeik Asit Fenil Ester (CAPE)

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Asetonitril-LC Saflikta

Merck, Darmstadt, Germany

Metanol-LC Saflikta

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Asetik Asit

Merck, Darmstadt, Germany

HCI

Merck, Darmstadt, Germany

Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Etanol

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Metanol

Merck, Darmstadt, Germany

Sodyum Karbonat

Merck, Darmstadt, Germany

Amonyum Asetat

Merck, Darmstadt, Germany

Aliiminyum Nitrat

Merck, Darmstadt, Germany

Vanilin

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Sodyum Alginat

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Kalsiyum Klortir

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Tween 20

Fisher Bioreagents, USA

Sodyum Hidroksit

Merck, Darmstadt, Germany

Sodyum Hidrojen Fosfat

Merck, Darmstadt, Germany

Sodyum Dihidrojen Fosfat

Merck, Darmstadt, Germany

2.1.3. Cozeltiler

Calismalarimizda kullanilan kimyasal ¢ozeltiler ve hazirlaniglart Tablo 8’de

ayrintilartyla verildi.
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Tablo 8. Calismalarda kullanilan bazi ¢6zeltiler ve hazirlanislar

Cozelti

Hazirlanigi

HPLC-UV Ile Fenolik Bilesen Analizleri I¢in

Gallik asit
Protokatekuik asit
p-OH benzoik asit

%50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok

\é:?f';'; :z'li cozeltiden, 1- 2- 5- 10- 20- 30 ppm olacak sekilde
Siringik asit ¢oziiciisityle (%50-50 metanol-saf su) seyreltilir.
p-Kumarik asit

Ferulik asit

gaitlizltz i %100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢6zeltiden,
RIJ tin 3 1-2- 5- 10- 20- 30 ppm olacak sekilde ¢oziicisiiyle (%100
Kuersetin metanol) seyreltilir.

Kafeik Asit Fenil Ester (CAPE)

%100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢dzeltiden,
1,25- 2,5- 5- 10- 20- 40 ppm olacak sekilde ¢oziiciisiiyle
(%100 metanol) seyreltilir.

% 2’lik Asetik Asit

20 mL glasiyel asetik asit balon jojede saf su ile 1000
mL’ye tamamlanir.

%70-30 Asetonitril-Saf Su

700 mL asetonitril balon jojede saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanir.

Toplam Fenolik Madde Miktar1 I¢in

0,2 N Folin-Ciocalteu

2 N Folinden 1:10 oraninda saf suyla seyreltilerek
kullanilir.

% 10’luk NachQ,

10 g Na2CO3 90 mL saf suda c¢ozilir, 100 mL’ye
tamamlanir.

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 hazirlanir.

Toplam Flavonoid Madde Miktar1 I¢in

1 M NH,CH3;COO

7,7 g NH,CH3COO 90 mL saf suda ¢6ziiliir, 100 mL’ye
tamamlanir.

%10 AI(NO3);

1 g AI(NO3); 9 mL saf suda ¢ozilir 10 mL’ ye
tamamlanir.

Kuersetin (1 mg/mL)

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

Kondanse Tanen Madde Miktar1 i¢in

%4’ lik Vanilin

4g vanilin tartildi, 90mL metanolde ¢oziildii, 100 mL’ ye
tamamlandi.

in vitro Sindirim Sistemi I¢in

Fosfat Tamponu (0,1M, pH 6,8)
Fosfat Tamponu (0,1M, pH 7,4)

10,6 g Na,HPO, ve 5,97 g NaH,P0,4.2H,0 tartilarak ayni
reaktif kabinda yaklasik 900mL saf suda ¢oziliir. Seyreltik
kuvvetli asit ya da baz ile pH ayarlamasi yaptiktan sonra
yine saf suyla hacmi 1L’ ye tamamlanir.

%1’ lik Tween 20

1g Tween 20 tartilir, 90 mL saf suda ¢oziiliir, 100 mL’ ye
tamamlanir.

pH 1,50 HCI/KCI Tamponu

0,2 M 100 mL HCl ile 0,2 M 85 mL KCI karigtirtlir, pH
1,5 ayarlanir.

Alginat Kapsiiller I¢in

0,5 M Kalsiyum Kloriir

5,5 g kalsiyum klordir tartilir, 90 mL saf suda ¢oziiliir, 100
mL tamamlanir.

%1’ lik sodyum alginat

19 sodyum alginat tartilir, 90 mL saf suda ¢oziiliir, 100
mL’ ye tamamlanir.
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2.2. Numunelerin Temini, Saklama Yontemi

Tiirkiye’ nin degisik bolgelerinde bulunan aricilardan (Bilecik, Kayseri, Istanbul,
Rize, Kars, Sivas, Kirklareli, Zonguldak, Balikesir, Agri, Yigilca, Siirt (Bittim),
Ardahan)ham propolis 6rnekleri (2016 ve 2017 yil1 6rnekleri) ve degisik iiretici firmalara

ait ticari propolis 6rnekleri temin edildi. Kullanilmayan érnekler +4 °C’ da buzdolabinda

saklandi.
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Tablo 9. Numune etiket bilgisi ve numunelere yapilan analizler

Adi Numarasi Yapilan Analizler
Kayseri Gl-1 * * * * * * * *
Beykoz Gl-2 * * * * * * * *
Bilecik Gl-3 * * * * * * * *
Sivas Gl-4 * * * * * * * *
Balikesir Gl-5 * * * * * * * *
Demirkdy Gl-6 * * * * * * * -
Zonguldak Gl-7 * * * * * * N -
Hemsin Gl-8 * * * * * * * *
Kars GI-9 * * * * * * * -
Bittim GI- 10 * * * * * * * -
Yigilca Gl-11 * * * * * * * *
Ardahan Gl-12 Ea % * * * * * *
Agn GlI-13 * > * * * * * *
Grup Il
Bilecik Gll-1 2 * * * * *
Zonguldak Gll-2 * * * * * *
Beykoz GlI-3 * * * * * *
Sulul Gll-4 * * * * *
Sulu 2 Gll-5 * * * * * *
Grup 11
K.....i Glll-1 * * * * * *
Y...z Glll- 2 * * * * * *
K......1 GllI-3 * * * * * *
Keor Glll- 4 * * * * * *
A...a Glll-5 * * * * * *
H...1 Glll- 6 * * * * * *
H....e Glll-7 * * * * * *
D...e GllI-8 * * * * * *
Tt GllI-9 * * * * * *
Grup IV
S...P Glv-1 * * * * *
E..r GIV-2 * * * * * *
A...a GIV-3 * * * * *
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2.3. Propolislerin Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.3.1. Propolis Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Dondurulan ham propolis 6rneklerinden belirli bir miktar (yaklasik 3,000g) tartildi,
havanda ezilerek ylizey alani arttirild1 ve tlizerine mutlak etil alkol ilave edildi. Elde edilen
karisim 24 saat boyunca sabit hiz ve oda sicakliginda calkalayicida karistirildi. Bu siire
sonunda elde edilen karisim Wattman 1 siizge¢ kagidindan siiziildi, elde edilen ¢6zeltinin
hacmi mutlak etanol ile 30 mL’ ye tamamlandi. +4 °C” de buzdolabinda sakland.

Alginat- propolis kapsiillerin hazirlanmasi amaciyla Artvin ve Zonguldak illerine ait
propolis Ornekleri homojen bir sekilde karistirildi ve yukarida belirtildigi sekliyle
ekstraksiyon islemi yapildi.

2.3.2. % Kuru Madde Miktar1 Tayini

% kuru madde miktar1 Wosky ve Slantino (1997)’ nun belirttigi metoda gore yapildi.
Bu amagla sabit tartima gelmis tartim kaplar1 ile 10g ham propolis 6rnegi tartildi. 105 o
de 5 saat boyunca kurutuldu. 5 saatin sonunda numuneler desikatdre alind1 ve sogumasinin
ardindan tarildi. Ilk tartim ve son tartim arasindaki farktan yola ¢ikilarak % kuru madde

miktar1 hesaplandi.

2.3.3. Briks Degeri Tayini

Hazirlanan ve ticari olarak temin edilen numunelerin % ¢6ziinen kat1 miktarini tayin
edebilmek amaciyla refraktometre cihazi (Atago, Germany) kullanildi. Refraktometre

kullanilarak Slgiilen degerler etanolik propolis ekstrakti Briks degeri olarak olarak ifade
edildi.

2.3.4. % Balsam Miktar1 Tayini

Balsam miktar1 tayini etil alkol ekstraksiyon yontemine goére yapildi (Popova vd.,

2017). Bu amagla sabit tartima gelmis evaparator balonu tartilarak agirligi tayin edildi (bos
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tartim) daha sonra balona 2 mL propolis ekstrakti ilave edildi ve etil alkol evapore edildi.
Evaporasyondan sonra sabit tartima getirilen balonun agirlig: belirlendi (dolu tartim). Dolu

ve bos tartim arasindaki fark lizerinden % balsam degeri hesaplandi.

2.3.5. % Vaks Degeri Tayini

Ham propolisin vaks degeri Feas vd. (2014)’ {in belirttigi metotta baz1 degisiklikler
yapilarak belirlendi. Bu amagla derin dondurucuda bekletilen ham propolis 6rnekleri
havanda o6giitiilerek yiizey alanlari arttirildi. Daha sonra belirli miktarda (her bir 6rnek i¢in
ortalama 3,000g) orneklerden tartildi ve {izerlerine 15 mL mutlak metanol ilave edildi.
Elde edilen karisim sabit hiz ve oda sicakliginda c¢alkalayicida 2 saat calkalandi. Daha
sonra karigim derin dondurucuda (-18 °C) bir gece boyunca bekletildi. Elde edilen ¢ozelti
sabit tartima getirilmis ve daras1 alinmis siizgec kagidi ile siiziildii. Siizgeg kagidinda kalan
vaks miktari tartilarak belirlendi. Son tartim ile ilk tartim arasindaki fark tizerinden % vaks
(mum) degeri hesaplandi. Ticari olarak temin edilen drneklerin vaks igerigi numunelerin

koyu renkli ve viskoz olusundan dolay1 belirlenemedi.

2.3.6. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Folin metodu fenolik maddelerin Folin Ciocalteu reaktifi ile renkli kompleks
olusturmasi esasina dayanir ve dogal iirtinlerde toplam fenolik madde 6l¢iimii i¢in en gok
kullanilan yontemdir (Singleton ve Rossi, 1965; Singleton vd., 1999). Folin-Ciocalteu
reaktifi molibdofosfotungstik heteropoliasiti (3H,0.P,05.13W03.5M003.10 H,0) olup
bilesigin aktif merkezinde Mo(VI) bulunur. Fenolik maddelerin folin reaktifi ile
olusturdugu mor menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbansa sahiptir. Bu

rengin spektrofotometrik dl¢iimii ile toplam fenolik madde miktari tespit edilir.
MO(VI)(san) + e-(antioksidan) - MO(V)(mavi)
Gallik asit (GA) standardr kullanilarak kalibrasyon grafigi hazirlandi (Slinkard vd.,

1977; Singleton ve Rossi, 1965). Gallik asitin farkli konsantrasyonlarda (1,0; 0,5; 0,25;
0,125; 0,0625 ve 0,03125 mg/mL) ¢ozeltileri hazirlandi. Konsantrasyona karsilik dlgiilen
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absorbans degerleri ile standart grafigi ¢izildi. Cizilen grafige gore propolis ekstraklarinin
toplam fenolik madde miktar1 ayri ayri hesaplandi. Sonuglar mg GAE/ mL propolis
ekstrakt1 olarak ifade edildi. Toplam fenolik madde miktarin belirlenmesi i¢in yapilan

calismada pipetleme islemi Tablo 10’daki gibidir.

Tablo 10. Toplam fenolik madde miktaripipetleme islemi

Kor Standart Test
Distile Su 700 uL 680 pL 680 puL
Standart (Degisik Konsantrasyonlarda) - 20 uL -
Propolis Numunesi - - 20 uL
0,2 N Folin Reaktifi 400 pL 400 pL 400 puL
% 10 Na,CO3 400 puL 400 puL 400 pL

2.3.7. Toplam Flavanoid Tayini

Flavonoid miktar1 tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore yapildi. Aliiminyum
kloriir kolorimetrik yontemi olarak da adlandirilan bu metodun prensibi, aliiminyum
kloriiriin, flavonoidlerin 4-keto ve C-3 ya da C-5 (ya da her ikisi) hidroksil grubu ile kararli
bir asit kompleksinin olusturulmasina dayanmaktadir. Aliiminyum kloriir ayrica
flavonoidlerin A ve B halkalarindaki orto-dihidroksil gruplar1 ile kararsiz bir asit
kompleksi de olusturur (Pallab vd., 2013).Standart olarak farkli konsatrasyonlarda (0,25;
0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 ve 0,0078125 mg/mL) kuersetin (KE) kullanildi.
Pipetlemeler bittikten 40 dakika sonra 415 nm’ de saf suya kars: tiiplerin absorbanslari
kaydedildi. Konsantrasyona karsilik kaydedilen absorbans degerleri ile standart grafigi
cizildi. Cizilen standart grafigine gore propolis ekstraklarmin toplam flavanoid madde
miktar1 hesaplandi ve toplam flavanoid miktar1 mg KE/ mL propolis ekstrakti olarak ifade

edildi. Toplam flavanoid miktar1 analizi i¢in pipetleme islemi Tablo 11°deki gibidir.

Tablo 11. Toplam flavanoid miktar1 pipetleme islemi

Kor Standart Numune
Numune - - 0,5mL
Standart (Degisik Konsantrasyonlarda) - 0,5mL -
Mutlak Metanol 4,8 mL 4,3 mL 4,3 mL
% 10 AI(NO3)3 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
1 M NH,4.CH5;COO 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
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2.3.8. Kondanse Tanen Miktar1 Tayini

Kondanse tanen miktar1 tayini Julkunen-Titto (1985)’ in belirttigi metoda gore
yapildi. Bu metot flavanollere 6zgiidiir. Hidrolizlenebilir tanenlerin ve diger fenoliklerin
varligindakondanse tanen tayinini spesifik olarak yapilmasini miimkiin kilar. Vanilin
reaktifi unsubstitue resorsinol veya floroglusinol birimleri olan biitiin fenoller ile etkilesim
yapmaktadir. Bu etkilesim neticesinde renkli bir ¢ozelti olusmaktadir. Standart olarak
katesin kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda (1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 ve 0,03125
mg/mL) katesin igeren tiiplerin 500 nm’ de olgiilen absorbans degerleri konsantrasyona
kars1 grafige gecirildi. Elde edilen kalibrasyon grafigine gore propolis ekstraklarinin
kondanse tanen madde miktar1 hesaplandi. Orneklerinkondanse tanen madde miktar1 mg
KatE/ mL propolis ekstrakti olarak ifade edildi. Yapilan ¢alismada pipetleme islemi Tablo
12°deki gibidir.

Tablo 12. Kondanse tanen miktaripipetleme islemi

Kor Standart Numune
Numune - - 25 uL
Standart (Degisik Konsantrasyonlarda) - 25 uL
Mutlak Metanol 25 ulL - -
Vanilin (%4 liikk methanol igerisinde) 750 uL 750 uL 750 uL
%37’ lik HCI 375 uL 375 uL 375 uL

2.3.9. SEM Goriintiileri

SEM goriintiileri Karadeniz Teknik Universitesi, Malzeme Miihendisligi
Laboratuvarinda elde edildi. ZEISS EVO LS 10 taramali elektron mikroskobu kullanilarak
alginat ve alginat-propolis kapsiillerin boyutlar1 belirlendi. SEM goriintiilerini alabilmek

amactyla ornekler altin ile kaplanarak numune hazirlik islemlerine tabii tutuldu.

2.3.10. FTIR Goriintiileri

ATR-FT-IR spektrumlari Karadeniz Teknik Universitesi, Kimya Béliimiinde
bulunan Perkin Elmer, FT- IR 2000 model spektrofotometre cihazi kullanilarak elde edildi.
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Ornekler higbir 6n hazirlik yapilmaksizin dogrudan numune kismma yerlestirildi ve analiz
edildi.

2.4. Propolisin Fenolik Profilinin Belirlenmesi

2.4.1. Numunelerin HPLC- UV Analizine Hazirlanmasi

Bolim 2.3.1°¢ gore hazirlanan ekstraktlarin son konsantrasyonunu belirledikten
sonra 15 mL’ lik ekstrakt (ticari olarak temin edilen numunelerden islem yapilmaksizin 15
mL alind1) ¢dziiciisii 50°C’deki doner buharlastiricida uzaklastirild: ve kalint: pH’s1 2 olan
10 mL saf suda ¢oziildii. Daha sonra 3’er defa 5 mL’lik Once dietileter sonra etilasetat
ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ekstraktlar
evoparator balonlarma alindi ve ¢oziiciileri 50°C’deki déner buharlastiricida uzaklastirild:
ve son olarak balon igerigi 2 mL metanolle ¢oziilerek ekstraklar HPLC-UV ile fenolik
bilesen ve CAPE analizi yapilmaya hazir hale getirildi (Can 2015). Su bazli numuneler

liyofilizasyon islemi sonrasinda analize ayn1 yontem kullanilarak hazirlandi.

2.4.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Benzoik asit tiirevlerinden; gallik asit, protokatekuik asit, vanilik asit, siringik asit,
flavanollardan; katesin, epikatesin 280 nm’de, sinamik asit tiirevlerinden; kaffeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit ve flavonollardan; rutin, kuersetin, 315 nm’de analiz edildi.

Standart ¢ozeltiler; gallik asit, protakatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit,
kaffeik asit, siringik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit % 50- 50 metanol-saf suda
hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisinden 1- 2- 5- 10- 20- 30 ppm’lik, katesin, epikatesin,
rutin, kuersetin % 100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden, 1- 2- 5- 10- 20-
30 ppm’lik ara stok c¢ozeltileri kalibrasyon egrilerileri i¢in kullanildi. Kalibrasyon egrileri

Ek-4’te verildi.
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2.4.3. HPLC- UV Analizi

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayni1 anda cevap alinabilen
UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde yapildi.
Analizler ters faz C18 kolonu (150 mm x4.6 mm, Spum; Fortis) kullanarak ve asetonitril, su
ve asetik asitle gradient program uygulanarak gercgeklestirildi (De Villers vd., 2004). A
rezervuarinda % 2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda % 70- 30 asetonitril-saf su
bulunan gradient program Tablo 12°de verildi. Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon
hacmi 25 puL’ye, mobil faz akis huzi 1,2 mL.dk ’ya ve kolon sicaklig1 kolon firminda 30
OC’ye ayarlanarak calisma optimizasyonu saglandi. Fenolik bilesenler icin valisayon

parametreleri Tablo 13 de belirtildi.

Tablo 13. RP-HPLC-UV gradient programi

Zaman (dk) - - - B —
% 2 Asetik Asit(ultra saf su) % 70-30 Asetonitril(ultra saf su)

0,01 95,00 5,00

3,00 95,00 5,00

8,00 85,00 15,00

10,00 80,00 20,00

12,00 75,00 25,00

20,00 60,00 40,00

30,00 20,00 80,00

35,00 95,00 5,00

50,00 95,00 5,00

Analiz i¢in optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi ardindan metodun gecerli
kilinmasi yani kullanilan metot ile elde edilen sonuglarin dogru ve kesin olarak belirlenen
amaglara uygunlugunun belirlenmesi gerekmektedir. Validasyon olarak adlandirilan
gecerli kilma isleminin belirlenen parametreler ve degerler ile kontrolii ile metot
validasyonu yapilir (Agar vd., 2013). Bu parametreler;

o Kaesinlik (precision),

o Gergeklik (trueness, bias),

e Algilama limiti (limit of detection-LOD),

e Olgiim limiti (limit of quantitation-LOQ),
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e Secicilik/6zgiinliik (selectivity/specificity),

e Hassasiyet (sensitivity),

e Dogrusallik/dl¢iim araligi (linearity/working range)’ dir.

Kesinlik (Precision): Metodun tekrar iretilebilirliginin (reproduciblility) bir
Olctistidiir; ayn1 sekilde elde edilen sonuglarin birbirlerine ne kadar yakin oldugunun
gostergesidir. Rastgele (random) hatalar standart sapmayla izlenebilir. Genellikle % relatif

sapma degeriyle ifade edilir (%RSD).
(%)RSD = (s/Xort)*100

s: standart sapma, Xort: ortalama deger

Gergeklik (trueness): Numunede bulunan gercek analit miktar ile 6l¢iim sonuglar
arasindaki uyumun derecesidir. Gergeklik, sistematik hatanin bir gostergesidir.

Bias: Bir analizin sistematik hatasinin gostergesidir; cihaz, analiz sorumlusu ve metot
hatalarindan kaynaklanir. Mutlak hata olarak ifade edilir.

Se¢icilik (spesificity): Aranan analitin yontem ile numune matrissindeki diger
maddelerden ayrilabilme 6zelligidir.

Hassasiyet (sensitivity): Analitin bir birim artisinin, sinyal biiyiikliigiine etkisini

gosteren bir kriterdir.
hassasiyet = 6l¢lim sinyali/konsantrasyon

Bunun disinda kalibrasyon egrisinden bir birimlik 06l¢iim artisin - analit
konsantrasyonundaki degisimine etkisi hesaplanarak iki degerin arasindaki korelasyon
katsaysi belirlenir (R?).

Tespit limiti (LOD): Analitin kor ornektekinden istatistiksel olarak Gnemli Glglide
farkli olan en diisiik konsantrasyon (makul kararlilikta) diizeyidir. S/N (sinyal/glriiltii) ii¢
(3) katidir; giiriiltiiniin standart sapmasina dayanir. Ug sekilde tespit edilmesi miimkiindiir.

1. Bos Ornegin tekrarli analizleri ile; 10 ayr1 bos Ornek analiz edilir, ortalama ve

standart sapmalar1 hesaplanir.

LOD = Xoritk* Std Sapma (%95 giivenirlik i¢in k=2)
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2. Analiti ¢cok diislik diizeyde igeren ornegin tekrarli analizleri ile 10 ayr1 spiked

ornek analiz edilir ve standart sapmalar1 hesaplanir.

3. Analiti diisiik diizeyde farkli konsantrasyonlarda iceren orneklerle olusturulan

kalibrasyon denklemi ile hesaplanir (Agar vd., 2013).

Olgiim Limiti (LOQ): Uygulanan test kosullar1 altinda, kabul edilebilir hassasiyet
(tekrarlanabilirlik) ve dogrulukla tayin edilebilen en disiik analit konsantasyonudur.
S/N’niin 10 kat1 LOQ degerinin hesaplanmasinda kullanilir. Olgiim araligimim alt smir
Olctim limiti (LOQ)’dir.

Dogrusal Olgiim Sinir1 (LOL): Bir cihaz dedektériiniin doygunluk noktasidir; bu

noktadan sonra sinyalde dogrusal bir respons iiretemez.

Cihaz
vaniti

Olciim arahgn ——

Konsantrasvon

Sekil 19. Validasyon parametrelenin grafik iizerinde gosterimi (Tiibitak UME,
2014)
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Tablo 14. RP-HPLC-UV fenolik bilesenlerin validasyon parametreleri, mg/L

No | Bilesen R? %RSD(Retention Time) %RSD(Alan) LOD | LOQ
1 Gallik Asit 0,999 | 0,210 1,941 0,022 | 0,067
2 Protokatekuik Asit 0,999 | 0,871 1,920 0,042 | 0,128
3 p-OH Benzoik Asit 0,999 | 0,351 3,055 0,036 | 0,109
4 Katesin 0,990 | 0,492 4,279 0,040 | 0,121
5 Vanilik Asit 0,999 | 0,828 2,066 0,025 | 0,075
6 Kafeik Asit 0,998 | 0,179 4,039 0,062 | 0,187
7 Siringik Asit 0,999 | 0,550 0,848 0,009 | 0,027
8 Epikatesin 0,999 | 0,429 3,819 0,030 | 0,090
9 p-Kumarik Asit 0,999 | 0,204 1,562 0,010 | 0,030
10 | Ferrulik Asit 0,999 | 0,222 1,301 0,011 | 0,033
11 | Rutin 0,999 | 0,234 3,139 0,041 | 0,123
12 | Daidzein 0,998 | 0,174 1,545 0,018 | 0,054
13 | t-Sinnamik Asit 0,999 | 0,262 1,071 0,014 | 0,042
14 | Luteolin 0,994 | 0,229 5,833 0,043 | 0,130

2.5. CAPE Miktar1 Tayini

2.5.1. Numunelerin HPLC- UV Analizine Hazirlanmasi

Kafeik asit fenil ester (CAPE) tayini icin kullanilan numuneler Boliim 2.3.1." de

belirtildigi sekliyle hazirlandi. Fenolik bilesen tayini yapilan 6rnekler CAPE tayini i¢in de
kullanildi.

2.5.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Kafeik asit fenil ester (CAPE)%100 metanolle hazirlanarak 1000 ppm’lik stok
¢oOzeltiden, 1,25- 2,5- 5- 10- 20- 40 ppm’lik ara stok ¢ozeltileri kalibrasyon egrilerileri i¢in
kullanildi.
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Tablo 15. RP-HPLC-UV gradient programi

Zaman %A (0,1 Formik Asit-ultra saf su) | %B (0,1 Formik Asit- Asetonitril)
0:02 90 10
3:00 75 25
15:00 70 30
30:00 50 50
35:00 40 60
40:00 10 90
45:00 40 60
50:00 75 25

2.5.3. Kafeik Asit Fenil Ester Tayini

Kafeik asit fenil ester (CAPE) miktar1270 nm’ de UV-Vis dedektor ile donaniml
Thermo Finnigan Surveyor HPLC kullanilarak belirlendi. Analizler ters faz C18 kolonu
(150 mm x4.6 mm, Sum; Fortis) kullanarak ve formik asit su ve asetonitrilgradient
program uygulanarak gergeklestirildi (Can vd., 2015). A rezervuarinda % 0,1 formik asit
(saf suda) ve B rezervuarinda % 0,1 formik asit asetonitrilde bulunan gradient program
Tablo 15°de verildi. Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi 25 pL’ye, mobil faz
akis hiz1 1,0 mL.dkfl’ya ve kolon sicakligr kolon firminda 30 OC’ye ayarlanarak calisma
optimizasyonu saglandi (Pellati vd., 2011).

Kafeik asit fenil ester validasyon parametreleri Tablo 16’ de belirtildi.

Tablo 16. RP-HPLC-UV Kafeik asit fenil ester validasyon parametreleri, mg/L

No | Bilesen R %RSD(Retention Time) %RSD (Alan) LOD LOQ
1 CAPE 0,998 0,228 2,129 0,023 0,068

2.6. Enkapsiilasyon Calismalari

2.6.1. Alginatin Alkol/Su Karisiminda Coziinmesi

Alginat suda ¢0ziinebilen bir biyopolimer oldugundan propolis ekstraksiyonunda

%70’ lik etanol kullanildi. Ciinkii literatiir arastirmalar1 neticesinde alginatin mutlak etanol
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icerisinde ¢ozlinmedigini goriildii. Kapsiillerin elde edilmesinde alginat ¢ozeltisi (% 1’lik)
ile propolis ekstraktinin homojenize edilmesi gerekmektedir. Bu islem saf su ile hazirlanan
% 1’lik alginat ¢ozeltisi ile gerceklestirildiginde propolis ekstraktinda bulunan balsamin
sulu fazdan ayrilmasina neden olmaktadir. Bu problemin asilmasi homojenizatta bulunan
alkol miktarinin artirilmasi ile asilabilecegi diisiiniilmiistiir. Homojenizattaki alkol miktart
ise ancak % 1’lik alginat ¢ozeltisinin etanol-su karisimlarinda hazirlanmasi ile miimkiin
olabileceginden dolay1 alginatin alkol-su karisimlarindaki ¢6ziiniirliigiiniin belirlenmesine
karar verildi. Bu amacla % 1 (m/v)’lik alginat degisik oranlarda hazirlanmis alkol-su
karigimlart ile karistirildr (%10- %50 v/v) ve alginatin ¢oziinebildigi en yiiksek alkol

miktan belirlendi.

2.6.2. Alginat Propolis Kapsiillerin Hazirlanmasi

Alginat- propolis kapsiilleri Abinden (2011)’ {in belirttigi metotta bazi degisiklikler
yapilarak elde edildi. % 1 (m/v)’ lik alginat % 30 (v/v)’ luk etanol ¢ozeltisinde ¢oziildii ve
daha sonra lizerine 2 mL propolis ekstrakti ilave edildi. Elde edilen homojen karisim bir
siringa yardimi ile 0,05 M CaCl, c¢ozeltisi iizerine damlatildi. Olusan kapsiillerin
sertlesmesi i¢in 15 dk boyunca sabit hiz altinda karigtirilmaya devam edildi ve olusan
karigimlar stiziilerek ayrildi. Kalan kisim toplam polifenol tayini yapilmasi amaciyla +4
OC’de saklandi. Elde edilen kapsiiller 5 saat boyunca 60 °C’da vakum etiiviinde kurutuldu.

Alginat kapsiiller ise propolis ¢ozeltisi ilave edilmeksizin ayni metot kullanilarak elde
edildi.

2.6.3. Alginat Konsantrasyonunun Etkisi

Kapsiillenme etkinligine alginat derisiminin etkisini arastirmak amaciyla degisik
konsantrasyonlarda (% 0,5- % 3 m/v) % 30’ luk etanol igerisinde hazirlanan alginat
cozeltisi ile 1 mL propolis ekstrakti karistirildi. Karigim bir siringa yardimiyla 0,05 M
CaCl; ¢ozeltisi igerisine damlatildi ve kapsiil olusumu gozlendi. Daha sonra kapsiiller
stiziilerek ayrild1 ve siiziintiide toplam polifenol analizi yapilarak kapsiilasyon verimi

hesaplandi.
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2.6.4. Propolis Ekstrakt Konsantrasyonunun Etkisi

Kapsiillenme etkinligine propolis ekstrakt miktarinin etkisini arastirmak amaciyla
degisik oranlarda (1- 2,5 mL) propolis ekstrakti %1 lik alginat ¢ozeltisi (%30’ luk etanol
icerisinde) ile karistirildi. Karisim bir siringa yardimiyla 0,05 M CaCl, ¢ozeltisi igerisine
damlatildi ve kapsiil olusumu gozlendi. Daha sonra kapsiiller siiziilerek ayrildi ve

stizlintiide toplam polifenol analizi yapilarak kapsiilasyon verimi hesaplandi.

2.6.5. Alginat- Propolis Kapsiillerin in vitro Sindirim Sistemi Salimm
Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Mide ortami in vitro olarak pH 1,50 HCI/KCI ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi. Bir
erlen igerisinde 37 °C’ de ve agz1 kapali durumdaki 30 mL karisan ortam (pH 1,5) igerisine
alginate- propolis 0,1500 g kapsiillerden eklendi. Her 30 dakikada bir ortamdan 2 mL
cozelti alinarak santrifiijjlendi. Her seferinde alinan ¢ozelti kadar erlene kullanilan ortam
cozeltisinden (pH 1,5) eklendi. Bu islem 2 saat boyunca tekrarlandi. Elde edilen
slipernatantlara toplam polifenol analizi yapildi ve salinim miktar1 % olarak hesaplandi

(Yavaser vd., 2016).

H\®

L/a/&

Afz Mide Ince Barsak Kalin Barsak

Sekil 20. Sematize in vitro sindirim sistemi

Barsak ortamu in vitro olarak pH 6,8 fosfat ve pH 7,4 fosfat tamponlar1 kullanilarak
hazirlandi. Ayr1 ayn erlenler igerisinde 37 °C’ de ve agz1 kapali durumda bulunan ve sabit
hiz altinda karistirilan 30 mL pH 6,8 ve pH 7,4 potasyum fosfat tamponlar1 igerisine 3 mL
% 1’lik Tween 20 ¢ozeltisi ve 0,1500 g alginat- propolis kapsiil ilave edildi. Her 30
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dakikada bir ortamdan 2 mL ¢ozelti alinarak santrifiijlendi. Her seferinde alinan ¢ozelti
kadar erlene kullanilan ortam ¢ozeltisinden (pH 6,8 ve pH 7,4) eklendi. Bu islem 2 saat
boyunca tekrarlandi. Elde edilen siipernatantlara toplam polifenol analizi yapildi ve salinim

miktar1 % olarak hesaplandi (Yavaser vd., 2016).

Sekil 21. Laboratuvarda yapilan salinim sistemi ¢aligmasi

Kontrol grubu olarak enkapsiilasyon c¢alismasi igin ekstrakti hazirlanan ham
propolis kullanildi, ayn1 ortamlarda ayni yontemler ile ham propolis salinim 6zellikleri

belirlendi.

2.6.6. Elde edilen Propolis- Alginat Kapsiillerin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Elde edilen propolis-alginat kapsiillerin raf omriiniin belirlenebilmesi amaciyla
belirlenen standart sartlar altinda yaklasik Sgpropolis-alginat kapsiiller elde edildi. Elde
edilen kapsiiller +4 °C” de sakland1. Belirli periyotlarla 6rnek almarak ekstrakte edildi ve
ekstraktin toplam polifenol analizi yapildi. Zamana bagli olarak propolis alginat

kapsiillerin toplam polifenol miktarindaki degisiklik belirlendi.



3. BULGULAR
3.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Tiirkiye’ nin degisik illerinden toplanan ham propolis drneklerinin her birinden ayri
ayr1 ortalama 3,0000g hassas bir sekilde tartildi. Birer falkon igerisine alinan karigimin
tizerine 15 mL mutlak etanol ilave edildi ve 24 saat boyunca, sabit hiz ve oda sicakliginda
calkalayicida calkalandi. Siire sonunda elde edilen karisim Wattman 1 siizge¢ kagidi ile
stiziildii ve ektrakt hacmi 30 mL’ ye tamamlandi. Kullanima hazir hale getirilen ekstraktlar
+4 “C buzdolabinda bekletildi. Su bazli 6rneklerde ayni islem yapildi fakat ¢oziicii olarak
mutlak etanol yerine saf su kullanildi. Farkli firmalardan toplanan numuneler
numaralandirildi ve numuneler ekstrakt halinde oldugundan dolay1 ekstra bir islem
yapilmaksizin +4 'C buzdolabinda bekletildi.

Standardizasyon c¢aligmalar1 i¢in ornekler dort farkli gruba ayrildi. Birinci grup
mutlak etanolde ¢dziinmiis ham ekstraklar, ikinci grup saf su kullanilarak hazirlanmig
ekstraktlar, liclincii grup etanol kullanilarak hazirlanan ticari ekstraktlar ve dordiincii grup

su kullanilarak hazirlanan ticari ekstraktlardir.

3.2. Propolislerin Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.1. % Kuru Madde Miktar1 Tayini

% kuru madde miktart nem miktari ile orantilidir. Yapilan analiz ile birlikte Ttirkiye
propolislerinin nem miktar1 belirlendi. Tiirkiye propolislerinin % kuru madde miktarinin %
88,42 ile % 98,86 araliginda degistigi belirlendi. Elde edilen verilere gore Tiirkiye

propolislerinin nem miktariin % 1,14 ile % 11,58 araliginda degistigi tespit edildi.
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Tablo 17. Ham propolis 6rnekleri % kuru madde miktari

Ham propolis 6rnekleri % Kuru Madde Miktar1
Kayseri Gl-1 97,15+ 0,04
Beykoz Gl-2 95,18+ 0,07
Bilecik GI-3 92,61 £ 0,04

Sivas Gl-4 96,25 + 0,05
Balikesir GI-5 98,86 £ 0,05
Demirkdy Gl-6 90,55 £ 0,06
Zonguldak GI-7 88,74 + 0,03
Hemsin Gl-8 96,74 + 0,05
Kars GI-9 98,61 £ 0,01
Bittim Gl-10 94,83 + 0,03
Yigilca Gl-11 92,24 + 0,06
Ardahan Gl-12 88,74 £ 0,02
Agn Gl-13 88,42+ 0,05

Tablo 18. Ham propolis 6rnekleri % nem miktari

Ham propolis 6rnekleri % Nem Miktart
Kayseri Gl-1 2,73+£0,2
Beykoz Gl-2 4,82 +0,07
Bilecik GI-3 7,39 + 0,04

Sivas Gl-4 3,74 £ 0,05
Balikesir Gl-5 1,14 £ 0,05

Demirkoy Gl-6 9,45+ 0,06

Zonguldak Gl-7 11,26 £ 0.03
Hemsin GI-8 3,26 £0,05

Kars GI-9 1,39 + 0,02
Bittim GI-10 5,17+0,03
Yigilca Gl-11 7,76 £ 0,06

Ardahan GIl-12 11,26 £ 0,02
Agn Gl-13 11,58 £ 0,05

3.2.2. Briks Degeri Tayini

Refraktometre kat1i ve sivi saydam ortamlarin kirilma indislerini 6lgen ve sivi
malzemelerin i¢indeki katt madde miktarini belirlenmesinde kullanilan bir cihazdir. Ham
ve ticari Orneklerin % ¢0ziiniir kuru madde miktarin1 bulmak amaciyla cihaz saf su ile

temizlendi ve kalibrasyonu kontrol edildi. Daha sonra numuneden iki damla okumanin
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yapilacagi kisma damlatildi ve okunan deger % c¢oziiniir kuru madde olarak kaydedildi.
Briks degerleri Grup I, II, III ve IV igin en yiiksek degerler sirasiyla 27,5, 0, 100 ve 37
olarak belirlenirken en diisiik degerler 21, 0, 0 ve 0 olarak belirlendi. Numunelere ait
kuru madde miktarlar1 Tablo 19° da belirtildi.

Tablo 19. Briks verileri

Briks
Kayseri Gl-1 21,5
Beykoz Gl-2 22
Bilecik GI-3 27,5
Sivas Gl-4 25,5
Balikesir GI-5 21
- . Demirkdy Gl-6 26,5
Ham prqpohs ornekleri Zonguldak Gl-7 25
etanolik ekstraktlari -
Hemsin GI-8 22,5
Kars Gl-9 25
Bittim GI- 10 22,5
Yigilca Gl-11 23
Ardahan Gl-12 20,5
Agn GI- 13 21,5
Bilecik Gll-1 0
Ham propolis sulu Zonguldak | Gll-2 0
ekitrfktlarl Beykoz Gll-3 0
Sulu 1 Gll-4 0
Sulu 2 Gll-5 0
K....... i Glll-1 29
Y.... z Glll-2 27
K.... 1 GllI-3 53
L . . K....... r Glll-4 100
Ticari proepkc;ltlls etanolik A a GII-5 35
H....... 1 Glll-6 61
H...... e GllI-7 42
D....... e GllI-8 36,5
T..... t Glll-9 0
S...... P Glv-1 0
Ticari propolis sulu ekst. E... r GIV-2 0
A...a GIV-3 37

3.2.3. % Balsam Miktar1 Tayini

Etanolik ekstrakt igerisinde ¢oziinmiis madde miktar1 olarak ifade edilen balsam
miktar1 tayini Popova vd. (2017) belirttigi metoda gore yapildi. Sabit tartima gelmis olan
balonlara 2 mL ekstrakt ilave edilerek evapore edildi ve son tartim kaydedilerek gerekli

hesaplamalar yapildi. Bulunan deger % balsam miktar1 olarak ifade edildi. Her bir numune
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icin iglemler ayr1 ayr1 yapildi. Balsam degerleri Grup I, 11, III ve IV i¢in en yliksek degerler
strastyla % 71,1, % 0,6, % 95 ve % 0,2 olarak belirlenirken en diisiik degerler % 23,6, %
0,1, % 6,83 ve % 0,1 olarak belirlendi. Bulunan balsam degerleri Tablo 20’ de verildi.

Tablo 20.% Balsam verileri

% Balsam
Kayseri Gl-1 28,7+ 0,05
Beykoz Gl-2 33,3+0,08
Bilecik GI-3 71,1 £ 0,08

Sivas Gl-4 53,7+0,2

Balikesir Gl-5 23,6 +0,2

Ham propolis 6rnekleri Demirkdy Gl-6 65,5+ 0,2
etanr())lﬂl() ekstraktlar: Zanguldak Gl-7 26,3£0,1
Hemsin GI-8 37,4 +0,1

Kars GI-9 41,8+0,2

Bittim GI- 10 29,2 £0,08

Yigilca Gl-11 51,2 +0,1

Ardahan Gl-12 42,8 £0,2

Agr Gl- 13 38,3 0,1

Bilecik Gll-1 0,1+0,01

. Zonguldak Gll-2 0,1 £0,01
Harzkziﬁflft'lfrf“'” Beykoz Gll-3 0.1+ 0,02
Sulu 1l Gll-4 0,5 £0,02

Sulu 2 GlI-5 0,6 £0,01

K. Glll-1 9,2+0,08

Yo GllI-2 8,1+0,2
K......1 GlII- 3 33,6+ 0,02

L . . K....r Glll-4 -

Ticari proe[?((;ltl.s etanolik A...a GllI-5 63,0+0,1
H....... 1 Glll- 6 95,0 £0,05

H.....e GlI-7 19,2+0,2
D.....e GllI-8 32,1 +£0,05
T....... t GllI-9 34,8 £0,05

S...... P Glv-1 0,1 +£0,02

Ticari propolis sulu ekst. E... r GIV-2 0,2+ 0,02

A...a GIV-3 -

3.2.4. % Vaks Degeri Tayini

Feas (2014) metodu tarafimizdan modifiye edilerek yapilan % vaks degerleri Tablo
21’ de bildirildi. Ticari propolis ekstraklarinin koyu ve viskoz yapisindan dolay1 vaks
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analizi yapilamadi. Grup I i¢in yapilan vaks analizi sonucu en yiiksek vaks degeri % 9,8

olarak belirlenirken en diisiik deger % 1,4 olarak belirlendi.

Tablo 21. % Vaks verileri

Ham propolis 6rnekleri % Vaks
Kayseri Gl-1 5,2+0,02
Beykoz Gl-2 5,0+ 0,06
Bilecik GI-3 8,7+0,02

Sivas Gl-4 4,8 +£0,02
Balikesir Gl-5 4,7+0,03

Demirkdy Gl-6 8,5+0,02

Zonguldak GI-7 9,8 £0,01
Hemsin GI-8 6,6 £0,02

Kars GI-9 1,4 +0,02
Bittim GI-10 1,70 £ 0,03
Yigilca Gl-11 1,60 = 0,02

Ardahan Gl-12 4,45 +0,1
Agri GIl-13 2,01 +£0,08

3.2.5. Toplam Polifenol Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 gallik standardina gore tayin edildi. Farkh
derisimlerde hazirlananstandart gallik asit ¢ozeltilerinin 765 nm’deki absorbans degerleri
elde edilerek standart calisma grafigi olusturuldu. Hazirlanan standart calisma grafigi
kullanilarak 1 g ham propolis ve 1 mL propolis ekstraktinin i¢erdigi mg cinsinden toplam
fenolik madde miktar1 belirlendi, propolislerin toplam fenolik madde miktarlar1 Tablo
22°deki gibidir. Toplam fenolik madde miktar1 belirlenen gruplara gore degisiklik
gostermektedir. Grup I, II, III ve IV i¢in en yiiksek degerler sirasiyla; 178,34 mg GAE/g,
0,22 mg GAE/g, 77,68 mg GAE/ mL ve 3,40 mg GAE/ mL olarak tespit edilirken en diisiik
degerler 16,13 mg GAE/g, 0,07 mg GAE/g, 6,83 mg GAE/ mL ve 0,25 mg GAE/ mL
olarak tespit edildi.
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Sekil 22. Toplam polifenol tayini kalibrasyon grafigi
Tablo 22. Toplam polifenol verileri
Toplam Polifenol Miktar1
Kayseri Gl-1 40,91+3,2
Beykoz Gl-2 56,98+0,0
Bilecik GI-3 137,60+2,06
Sivas Gl-4 152,99+1,90
Balikesir Gl-5 42,73+0,15
H lis drnekleri etanolik Demirkdy Gl-6 166,93+8,88
am propolis ornekleri etanoli -
ekstraktlarmg GAE/g ZonguIQak GI-7 98.29+1,84
Hemsin GI-8 17,76+0,82
Kars GI-9 125,49+0,87
Bittim GI-10 16,13+0,35
Yigilca Gl-11 178,37+0,31
Ardahan Gl-12 116,37 £2,32
Agri GI- 13 57,87+ 1,53
Bilecik Gll-1 0,09+0,01
0 lis sulu ekstrakil Zonguldak Gll- 2 0,20+0,02
am propolis sulu exstraktiari Beykoz Gll-3 0,22i0,002
mg GAE/g
Sulu 1 Gll-4 0,09+0,001
Sulu 2 Gll-5 0,07+0,01
K....... i Glll-1 21,12+0,90
Y.... z Gll-2 11,15+0,25
K. 1 GllI- 3 41,89+1,30
Ticari lis etanolik ekst K....... r Glll-4 58,70+1,09
Icart propofis lanofik ekst. A...a Glll-5 28,85+0,21
mg GAE/mL
H.... 1 GllI-6 77,68+6,34
H.....e GllI-7 38,85+0,63
D....... e GllI- 8 11,47+0,01
T....... t GllI-9 6,83+0,09
Ticari I U ekst S P GlV-1 0,25+0,01
Icarl propolis su'ul exst. Et GIV-2 0,90£0.,07
mg GAE/mL
A...a GIV-3 3,40+0,32
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3.2.6. Toplam Flavanoid Tayini

Toplam flavonoid madde miktarlar1 kuersetin standardina gore tayin edildi. Farkli
derisimlerde hazirlanan standart kuersetin ¢ozeltilerinin 415 nm’deki absorbans degerleri
elde edilerek standart calisma grafigi olusturuldu. Hazirlanan standart calisma grafigi
kullanilarak 1g ham propolis ve 1 mL propolis ekstraktinin igerdigi mg cinsinden toplam
flavanoid madde miktar1 bellirlendi, propolislerin toplam flavanoid madde miktarlar1 Tablo
23> deki gibidir. Toplam flavanoid miktar1 belirlenen gruplara gore degisiklik
gostermektedir. Grup L, I, III ve IV i¢in en yiiksek degerler sirastyla; 51,23 mg KE/g , 0,02
mg KE/g, 23,33 mg KE/ mL ve 0,75 mg KE/ mL olarak tespit edilirken en diisiik degerler
1,24 mg KE/g, 0,01 mg KE/g, 1,24 mg KE/ mL ve 0,01 mg KE/ mL olarak tespit edildi.

2,5
2 y =7,7969x + 0,029
e R2=0,9983...-""
s | T
S5
c |\ .-
3 1 PRt
< - T
0,5 . o
o
0 Le®
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Kuersetin Derisimi (mg/mL)

Sekil 23. Toplam flavanoid tayini kalibrasyon grafigi
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Tablo 23. Toplam falavanoid verileri

Toplam Flavanoid Miktari

Kayseri Gl-1 11,10+0,02

Beykoz Gl-2 10,21+0,1

Bilecik GI-3 17,37+0,25
Sivas Gl-4 30,48+0,57
Balikesir Gl-5 10,53+0,26

Demirkdy Gl-6 51,23+0,63

Ham propolis drnekleri etanolik j

ekstraktlarimg KE/g Zonguldak Gl-7 22.57+0,05
Hemsin Gl-8 1,24+0,04

Kars Gl-9 28,20+0,12

Bittim GI- 10 2,13+0,01

Yigilca Gl-11 20,20+0,57

Ardahan Gl-12 5,13+ 0,08

Agri GI-13 3,18+0,03

Bilecik Gll-1 0,001+0,00

Zonguldak Gll- 2 0,01+0,00

Ham propolis sulu ekstraktlari
Beykoz Gll-3 0,01£0,00
mg KE/g

Sulu 1 Gll-4 0,02+0,00

Sulu 2 Gll-5 0,01+0,00

Ko Glll-1 4,65+0,05

Y......Z GllI-2 2,45+0,07

K.....1 GllI-3 5,77+0,32

K......r Glll- 4 1,24+0,03

Ticari propolis etanolik ekst.
A...a GllI-5 -
mg KE/mL

H... 1 Glll- 6 23,3340,23

H....e Gll-7 5,74+0,37

D.....e GllI- 8 2,01+0,02

T....t Glll-9 -
S....P GIV-1 0,01+0,00
Ticari propolis sulu ekst.
E...r GIV-2 0,04+0,00
mg KE/mL

A...a GIV-3 0,75+0,11
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3.2.7. Kondanse Tanen Miktar: Tayini

Kondanse tanen miktarlar1 katesin standardina gore tayin edildi. Farkli derisimlerde
hazirlanan standart katesin c¢ozeltilerininS00 nm’deki absorbans degerleri elde edilerek
standart ¢alisma grafigi olusturuldu. Hazirlanan standart ¢aligma grafigi kullanilarak 1g
ham propolis ve 1 mL propolis ekstraktinin icerdigi mg cinsinden kondanse tanen miktari
bellirlendi, propolislerin kondanse tanen miktarlar1 Tablo 24 deki gibidir. Kondanse tanen
miktar1 belirlenen gruplara gore degisiklik gostermektedir. Grup I, II, III ve IV i¢in en
yiiksek degerler sirasiyla; 8,47 mg KatE/g , 0,04 mg KatE /g ve 2,29 mg KatE / mL (Grup
IV tanen miktar1 tayin edilemedi) olarak tespit edilirken en diisiik degerler 2,53 mg KatE
/g, 0,02 mg KatE /g ve 0,11 mg KatE / mL (Grup IV tanen miktar tayin edilemedi) olarak
tespit edildi.

1
y =0,9293x + 0,0084 ‘
2 (75 R2=09997 .
S
3 05 o
o ..-"..
0,25 .
o Le®
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Katesin Derisimi (mg/mL)

Sekil 24. Kondanse tanen miktari tayini kalibrasyon grafigi
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Tablo 24. Kondanse tanen miktar1 verileri

Kondanse Tanen Miktar1

Kayseri Gl-1 3,96+0,22
Beykoz Gl-2 8,47+0,63
Bilecik GI-3 7,65+0,39
Sivas Gl-4 4,21+0,30
Balikesir Gl-5 5,66:0,01
Ham propolis 6rnekleri Demirkdy Gl-6 2,53+0,06
etanolik ekstraktlar Zonguldak Gl-7 5,92+0,05
mg KatE/g Hemsin GI-8 4,53+0,39
Kars GI-9 5,80+0,13
Bittim Gl-10 7,15+0,06
Yigilca Gl-11 4,80+0,18
Ardahan Gl-12 427+0,13
Agri Gl- 13 2,73 +£ 0,05
Bilecik Gll-1 T.E.
Ham propolis sulu Zonguldak Gll-2 T.E.
ekstraktlari Beykoz GlI-3 T.E.
mg Katk/g Sulu 1 Gll-4 0,020,00
Sulu 2 Gll-5 0,04+00
Koo GllI- 1 0,36+0,05
Yo GllI- 2 0,34+0,04
Kool GllI- 3 2,29+0,18
Ticari propolis etanolik K...... r Glii-4 1,14+0,00
ekst. A...a GllI-5 0,57+0,13
mg KE/mL Hod GlIl-6 2214130
H....e GllI-7 0,90+0,28
D.......e GllI- 8 0,110,01
Tt GllI-9 0,29+0,03
ST P Glv-1 T.E.
Ticari propolis sulu ekst.
mg KatE/mL E... r GIV-2 T.E.
A...a GIV-3 T.E.

T.E: Tayin edilemedi

Elde edilen veriler bir tabloda birlestirildiginde;




Tablo 25. Numuneler ait elde edilen veriler

Briks % Toplam Polifenol | Toplam Flavanoid Kondanse % % Kuru Madde %
Balsam Miktar1 Miktari Tanen Miktari Vaks Miktar1 Nem Miktar1
Kayseri Gl-1 21,5 28,7+0,05 40,91+3,2 11,10+0,02 3,96+0,22 5,2+0,02 97,15+ 0,04 2,73+0,2
Beykoz Gl-2 22 33,3+0,08 56,98+0,0 10,21+0,1 8,47+0,63 5,0= 0,06 95,18 £ 0,07 4,82+ 0,07
Bilecik GI-3 27,5 71,1£0,08 137,60+2,06 17,37+0,25 7,65+0,39 8,7+ 0,02 92,61 + 0,04 7,39 + 0,04
Sivas Gl-4 25,5 53,7+0,2 152,99+1,90 30,48+0,57 4,21+0,30 4,8+ 0,02 96,25 + 0,05 3,74 £ 0,05
Balikesir Gl-5 21 23,6+£0,2 42,73+0,15 10,53+0,26 5,66+0,01 4,7+ 0,03 98,86 = 0,05 1,14+ 0,05
Demirkdy Gl-6 26,5 65,5+0,2 166,93+8,88 51,23+0,63 2,53+0,06 8,5+ 0,02 90,55 + 0,06 9,45 £ 0,06
Zonguldak GI-7 25 56,3+0,1 98.29+1,84 22.57+0,05 5,92+0,05 9,8+ 0,01 88,74 £ 0,03 11,26 £ 0.03
Hemsin GI-8 22,5 374+0,1 17,76+0,82 1,24+0,04 4,53+0,39 6,6+ 0,02 96,74 £ 0,05 3,26 +£ 0,05
Kars GIl-9 25 41,8 +0,2 125,49+0,87 28,20+0,12 5,80+0,13 1,4+ 0,02 98,61 £ 0,01 1,39 +£ 0,02
Bittim GI-10 22,5 29,2 +£0,08 10,58+0,35 1,46+0,01 7,15+0,06 1,70 £,03 94,83 + 0,03 5,17+ 0,03
Yigilca Gl-11 23 51,2 £0,1 178,37+£0,31 20,20+0,57 4,80+0,18 1,60 £0,02 92,24 + 0,06 7,76 £ 0,06
Ardahan Gl-12 20,5 42,8 +0,2 116,37+£2,32 5,13 +£0,08 4,27+0,13 4,45+0,1 88,74 £ 0,02 11,26 £ 0,02
Agn GI-13 21,5 38,3 £0,1 57,87 +1,53 3,18+ 0,03 2,73+0,05 2,01 £0,08 88,42 £ 0,05 11,58 £ 0,05
Bilecik Gll-1 0 0,1 +£0,01 0,09+0,01 0,001£0,00 T.E - - -
Zonguldak Gll-2 0 0,1 +£0,01 0,20+0,02 0,01+0,00 T.E - - -
Beykoz Gll-3 0 0,1 £0,02 0,22+0,002 0,01+0,00 T.E - - -
Sulul Gll-4 0 0,5 +0,02 0,09+0,001 0,02+0,00 0,02+0,00 - - -
Sulu 2 Gll-5 0 0,6 £0,01 0,07+0,01 0,01+0,00 0,04+00 - - -
Koo Glll-1 29 9,2 +0,08 21,12+0,90 4,65+0,05 0,36+0,05 - - -
Y....z GllI-2 27 8,1+0,2 11,15+0,25 2.,45+0,07 0,34+0,04 - - -
Kol GllI-3 53 33,6+0,02 41,89+1,30 5,77+0,32 2,29+0,18 - - -
K. r Glll-4 100 T.E 58,70+1,09 1,24+0,03 1,14+0,00 - - -
A...a GllI-5 35 63,0+0,1 28,85+0,21 TE 0,57+0,13 - - -
H....1 Glll-6 61 95,0+0,05 77,68+6,34 23,33+0,23 2,21+1,30 - - -
H......e GllI-7 42 19,2+0,2 38,85+0,63 5,74+0,37 0,90+0,28 - - -
D......e Glll-8 | 365 | 32,1£0,05 11,47+0,01 2,01+0,02 0,11+0,01 - - -
T..t GllI-9 0 34,8+0,05 6,83+0,09 T.E 0,29+0,03 - - -
S....P GIV-1 0 0,1 +0,02 0,25+0,01 0,01+0,00 TE - - -
E.... r GIV-2 0 0,2 +0,02 0,90+0,07 0,04+0,00 TE - - -
A....a GIV-3 37 T.E 3,40+0,32 0,75+0,11 TE - - -

T.E: Tayin edilemedi

09
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Elde edilen veriler degerlendirildiginde balsam miktarinin toplam polifenol miktari,
toplam flavanoid miktar1 ve kondanse tanen miktar ile orantili oldugu goriilmektedir.
Etanol kullanilarak hazirlanan ekstraklarin Briks degerleri % 21 ile % 27,5 arasinda
degisiklik gostermektedir. Su kullanilarak hazirlanan ekstraklarin nem orani oldukca
yiiksek oldugundan Briks degerleri 0 olarak bulundu. Vaks miktart ise %1,4 ile % 9,8

arasinda degisiklik gostermektedir. Tablo 25° de gruplara ait veriler sunulmustur.

3.2.8. FTIR Goriuntiileri

Numuneler igerisinden rastgele secilen ham propolis ekstrakti ve ticari propolis
ekstraklarmin FT- IR goriintiileri Perkin Elmer, FT- IR 2000 model spektrofotometre
cihazt kullanilarak elde edildi. Elde edilen goriintiler degerlendirildiginde propolis
ekstrakt1 3357, 2924, 2852 ve 1693-1000 cmpikleri oldukg¢a benzer oldugu goriildii. 3357
cm™ fenolik bilesenlerin —OH grubuna, 2924 and 2852 cm™ C-H vibrasyonuna, 1700-1000
cm' aromatik halka C=C, flavonoidlerin C=0, aminoasitlerin asitmetrik N-Hve ester

gruplarinin —C-O- titresimlerine ait oldugu sdylenebilir (Oliveria 2016).

3.2.9. HPLC Fenolik Profil

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayn1 anda cevap alinabilen
UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde ve on dort
standarda gore yapilan fenolik bilesen analizi sonucu; kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit, t-sinnamik asit ve luteolinin her numunede oldugu; bu standartlar igerisinde ise

luteolinin en yiiksek miktarda bulundugu tespit edildi.
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MMMMM

Sekil 25. Standartlara ait HPLC fenolik bilesen kromatogramlar1 1.Gallik asit.
2.Protokatequikasit. 3. p-OH benzoik asit. 4. Katesin. 5. Vanilik asit. 6.

Kafeik asit. 7. Siringik asit. 8. Epikatesin. 9. p-Kumarik asit. 10. Ferulik asit.
11. Rutin. 12. Daizein 13. t-Sinnamik asit.14. Luteolin



Tablo 26. Propolis fenolik bilesen profili

mg (fenolik bilesen)/ g numune

p-OH

f\gilt"k rkr(')ot\cs)iliateku ig?tzoik Katesin xgﬂ”ik Kglfte tk iisrii?gik Epikatesin i‘-;i(tumarik iesri?”k Rutin | Daidzein L—\ssiirsnamik Luteolin

Grup |

Kayseri T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 1,75 |T.E T.E. 0,84 0,72 T.E. TE. 1,41 11,20
Beykoz T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 275 |TE TE. 0,71 0,83 830 |T.E TE. 1,83
Bilecik T.E. T.E. T.E. T.E. 0,2 4,04 10,07 9,50 2,60 9,83 T.E. TE. 0,26 9,06
Sivas T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 7,33 (0,20 TE. 4,30 0,45 55,62 |T.E. 0,36 32,28
Balikesir T.E. T.E. T.E. T.E. 5,00 T.E. T.E. TE. 1,30 0,83 437 |TE 1,85 12,00
Demirkéy | T.E. T.E. T.E. T.E. 8,86 0,40 |T.E TE. 1,08 1,31 T.E. TE. 1,07 10,80
Zonguldak |T.E. T.E. T.E. T.E. 3,01 T.E. T.E. 6,27 1,60 2,38 T.E. TE. 0,28 3,53
Hemsin 0,24 0,05 T.E. T.E. T.E. 061 |T.E T.E. 0,27 T.E. T.E. T.E. 0,01 1,03
Kars T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 7,00 |T.E T.E. 1,65 0,80 19,55 |T.E. 0,2 4,20
Bittim T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 061 |T.E T.E. 0,89 0,52 0,63 |T.E. 0,13 1,09
Yigilca T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 643 |T.E. T.E. 2,78 6,67 T.E. T.E. 1,34 13,65
Ardahan T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 3,12  |0,16 T.E. 1,16 1,96 T.E. T.E. 0,53 6,62
Agn T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 294 0,27 T.E. 1,03 1,13 211 |T.E 0,32 2,47
Grup Il

Bilecik T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 1,14 |T.E T.E. 0,7 1,94 0,1 T.E. 0,70 T.E.
Zonguldak |1,55 0,23 T.E. 0,6 T.E. 1,037 |T.E. T.E. 7,13 10,75 1,408 |T.E. 4,80 T.E.
Beykoz 0,7 0,6 0,4 3,91 T.E. 4,981 |T.E T.E. 8,00 9,11 3,289 |T.E. 4,41 4,31

€9



Tablo 26’nin devami

Sulu 1 Numune yetersizliginden analiz yapilamadi.

Sulu 2 T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 13,78 |T.E. T.E. 19,07 3,98 7,625 |T.E. T.E. T.E.
Grup 1l

K...... i T.E. T.E. T.E. 0,45 8,86 T.E. T.E. 6,11 T.E. T.E. T.E. T.E. 0,92 14,83
Y...z T.E. T.E. T.E. T.E. 0,15 6,65 T.E. 6,86 1,85 4,25 7,66 T.E. 0,73 15,44
K........ 1 T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 2,22 T.E. T.E. 0,90 2,20 4,10 T.E. 0,20 9,58
K...... r T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 18,51 |T.E 1,11 1,18 T.E. 19,67 |0,66 1,84 2,93
A...... a T.E. T.E. T.E. T.E. 0,06 4,02 T.E. 0,30 1,41 0,73 11,12 |T.E. 0,14 2,64
H....r T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 4,11 0,11 3,00 1,63 2,85 8,71 T.E. 0,25 9,97
H...... e T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 4,90 T.E. T.E. 1,87 1,25 7,60 T.E. 2,42 5,42
D.....e 0,005 0,07 T.E. 0,12 T.E. 0,01 0,20 0,10 0,63 0,10 0,12 0,20 0,02 0,42
Tablet T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 11,48 |T.E. 5,51 5,87 4,16 19,92 |T.E. 0,84 11,67
Grup IV

S...p Numune yapisindan dolay1 analiz yapilamadi.

E...r T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 4447 |T.E. T.E. 30,181 10,27 258,0 |T.E. T.E. T.E.
A...a Numune yapisindan dolay1 analiz yapilamadi.

* Analiz sonuglari ii¢ tekrarli olarak elde edilmis, standart sapma < 0,01 oldugu i¢in tablo degerlerine yansitilmamustir.

T.E: Tayin edilemedi

¥9
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Propolis ektraklarinin standardizasyonu icin yapilan bu c¢alisma sonucu elde edilen

propolis fenolik bilesen profili Tablo 26’ da sunuldu.

3.2.10. Kafeik Asit Fenil Ester Miktar1 Tayini

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayn1 anda cevap alinabilen
UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde yapildi. Sekil
26’ de CAPE’ ye ait kromatogrami gostermektedir.

L1
L L L L] [

Sekil 26. Kafeik asit fenil ester kromatogrami

Propolisin énemli bir belirteci olan CAPE’ nin kantitatif tayini sonucunda etil alkol
kullanilarak hazirlanan numunelerde CAPE’ nin varligr goriiliitken su ile hazirlanan
numunelerde CAPE tespit edilemedi. Ticari olarak temin edilen numunelerde ise CAPE
baz1 numunelerde tespit edilirken bazilarinda tespit edilemedi. CAPE ile tim numunelerde

bulunan kafeik asit miktar1 arasinda bir korelasyon oldugu tespit edildi.
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Tablo 27.Numunelere ait CAPE verileri

Kafeik asit fenik ester (CAPE)

Kayseri Gl-1 1,54
Beykoz Gl-2 3,03
Bilecik Gl-3 1,76
Sivas Gl-4 13,35
Balikesir GI-5 2,18
Demirkdy Gl-6 3,66
Ham propolis etanolik eks. Zonguldak Gl 7 252
mg/g
Hemsin GIl-8 0,27
Kars Gl-9 7,95
Bittim GI- 10 0,41
Yigilca Gl- 11 11,63
Ardahan Gl-12 6,61
Agri Gl- 13 2,67
Bilecik Gll-1 T.E.
Zonguldak Gll-2 T.E
Ham sulu ekst. mg/g Beykoz GlI- 3 T.E
Sulu 1l Gll-4 T.E
Sulu 2 Gll-5 T.E
K....... i Glll-1 T.E
Y....... z GllI- 2 5,64
K....... 1 GllI-3 3,36
K....... r Glll- 4 3,66
Ticari etanolik propolis ekst. mg/mL A...a Glll-5 2,56
H.... 1 Glll- 6 2,36
H..... e GllI-7 6,44
T....... t GllI-9 3,21
D....e GlllI-10 2,66
ST P Glv-1 T.E
Ticari sulu propolis eks. mg/mL E....r GIV-2 T.E
A...a GIV-3 T.E

T.E: Tayin edilemedi
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3.2.11. istatistiki Veriler

Elde edilen analiz sonuclar1 arasindaki korelasyon incelendiginde balsam miktart,
toplam polifenol miktari, toplam flavonoid miktar1 ve Briks degerleri arasinda oldukga iyi
bir oran oldugu goriildii (Tablo 28). Vaks miktarinin ise balsam miktar1 ile orantili oldugu,
kondanse tanen miktarinin ise toplam flavanoid miktar1 arasinda bir oran oldugu goriildii.
Ayrica toplam polifenol ve toplam flavonoid madde miktar1 arasinda ortalama 5:1 (TP/TF)
orani oldugu tespit edildi. Balsam miktar1 arttik¢a; Briks degeri, toplam polifenol miktari
ve toplam flavanoid miktar1 orantili bir sekilde artmaktadir. Sekil 27° de balsam miktari ile

toplam polifenol miktar1 dagilimi gostermektedir.

Tablo 28. Korelasyon katsayilari

Briks Balsam TP TF
Briks 1
Balsam |0,85481 1
TP 0,62613 0,79772 1
TF 0,62613 0,79772 1 1
200 -
o 180 1 y = 3,1261x - 44,811 ¢
= 160 1 R? = 0,6364
kg[ 140 - V'S
g 120 |
S 100 |
Z g0
& 60
& 40 A g
ji 20 - * ®
= 0 T T T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Balsam Miktar1 %

Sekil 27. Toplam polifenol miktari ile balsam miktar1 arasindaki korelasyon
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3.3. Enkapsiilasyon Calismalari

3.3.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Alginat-propolis kapsiillerin elde edilmesi amaciyla etanolik propolis ekstrakti
hazirlandi. Bu amacla Artin ve Zonguldak illerinden ham propolis temin edildi. Esit
miktarda iki propolis 6rnegi homojen bir sekilde karistirildi. Elde edilen karisimdan
3,1518g hassas bir sekilde tartildi. Bir beher igerisine alinan karisimin tizerine 15 mL
mutlak etanol ilave edildi ve 24 saat boyunca, sabit hiz ve oda sicakliginda ¢alkalayicida
calkalandi. Siire sonunda elde edilen karigim Wattman 1 siizge¢ kagidi ile siiziildi ve
ekstrakt hacmi 30 mL’ ye tamamlandi. Kullanima hazir hale getirilen ekstrakt +4 'C
buzdolabinda bekletildi.

3.3.2. Alginatin Alkol/Su Karisiminda Coziinmesi

Propolis recinemsi yapisindan dolayi en iyi etil alkolde ¢oziinmektedir. Kapsiilasyon
calismasinda kullanilan iyonik jelasyon teknigi geregi biyopolimer ile aktif bilesenin
homojen bir sekilde karistirilabilmesi gerekmektedir. Suda ¢6ziinen alginat ile etil alkol
icerinde hazirlanmis olan propolis ekstrakti karistirildiginda su ile etkilesen propolis
ektrakti ¢cokmektedir. Bu nedenle alginatin etil alkol igerindeki ¢oziiniirliigii belirlendi.
Yapilan literatiir arasgtirmalart (McHuag 1988) ve laboratuvar uygulamalar1 sonucu
alginatin mutlak etanol igerisinde ¢6ziinmedigi, ¢oktigii gozlendi. Bu amagla %1’ lik
alginat degisik oranlarda etil alkol- su karisimi ile muamele edildi ve alginatin yapisini
bozunmadan koruyabildigi en yiiksek etil alkol-su karisim orani belirlendi. Etil alkol
miktar1 %40’ 1 {lizerine ¢iktiginda alginat yapisinda bozunma meydana geldiginden %30’

luk etil alkol- su karisiminin alginat ¢ézliniirliigii i¢in uygun olduguna karar verildi.
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Sekil 28. Alginatin etil alkoldeki ¢oziintirliigi

3.3.3. Alginat Propolis Kapsiillerin Hazirlanmasi

Alginat- propolis kapsiilleri Abinden vd. (2011) belirtildigi metotta baz1 degisiklikler
yapilarak elde edildi.%]1’ lik alginat %30’ luk (v/v) etil alkol ile ¢6ziildii ve 2 mL propolis
ekstrakt1 ile karistirildi. Elde edilen karisim bir siringa yardimiyla 0,05 M CacCl; ¢ozeltisi
tizerine damlatildi. Olusan boncuklar sertlesmenin tamamlanabilmesi i¢in 15 dk boyunca

sabit hiz altinda karistirilmaya devam edildi. Olusan kapsiiller Sekil 29° da goriilmektedir.

Sekil 29. Alginat- propolis kapsiiller



70

3.3.4. Alginat Konsantrasyonunun Etkisi

Elde edilen boncuklara alginat derisimin etkisinin belirlenebilmesi amaciyla %1- %3
arasinda degisen derisimlerde alginat (%30’ luk etil alkol ¢ozeltisi igerisinde) ¢ozeltileri
hazirlandi ve 1 mL propolis ektrakti ile homojen olarak karigtirildi. Elde edilen
karisimlardan belirtilen metot ile ayr1 ayr1 kapsiiller elde edildi, siipernatant ve propolis
ekstraktina toplam polifenol analizi yapilarak enkapsiilasyon etkinligi hesaplandi.
Enkapsiilasyon etkinligi sonucglari birbirine olduk¢a yakin olmakla birlikte%1 alginat
derisimi en iyi baglanma oranma sahip oldugu goriildii. Alginat miktar1 arttikca

boncuklarin olusumu giiglesmekte ve maliyet orani artmaktadir.
% Enkapsiilasyon etkinligi = A%B * 100 esitliginden hesaplandi.

A: Propolis ekstrakti toplam polifenol miktar1 (mg GAE/ mL)
B: Siipernatant toplam polifenol miktar1 (mg GAE/ mL)
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Sekil 30. Alginat derisiminin enkapsiilasyon etkinligine etkisi
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3.3.5. Propolis Ekstrakt Konsantrasyonunun Etkisi

Belirlenen alginat derisiminin kapsiilleyebildigi en fazla propolis miktarin
belirlemek amaciyla %1 lik alginat ile farkli miktarlarda (1-2,5 mL) propolis ekstrakti
homojen olarak karistirildi ve boncuklar elde edildi. Propolis ekstrakt miktart 2,5 mL
oldugunda c¢ozelti igerisindeki alkol orani %44’ e yiikseldiginden alginatin yapisinda

bozunma oldugu gozlemlendi.
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Sekil 31. Propolis ekstrakt hacminin enkapsiilasyon verimine etkisi

3.3.6. Alginat- Propolis Kapsiillerin Toplam Polifenol, Toplam Flavonoid,
Kondanse Tanen ve Balsam Miktarlarinin Belirlenmesi

Kapsiillerin eldesinde kullanilacak alginat miktar1 ve propolis ekstrakt miktar
belirlendikten sonra elde edilen kapsiillerin kimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla
toplam polifenol Boliim 2.3.6 belirtilgi sekilde, toplam flavonoid Bolim 2.3.7 belirtilgi
sekilde, kondanse tanen Boliim 2.3.8 belirtilgi sekilde ve balsam miktarlar1 Boliim 2.3.4.°
te belirtilgi sekilde belirlendi. Elde edilen degerler Tablo 29° da belirtildi.
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Tablo 29. Alginat- propolis kapsiillere ait elde edilen veriler

Enkapsiilasyon | Toplam Toplam Kondanse
Etkinligi Polifenol Flavanoid Tanen Balsam %
% mg GAE mg KE mg KatE
Propolis ekstrakt % 99.3 25.00+ 0.1 [4.80+0.06 |4.90+0.02 14.30£0.2
099,
Alginat- propolis Kapsiiller 24.60+0.04 [4.78+0.002 |4.80+0.01 14.10£ 0.2

3.3.7. HPLC-UV Fenolik icerilk Analizi

Elde edilen alginat- propolis kapsiillerin fenolik igerikleri HPLC- UV kullanilarak
boliim 2.4.3. belirtilgi sekilde belirlendi. Bu amagla propolis ekstrakti ve kapsiilasyon
sonunda kalan silipernatantin 14 standarda gore fenolik igerikleri belirlendi. Propolis

ekstraktinda vanilik asit, kafeik asit, p- kumarik asit, ferulik asit, rutin, t- sinnamik asit ve

luteolin oldugu belirlendi. Yapilan analize ait kromatogramlar EK-1 verildi.

Kapsiilasyon sonrasi siipernatantta isekafeik asit, p- kumarik asit, ferulik asit, rutin
ve t- sinnamik asit oldugu belirlendi. Enkapsiilasyon etkinligi hesab1 yapilarak bilesenlerin

kapsiillere baglanma oranlar tespit edildi. Vanilik asit ve luteolin tamamen kapsiillenirken

ferulik asitin %58’ inin kapsiillenebildigi gozlemlendi.
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Sekil 32. Fenolik bilesenlerin baglanma oranlari




73

3.3.8. Alginat- Propolis Kapsiillerin in vitro Sindirim Sistemi Salimm
Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen alginat- propolis kapsiillerin tiiketim sonrasinda sindirim sisteminin
hangi bolgesinde ne kadar salinim yaptigini belirlemek amaciyla in vitro sindirim sistem
ortami olusturuldu. Bu amagla hazirlanan ¢6zelti ortamlarina 0,1500g alginat- propolis
kapsiil ilave edildi ve belirli araliklarla ¢ozelti ortamindan numune alindi. 2 saat sonunda
pH 7.4 barsak ortaminda kapsiillerin tamamen dagildig1 gozlemlendi. Mide sartlarinda ise
salinimin oldukca diisiikk oldugu goézlemlendi. Ham propolis 6rneginin aym sartlar ve
ortamlar altinda salmmim oraninin ise kapsiillenen orneklerden olduk¢a diisiik oldugu

belirlendi.
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Sekil 33. Alginat- propolis kapsiillerin in vitro salinim 6zellikleri

3.3.9. Elde edilen Propolis- Alginat Kapsiillerin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Elde edilen propolis-alginat kapsiillerin raf dmriinii belirlemek amaciyla yapilan bu
calisma neticesinde +4 ‘C’ de saklanan kapsiillerden 7, 14, 28 ve 42 giin sonunda 6rnek
alind1 ve toplam polifenol analizi yapildi. 42 giin sonunda kapsiillerin aktivitelerini % 96

oraninda korudugu tespit edildi.
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Sekil 34. Alginat- propolis kapsiillerin raf dmrii

3.3.10. SEM Goriintiileri

SEM goriintiileri 15 kV altinda ZEISS EVO LS 10 taramal1 elektron mikroskobu
kullanilarak yapildi. Kapsiillerin kiiresel, gbzenekli ve piiriizlii oldugu goriildii.

Kapsiil boyutlar1 500- 800 um arasinda degistigi belirlendi. Elde edilen kapsiil

gortiintiileri Ek-2 verildi.

3.3.11. FTIR Goruntiileri

FT- IR goriintileri Perkin Elmer, FT- IR 2000 model spektrofotometre cihazi
kullanilarak elde edildi. Elde edilen goriintiiler degerlendirildiginde propolis ekstrakti ve
alginat- propolis kapsiil 3357, 2924, 2852 ve 1693-1000 cm" piklerinin olduk¢a benzer
oldugu goriildii. 3357 cm™ fenolik bilesenlerin —OH grubuna, 2924 and 2852 cm™ C-H
vibrasyonuna, 1700-1000 cm® aromatic halka C=C, falvonoidlerin C=0, aminoasitlerin
asitmetrik N-Hve ester gruplarinin —C-O- titresimlerine ait oldugu sdylenebilir (Oliveria
2016). Elde edilen FT-IR spektrumlar1 Ek-3 verildi.



4. TARTISMA

Ar tutkali veya ar1 zamki olarak adlandirilan propolis, bal arilarinin kovanlarini her
tiirlii tehdit ve tehlikeye karst korumak amaciyla kullandigi bitkisel ve hayvansal kokenli
dogal bir karisimdir. Yiiksek antimikrobiyal o6zelliginden dolayr insanoglu propolisi
baslangicta dogal bir antibiyotik olarak kullanmis, ancak daha sonralar1 propolisin yliksek
antioksidan, antiinflammatuar, antitumoral ve immunoprotektif ozelliklerinin ortaya
cikmasiyla propolis fitoterapi ve apiterapinin vazgecilmez dogal {iriinii haline gelmistir
(Bonhei 1994; Dias 2012; Bankova 2017).

Kovanlardan baglangicta kazint1 ile elde edilen propolisin daha sonralar1 6zel
tuzaklarla toplanmasi kalitesini de artirdi. Giinlimiizde ¢ok genis kullanim alani bulan
propolis’in bilesimi ve biyolojik aktif degeri basta toplandig1 bolgenin florasi olmak iizere,
toplanma zamanina, toplanis bigimine bagl olarak degisim gostermektedir.

Propolis ¢ok kompleks, re¢inemsi bir macundur. Propolisin sudaki ¢6ziintirliigii azdir
ancak etanol, metanol gibi polaritesi sudan daha diisiik olan ¢oziiciilerde yiiksektir. %70’lik
etanol propolis i¢in en iy1 ¢oziiciidiir. Ancak etanoliin insan sagligi tizerine olumsuz etkisi
insanlar1 su, zeytinyagi, gliserol, etilen glikol, lesitin gibi farkli ¢oziiciiler kullanilarak
propolis ekstraktlar1 hazirlamaya yoneltmistir.

Piyasada c¢ok degisik tarz ve konsantrasyonlarda hazirlanmis ticari propolis
ekstraklar1 mevcuttur. Bunlarin standardize edilmesi acil olarak ¢6ziim bekleyen
sorunlardan biridir. Ote yandan diger bir sorun ise apiterapotik uygulamalar igin yoresel
bazda kaliteli propolis Orneklerinin belirlenmesi ve bu Orneklerin hangi kalite
parametrelerine gore belirlendiginin tespit edilmesidir.

Tiirkiye bulundugu cografik konumdan dolayr li¢ farkli iklim kusaginin hakim
oldugu zengin bitki florasi ile tiim diinyanin bal, polen, propolis ihtiyacini karsilayacak
zengin potansiyele sahip bir lilkedir. Tirkiye Cin’ den sonra diinyada en fazla ar1 kovanina
sahip olan iilkedir ve bal iiretiminde 2. veya 3. sirada yer almaktadir. Ancak ayni seyi
propolis i¢in sdylemek miimkiin degildir, ¢linkii aricilarin ¢ok az bir kismi (yaklagik %5)

propolisi toplamaktadir.



76

Dolayisiyla bu tezin planlanmasinin temel amaci propolisle ilgili akillardaki sorulara
cevap bulabilmektir. Propolisle ilgili sorular ise;

e Tiirkiye propolis’i standard1 olusturulabilir mi?

e Bolgelere gore ham propolis bilesimlerinde degisiklikler nelerdir?

e Ticari propolis ekstraktlarinda standardizasyon miimkiin miidiir?

e Ticari propolis ekstraktlarinda bulunmasi gereken parametreler neler olmalidir?

e Propolis’in mide ve barsaktaki ¢oziintirliigl nasildir?

e Apiterapik degeri yiiksek propolis nasil olmalidir?

e Etanolik propolis ekstraklarinin alkolden uzaklastirilarak tiiketilebilir propolis

kapstilleri olusturmak miimkiin miidiir?

e Propolis kapsiillerinin propolis tutma kapasiteleri nedir ve mide ile barsak

ortamlarindaki salinim oranlar1 nedir?

Tiim bu sorulara cevap bulunabilmesi temel amaglarimiz olup,¢alisma bulgularinin
literatiirdeki boslugu doldurmasi hedeflenmektedir.

Propolisin bilesimi elde edildigi cografi bolge ozelliklerine gore, toplanis bi¢imine
gore, toplandigi mevsime gore ve iretildigi ar1 irkina gore degisiklik gosterdigi birgcok
calismada bildirilmektedir (Mohamed vd, 2016; Skalicka-Wo’zniak vd., 2017).Genel
olarak ham propolisin %40-50 reg¢ine,%20-30 vaks, %5-10 ugucu yaglar, %1-5 polen,
cesitli fenolik bilesikler ve organik asitlerden olustugu calismalarda belirtilse de diinya
genelinde bdyle bir oran vermek, yani standart 6zelliklere sahip ham propolis elde etmek
tam olarak miimkiin degildir (Bankova, 2005). Yapilan bir¢cok arastirma ve ¢alismada ayn1
kovandan, ayn1 yontemle, farkli mevsimde elde edilen propolislerin dahi, biyoaktif bilesen
oranlarinin birbirinden farkli oldugu gosterilmistir (Kumazawa 2004; Bakchiche 2017).

Son 15 yilda biyolojik degeri yiliksek oldugu bilinen ve yiiksek antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antitumoral Ozellikler sergileyen propolis’in etken
maddelerini polifenoller ve ugucu bilesenler olusturmaktadir (Bonhei 1994; Dias 2012;
Bankova 2017).

Kemoterapotik ilaglarin yaygin kullanimi sentetik ilaglara olan duyarsizlasma
reaksiyonlar1 ile birlikte,bu ilaclarin sayisiz yan etkileri insanoglunu daha dogal ve
geleneksel ilaglar1 kullanmaya yoneltmektedir. Hatta bu konularda yeni bilim dallar1 olan
fitoterapi ve apiterapi iizerine caligmalar artmakta,geleneksel ve tamamlayici tip merkezleri
kurulmaktadir. Fakat dogal iirlinlerin kullaniminin yayginlasmas: ve Ozellikle ar1

tirtinlerine olan ilginin giderek artmasi beraberinde bazi sorunlari da getirmistir. Ham
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propolisin recinemsi yapisindan dolayr dogrudan tiiketilmesi pek miimkiin degildir. Bu
nedenle su, etanol, gliserol, DMSO, gibi c¢oziicliler kullanilarak propolis ekstraklari
hazirlanmakta ve tiiketime sunulmaktadir. Icerigi belirli olmayan, icerisinde propolis olup
olmadig1 belirli olmayan ve hangi ¢oziicii kullanilarak hangi kosullar altinda hazirlandigi
belli olmayan propolis ekstraktlar1 etiketsiz ve kontrolsiiz bir sekilde piyasaya arz
edilmektedir. Bu durum insan sagligini tehlikeye sokmaktadir.

Ham propolisin standardize edilmesi, yani ayni Ozelliklere sahip propolislerin
tretilmesi mimkiin degildir, ancak hazirlanan ekstraklarin standardize edilmesi
mimkiindiir. Bu amagla calismamizda ham ve ticari olarak elde edilen propolis
orneklerinin Briks degerleri, % Balsam degerleri, % Vaks degerleri ile birlikte etken
madde miktarlar1 degisik testler ile tayin edildi.Bu amagla,ham ve ticari 6rnekleri toplam
polifenol miktarlari, toplam flavanoid madde miktarlar1 ve fenolik profilleri tespit edilerek
standart olusturulmasi amaglandi. Elde edilen veriler arasinda istatistiki degerlendirmeler
ve karsilastirmalar ile korelasyonlar arastirildi.

Balsam miktar1 ile Briks, toplam polifenol ve toplam flavanoid miktarlar1 arasinda
bir pozitif korelasyon oldugu goriildii. Hazirlanan etanolik propolis ekstraktlarinin Briks
degerlerinin 20-27,5 arasinda degistigi, ticari olarak temin edilen numunelerin Briks
degerlerinin ise oldukca yiiksek oldugu goriildii. Yapilan balsam analizi esnasinda ayni
sartlar altinda c¢Ozilicliii uzaklastirllan bazi numunelerin ¢oziiciilerinin tam olarak
uzaklastirilamadig: tespit edildi. Bir kalite parametresi olarak degerlendirilen balsamin
kullanilan ¢oziicliniin agirhigr nedeniyle yiliksek c¢ikmasi ticari numuneler agisindan
yaniltic1 olabilmektedir. Ayrica hazirlanan ekstraklarin mum igeriginin ortalama % 35,0
oldugu tespit edildi. Kaliteli bir propolisin yiiksek balsam miktarina ve diisiik vaks
miktarina sahip olmasi gerektigi literatiir ¢aligmalarinda belirtilmektedir (Wosky ve
Slantino, 1997). Yapilan fenolik bilesen belirleme analizleri ile propolis igin belirteg
diyebilecegimiz kafeik asit fenil ester (CAPE), luteolin, kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik
asit miktarlar1 tayin edildi.

Tiirkiye’ nin farkli bolge ve illerinden toplanan ham propolis 6rneklerinin,toplam
polifenol miktarimin 16,13 mg GAE/g ile 178,37 mg GAE/g arasinda degisim
gosterdigi,farkli ticari firmaya ait olan ticari propolis ekstraklarinin toplam polifenol
miktarinin ise 6,83 mg GAE/mL ile 77,68 mg GAE/mL arasinda degistigi tespit
edildi.Propolisin 6nemli kalite parametrelerinden biri olan toplam flavanoid miktari ise

yapilan calismada ham propolis drnekleri i¢in 1,24 mg KE/g ile 28,20 mg KE/g arasinda



78

degisirken bazi ticari Orneklerde flavanoid miktar1 tespit edilemedi. Ticari Ornekler
icerisinde tespit edilen en biiyiik deger 23,33 mg KE/mL’ dir. Yapilan fenolik igerik
belirleme analizlerinde luteolin, p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit ve t-sinnamik asitin
ham ve ticari 6rneklerde major bilesen oldugu tespit edildi. Ham propolis 6rneklerin de
sirasi ile luteolin, p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit ve t-sinnamik asitin miktar1 1,03-
32,28 mg/g, 0,27- 5,87 mg/g, 0,80- 9,83 mg/g, 0,41- 11,48 mg/g ve 0,01- 1,41 mg/g olarak
belirlenirken ticari orneklerde ise 0,42- 15,44 mg/mL, 0,63- 1,87 mg/mL, 0,1- 4,25
mg/mL, 0,01- 18,51 mg/mLve 0,02- 2,42 mg/mL olarak belirlendi.

Bonhei vd. (1994) 15 propolis 6rneginin aktif bilesenlerini belirlemis ve propolisin
bakteriyostatik etkilerini arastirmiglardir. Numuneler Brezilya, Cin ve Uruguay’ dan temin
edilmistir. Alkolik Uruguay propolis ekstraktinda vaks bulunamazken diger bolgeler i¢in

% 2,40 ile % 30,60 arasinda vaks miktarinin degistigi belirtilmistir. Toplam polifenol

PR

miktart % 10,10 ile % 28,60 arasinda degistigi, toplam flavanoid madde miktarinin ise %
3,00 ile % 6,60 arasinda degistigi rapor edilmistir. Fenolik igerigi belirlenen numunelerin
sadece bir tanesinde gallik asit tayin edildigi belirtilirken vanilin, ferulik asit, rutin ve
kuersetine neredeyse tiim numunelerde rastlanilmistir. Woisky vd. (1998) Brezilya’dan
temin ettigi numunelerin bazi parametrelerini ¢aligmistir. Toplam polifenol miktar1 % 8,8
ile 13,7 arasinda degistigi rapor edilirken;flavonoid miktarinin minimum % 0,35
maksimum % 2,7 oldugunu, Bulgaristan propolisinin kimyasal bilesenlerini belirlemek ve
basit bir standardizasyon calismasi yapmak amaciylaBulgaristanin farkli bolgelerinden
toplanan propolis oOrneklerinin toplam polifenol ve flavonoid miktarint belirlenmis
vetoplam polifenol miktarinin % 11,2- 41,9 ve toplam flavonoid miktarinin ise % 2,9-13,5
degistigini beyan etmislerdir (Bankova vd. 2017). Cunha vd. (2004) Brezilya propolis
ekstraklar1 fenolik bilesenlerini arastirmistir. Farkli ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak
metotlarin fenolik icerige etkisi arastirilmistir. Propolis ekstrakti Sokslet ile, ayr1 ayr1 10
giin ve 20 giin boyunca alkolle mualeme edilmistir. Sirasiyla polifenol degerleri % 13,34,
11,50 ve 11,87 bulunmustur. Fenolik igerikler % 30,50 ve % 70’lik alkol ¢d6zeltileri
kullanilarak ekstaksiyon sonucu elde edilmistir. Alkol oran1 arttik¢a bilesenlerin miktarinin
da arttig1 rapor edilmistir. Kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit in tayini yapilan tiim
numunelerde oldugu beyan edilmistir. Miguel ve ekibi (2010) Portekiz propolis
numunlerinin antioksidan 6zelliklerini arastirmistir. % 70’ lik etanol ¢6zeltisi kullanilarak

hazirlanan 6rneklerin toplam polifenol degerlerini 6,27 mg GAE/mL flavonoid miktarimi

ise 1,30 mg KE/mL olarak bulduklarini beyan etmislerdir.
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Estevinho vd. (2008) Portekiz numunelerinin toplam polifenol ve antioksidan
Ozelliklerini belirlemislerdir. Portekizin iki farkli bolgesinden elde edilen Grneklerin
toplam polifenol miktarlar1 arasinda oldukga fark oldugunu beyan etmislerdir. Bolge 1 de
329 mg GAE/g bolge 2 ise 151 mg GAE/g toplam polifenol icerdigi rapor edilmistir.
Cezayir’ e ait propolis Orneklerinin toplam polifenol, toplam flavonoid ve antioksidan
ozelliklerini belirlemislerdir (Bakchiche vd. 2017). Propolisin toplam polifenoliin 2385 mg
GAE/100g olarak toplam flavonoid miktarin1 ise 379 mg RE/100g oldugunu beyan
etmiglerdir. Japonya’nin degisik bolgelerinden elde edilen propolis 06rneklerinin
antioksidan Ozelliklerini belirlemislerdir (Kumazawa vd. 2004). Bu o6zelliklerin bdlgeden
bolgeye degistigini vurgulayarak toplam polifenol 6zelliginin 61-432 mg GAE/g arasinda
toplam flavonoid miktarinin ise 18-113 mg KE/g arasinda degistigini belirtmistir. 14
standart kullanilarak fenolik icerik belirlenmistir. Numunelerin yarisindan fazlasinda
kafeik asit ve p-kumarik asite rastlanildigi beyan edilmistir. Kore’den elde edilen
propolislerin antioksidan 6zelliklerini belirlemistir (Ahn vd. 2013. 18 6rnek i¢in yapilan
analizler icerisinde toplam polifenol miktarinin 135-293 mg GAE/g arasinda toplam
flavanoid miktarinin ise 36-108 mg KE/g arasinda degistigini belirtmistir. 18 standart
kullanilarak yapilan fenolik igerik analizi neticesinde kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik
asitin bircok numunede oldugunu elde ettikleri sonuglar gostermistir. Juszczak vd. (2015).
Polonya’ nin degisik bolgelerinden toplanan propolis 6rneklerinin antioksidan 6zelliklerini
belirlemislerdir. Toplam polifenol miktarinin 150,05- 197,14 mg GAE/g toplam flavanoid
miktarinin 35,64— 62,04 mg KE/g arasinda degistigini beyan etmislerdir. Yapilan fenolik
igerik belirleme caligmalar1 neticesinde p-kumarik asidin en yiiksek oranda bulundugunu
belirtmislerdir. Khacha-ananda ve ekibi (2013) iki farkli ekstraksiyon metodu kullanarak
propolis orneklerinin aktivitelerini degerlendirmislerdir. Alkol ile muamele sonucu elde
edilen toplam polifenol miktari 17,2 mg GAE/g toplam flavonoid miktar1 ise 18,6 mg KE/g
oldugu rapor edilmistir. Yunanistan’dan temin edilen propolis Orneklerinin fenolik
kompozisyonu belirlemis ve antioksidan aktivite tayinini yapilmistir (Lagouri vd. 2014).
Toplam polifenol miktar1 77,6 mg GAE/g toplam flavonoid miktar ise 54,5 mg KE/g
olarak bulunmustur. Ornekte kafeik asit, kafeik asit fenil ester, ferulik asit, p-kumarik asit,
kuersetin ve luteolinin major bilesenler olarak tespit edilmistir. Malezya’dan temin edilen
propolis Orneklerinin sulu ve etanolik ekstraklarini hazirlanmis ve hazirlanan 6rneklerin
antioksidan oOzelliklerini karsilagtirilmistir (Usman vd. (2016). Elde edilen sonuglar

degerlendirildiginde toplam polifenol 6zellikleri sulu 6rnek i¢cin 119 mg GAE/g etanolik
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ornek i¢in 646,7 mg GAE/g toplam flavonoid sulu 6rnek i¢in 87,6 mg KE/g etanolik 6rnek
icin ise 209,8 mg KE/g oldugu belirtilmistir. Cezayir’ in farkli bolgelerinden elde edilen
propolis 6rneklerinin antioksidan 6zellikleri doniisiimlii voltametre teknigi kullanarak tayin
edilmis, numunelerin toplam polifenol 6zelliklerini Folin metodu kullanarak belirlenmistir
(Rebai vd. 2014).Yapilan analizler sonucu bolge 1 i¢in toplam polifenol miktart 493,5 mg
GAE/100g,bolge 2 i¢in 1423,3 mg GAE/g oldugu beyan edilmistir. Cezayir’ in farklh
bolgelerinden elde edilen propolis 6rneklerinin antioksidan kapasitesini elektrokimyasal
teknikler kullanarak tayin edilmistir (Belfar vd. 2015). Toplam polifenol ve toplam
flavonoid miktar1 spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Toplam polifenol miktart 81-
262,3 mg GAE/100 g arasinda toplam flavonoid miktarinin ise 19,6- 210,9 mg KE/100 g
arasinda degistigi rapor edilmistir. Brezilya propolisi igerisinde bulunan Artepillin C
miktarin1 ve antioksidan 6zelliklerini tayin edilmistir (Kanazawa vd. 2004). p-kumarik asit
ve sinnamik asit miktart 24 mmol/100 g propolis olarak belirlenmistir. Stan vd. (2011).
propolis standardizasyonu i¢in kalite kontrol parametrelerini belirlemeye c¢alistiklarini
beyan etmislerdir. Romanya’dan temin edilen 6rneklerin toplam polifenol miktar1 % 28 ve
toplam flavonoid miktarini % 9 olarak bulundugu beyan edilmistir. Alencar vd. (2007)
Brezilya kirmizi propolisinin biyolojik aktivitesini incelemislerdir. Toplam polifenol
miktarin1 232 mg GAE/g toplam flavonoid miktarim1 ise 43 mg KE/g olarak
belirlemislerdir. Kuersetin, ferulik asit ve daidzeinin hazirlanan etanolik ekstrakta
bulundugunu rapor etmislerdir. Hazirlanan Irak bolgesine ait etanolik ekstraklarin
kanserler iizerine etkisini arastirilmistir (Naama vd. 2010). HPLC ile 9 bilesen tayin
edebildiklerini beyan etmislerdir. Alkol ile 7 giin muamele sonucu 21,56 mg GAE/g
toplam polifenol oldugunu gérmiislerdir. Kafeik asit, p-kumarik asit tayin edebildikleri
fenolik bilesenler igerisinde yer almaktadir. iran propolisinin antimikrobiyal 6zellikleri ve
fenolik bilesimini tayin etmek istemislerdir. Toplam polifenol miktarim1 % 36 toplam
flavanoid miktarini ise % 7 olarak bulmuslardir Yaghoubi vd. (2007). Kafeik asitin iran
propolisi major bilesenlerinden biri oldugunu vurgulamislardir. Etiyop’ yanin degisik
bolgelerinden toplanan propolis Orneklerinin toplam polifenol miktarin1 belirlemis ve
antioksidan Ozelliklerini irdelemislerdir (Atlabachew vd. 2015) Yapilan ¢aligmaya gore
toplam polifenol miktar1 ortalama 617 mg GAE/g toplam flavanoid miktar1 ise ortalama
224 mg KE/g olarak tespit edilmistir. Cezayir propolis ektraktlar1 hazirlanisina ¢oziiciliniin
etkisi, antioksidan ve toplam polifenol miktar1 arasindaki korelasyonu belirlemek amaciyla

bir calisma yapmistir (Narimane vd. 2017). Elde edilen 6rneklerin toplam polifenol
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miktarinin 0,81- 9,97 mg GAE/g arasinda degistigini toplam flavanoid miktarinin ise 0,57-
3,53 mg KE/g arasinda degistigini beyan etmislerdir. Kafeik asit, rutin, gallik asit ve
ferulik asidin Cezayir propolisi major bilesenlerinden oldugu vurgulanmuistir.

Romanya propolisnde bulunan kafeik asit fenil ester miktarini belirlemek amaciyla
bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada toplam polifenol miktarin1 73,66 mg GAE/g toplam
flavanoid miktarini 38,96 mg KE/g oldugunu belirtilmistir (Bobis vd. 2014). CAPE
miktariin 0,86- 3,87 mg/g arasinda degistigi rapor edilirken CAPE ve krisin arasinda bir
korelasyon oldugu ifade edilmistir. Ayrica Romanya propolisinin kafeik asit, p- kumarik
asit ve ferulik asit bilesenlerini de igerdigi vurgulanmistir.

Konu ile ilgili yapilmis olan calismalar degerlendirildiginde propolis bileseninin,
ekstrakt hazirlaniginin, propolisin farkli bolgelerden elde edilisi gibi parametrelerin farkli
olmasindan dolay1 farkli sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Fakat bu duruma ragmen
yapilan biitiin ¢calismalarda propolisin antimikrobiyal, antitiimoral, antiviral, vb. 6zellikleri
vurgulanmigtir. Son derece kiymetli olan bu ar1 iriiniiniin ticarilestirilmesi esnasinda
olusan sorunlara ¢oziim bulmak amaciyla yapmis oldugumuz bu calisma neticesinde
Tiirkiye propolislerinin toplam polifenol miktarinin ve toplam flavanoid madde miktarinin
literatiir ile uyumlu oldugu goriildii.

Ayrica yapilan fenolik igerik belirleme analizleri sonucu hazirlanan tiim 6rneklerde
kafeik asit, p- kumarik asit, ferulik asit, t- sinnamik asit ve luteolin oldugu goriildi. Elde
edilen bilesenlerin literatiir verileri ile uyumlu oldugu belirlendi (Vlainic vd., 2017; Uzel
vd., 2005; Juszczak vd., 2015; Aliyazicioglu vd., 2013).

Eski caglardan beri geleneksel ve tamamlayict tip alaninda, enfeksiyonlara karsi
ozellikle de mumyalamada kullanilmakta olan propolisin antikanser etki gostermesine
neden olan major biyoaktif bileseninin kafeik asit fenil ester oldugu 1980’11 yillarda tespit
edilmistir (Watson, 2009). CAPE’ nin gii¢lii antikansorejen etkisinin tepsinin ardindan
CAPE sentetik olarak, enzimatik reaksiyonlar (Widjaja vd., 2008) ile elde edilmis, propolis
igerisinde bulunan CAPE’ nin cesitli kanser tiirleri tizerine etkisi arastirilmistir (Murtaza
vd., 2015; Maruta vd., 2008; Coral vd., 2012; Kabata-Dzik vd., 2017; Tang vd., 2017;
Biray vd., 2006).

Farkli cografik bolgelere ait olan propolis Orneklerinin CAPE miktarlar
belirlenmistir. Tablo 30° da farkli bolgelere ait olan propolis drneklerinin CAPE miktarlari

belirtilmistir.
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Tablo 30. Farkl1 tilkelere ait propolislerin CAPE miktari

Ulke CAPE miktar1 (ortalama)
Yeni Zelanda % 6,5

Cin %2,9

Italya % 1,2

Avusturalya % 0,4

Hollanda % 0,4

Brezilya, Misir, Hindistan Tayin edilemedi.

Brezilya green ve red olarak adlandirilan propolis 6rneklerinde CAPE bulunmadigi
fakat antikanserojen etkisi CAPE kadar yiiksek olan Artepillin C bilesenini igerdigi rapor
edilmistir (Watson, 2009). CAPE’ nin daha ¢ok iliman bdlgelerden (Avrupa, Bati1 Asya,
Cin, Kore ve Japonya) elde edilen propolisler de yiiksek oldugu, poplar (kavak) tipi
propolislerin CAPE agisindan zengin oldugu rapor edilmistir (Watson, 2009).

Iliman bolge kusaginda bulunan Tiirkiye’ de poplar tip propolis hakimdir. Farkli
bolgelerden topladigimiz propolis ham 6rneklerinin CAPE miktarlart 0,27-13,35 mg/g
araliginda ticari 6rneklerin CAPE miktarinin ise 2,36-6,44 mg/g arasinda degistigi tespit
edildi. CAPE miktar ile kafeik asit miktar1 arasinda bir iliski oldugu tespit edildi. Kafeik
asit varlig1 tespit edilen her numunede kafeik asit fenil esteri oldugu da tespit edildi.

Balsam miktar1 ve vaks miktar1 propolis i¢in diger kalite parametrelerindendir.
Etanolde ¢oziinen kisim olarak tanimlanan balsam miktar1 arttikga propolisin kalitesi
artmaktadir denilmektedir. Vaks miktar1 ile balsam miktar1 arasinda ters bir oran
bulunmaktadir. Vaks miktar1 artttkca ham propolis icerisinde bulunun bal mumu
miktarinin arttig1 yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir. Tiirkiye ham propolislerinin ortalama
vaks degeri % 5 olarak tespit edilirken balsam miktarinin % 23,6 ile % 71,1 arasinda
degistigi tespit edildi. Ticari 6rneklerin koyu ve partikiillii yapilarindan dolay: vaks analizi
yapilamazken oOrneklerde kullanilan ¢oziiciilerin farkli olmasi ve evaporasyon sonrasi
kalint1 birakmalarindan dolayr balsam miktarinin ytikseldigi tespit edildi.

Bankova vd. (2017) Bulgaristan’ m degisik bolgelerinden toplanan propolis
orneklerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degerlendirilmistir. Etanolde ¢dziinen kisim
olarak ifade edilen balsam miktar1 %33 ile % 88 arasinda degistigi belirtilmektedir.

Ispanyadan toplanan propolis 6rneklerinin bazi degerlerini belirlenmistir (Bonhevie

vd. 2011). Bu ¢aligmaya gore balsam degeri %52,5-76,2 arasinda degisirken vaks degeri
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ise % 1,8 ile 27,7 arasinda degistigi tespit edilmistir. Farkli Portekiz propolis drneklerinin
baz1 kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini belirlemek istenmistir(Dias vd. 2012). Bu amagla
yapilan ¢alismalar sonucunda orneklere ait vaks miktar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
% 4,8- % 16,0 araliginda degistigi rapor edilmistir. Custodio vd. (2003) propolis vaksi ile
petek vaksini karsilagtiran bir ¢alisma yapmistir. Bu amacla 41 Brezilya propolisi ile 9
petek vaksi analiz edilmistir. Propolis vaksinda alkanlar, alkenler, alkadienler,
monoesterler, diesterler, aromatik esterler, ketonlar ve yag asitleri oldugu vurgulanmustir.
Degisen ar1 irk1 ve floradan dolayr numuneler arasi vaks bilesiminin degistigi rapor
edilmistir. Yapilan bir calismada propolise ait fiziksel ve kimyasal Ozellikleri
belirlemiglerdir (Feas vd. 2014). Yapilan c¢alisma sonucu propolis igerigindeki vaks
miktarinin % 9,9 ile 11,6 arasinda degistigini rapor etmislerdir. Brezilya’dan elde edilen
propolis 6rneklerinin vaks bilesenlerini belirlemistir. Bu vakslarin petek mumlarina benzer
oldugunu alifatik bilesenler, hidrokarbonlar, esterler ve serbest yag asitleri acgisindan
zengin oldugunu belirtilmistir (Negri vd. 2000). Monoesterlerin propolis vaksinin ana
bileseni oldugunu vurgulanmigtir. Negri vd. (1988) 23 propolis numunesinde vaks analizi
yapmustir. Brezilya’ nin degisik bolgelerinden toplanan orneklerde % 4,1 ile % 16,4
arasinda degisen vaks oranlart tespit edilmistir. Bu vakslarin ¢ogunun monoesterlerden
olustugu vurgulanmistir. Bagka bir arastirma da Vaks oraninin ticari numunelerde % 25°
ten fazla olmamasi gerektigini vurgulamistir (Nicodemo vd. 2012). Negri vd. (2000)
Brazilya’ nin farkli bolgelerine ait propolis drneklerinin vaks miktarlar tespit edilmistir.
Bu calismada % 1,5 ile % 19,3 arasinda degisen vaks miktarlar tespit edilmistir. Ham
propolis orneklerinden elde edilen ekstraktlar ile ticari olarak temin edilen 6rneklerin
balsam ve vaks miktarlar1 sirastyla % 23,6- 71,1 ve % 1,4- 9,8 arasinda degistigi belirlendi.
Elde edilen sonuglarin yukarida bahsi gegen literatiir verileri ile olduk¢a uyumlu oldugu
goriildii. Vaks miktarinin % 4,6 ile % 7,8 arasinda degistigi bir baska ¢alismada beyan
edilmistir (Stan vd. 2011). Romanya propolisinin vaks miktarinin ortalama % 35 oldugunu
belirtilmistir. Elde edilen balsam ve vaks miktar1 verilerinin literatiir ile uyumlu oldugu
goriildii.

Kondanse tanenler (proantosiyanidinler) bir grup polihidroksi flavan-3-ol oligameri
veya polimerinin flavanol gruplari ile C-C bag1 yaparak olusurlar. Kondanse tanenler ¢oklu
fenolik hidroksil gruplar1 nedeniyle proteinlerle, metal iyonlariyla ve polisakkarit gibi diger
makromalekiiller ile bag yapma egilimindedir (Pell vd., 2001). Literatiirde propolisin

polifenol 6zellikleri ile ilgili birgok ¢alisma mevcutken antimikrobiyal, antiinflamatuar,



84

antiallerjenik, antioksidan ve antihelminitik 6zellikleri bulunan kondanse tanenler ile ilgili
cok az bilgi bulunmaktadir.

Calismamizda Tiirkiye nin degisik illerinden toplanan ham propolis 6rneklerinin ve
farkli iireticilere ait ticari propolis drneklerinin kondanse tanen miktar1 belirlendi. Ham
propolis orneklerinin kondanse tanen miktarlar1 2,53-8,47 mg KE/g arasinda degisirken
ticari propolis drneklerinin kondanse tanen miktarlarinin 0,11- 2,29 mg KE/mL arasinda
degistigi tespit edildi. Propolisin kondanse tanen igerip igermedigini belirlemek amaciyla
yapilan c¢alismada Brezilya’nin degisik bolgelerinden elde edilen propolis 6rneklerinin
kondanse tanen miktarlarinin % 0,6- 4,8 arasinda degistigi belirtilmistir (Mayworm vd.
2014). Elde ettigimiz sonuglarin bu ¢alisma verileri ile uyumlu oldugu goriildii. Kondanse
tanen miktarinin propolis i¢in bir kalite parametresi olmasi gerekmektedir.

Bir cozelti igerisinde ¢Oziinmiis olan maddenin miktar1 bilinmiyorsa maddenin
kirilma indisini bularak miktarini tayin etmek miimkiindiir. Kirilma indisi maddenin
fiziksel oOzelligidir ve her maddenin kendine ozgii bir kirilma indeksi vardir.
Reflaktometreler ¢ozelti igerisindeki madde miktarini ve kirilma indeksini 6l¢meye yarar.
Maddenin diger fiziksel 6zellikleri ile birlikte degerlendirilmesi gereken kirilma indisi ve
refraktiv indeks degerleri ile ¢ozelti igerisindeki maddenin ne oldugunu belirlenmektedir.
Reflaktometrelerin kuru madde ¢izelgesi 20 %C’ deki sakkaroz ¢ozeltilerine gore
ayarlanmistir. Bu nedenle elde edilen Briks degerlerinin % ¢oziiniir kuru madde miktari
sakkaroz cinsinden ifade edilmektedir.

Propolis ekstraktlar1 i¢in kalite parametrelerinden biri olan toplam ¢oziinen kuru
madde miktarmin Briks degeri belirlenerek ifade edilmesi miimkiindiir (Cardoso vd., 2016;
Sanchez-Gonzalez vd., 2011). Calismamizda ham propolisler kullanilarak hazirlanan
propolis ekstratlarinin Briks degerleri 20-27,5 Briks arasinda degisirken ticari numunelerin
Briks degerlerinin igerdikleri safsizliklar veya ¢oziiniirligii etkileyen farkli ¢oziiciiler
nedeniyle oldukca degisken oldugu tespit edildi. Cardoso ve ekibi (2016) hazirladiklar
propolis ekstraktlarmin Briks degerini 25,9 Briks bulurken, Sanchez-Gonzélez ve ekibi
(2011) ekstraktlarin Briks degerini 18,5-20 Briks arasinda degistigini ifade etmislerdir.Elde
edilen verilerin literatiir verileriyle uyumlu oldugu tespit edildi.

Ucucu maddelerden arindirilmis kuru kalinti olarak da ifade edilen kuru madde
miktar1 tayini ile birlikte Tiirkiye’ nin degisik illerinden toplanan propolis 6rneklerinin
nem miktarlar1 ve kuru madde miktarlar1 belirlendi. Ham propolis 6rneklerinin kuru madde

PR

miktarinin % 88,43 ile % 98,86 arasinda degistigi tespit edildi. Nem miktarlarinin ise %
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1,14 ile % 11,57 arasinda degistigi belirlendi. Woisky ve Salatino (1997) yaptiklar
calismada propolis orneklerinin kuru madde miktarinin % 90,2- 94,2 arasinda degistigini
nem miktarmin %10 ve iistii olamayacagini1 vurgulamislardir.

Piyasaya siiriilen propolis ekstraklarinin igeriginin bilinmemesi ve kullanilan
coziiciilerin olumsuz etkileri nedeniyle su bazli ekstraklar hazirlanmaktadir. Yaptigimiz
calisma bulgular1 degerlendirildiginde sulu propolis ekstraktlarin biyolojik aktivitesinin
oldukca diistik oldugu goriilmiistiir. Bu soruna ¢6ziim olarak alkol bagimsiz tiiketilebilir
mikro kapsiiller elde edilmesi tasarlanmistir.

Son yillarda gida sektoriinde enkapsiilasyon teknikleri kullanilarak iirlinlerin elde
edilmesi, depolama siirelerinin uzatilmasi vb. g¢aligmalar artan bir ivme kazanmuistir.
Biyouyumlu polimerler ya da biyopolimerle kullanilarak yapilan c¢aligmalar mevcuttur.
Fakat propolisin kullanilmasi ile yapilan ¢aligmalar oldukc¢a azdir.

Propolis reginemsi yapisindan dolayr en iyi alkolde ¢oziinmektedir. Calismamizda
alkol ile muamele edilen propolisin aktif bilesenlerinin alkol fazina ge¢gmesi saglanildiktan
sonra kapsiilleme islemi yapildi. Elde edilen kapsiillerin etiivde kurutulmas: ile alkol
bagimsiz tiiketilebilinir propolisli kapsiiller elde edildi. Iyonik jelasyon teknigini
kullandigimiz ¢alismamiz farkli baglayic1 ¢oziiciiler ve ajanlar icermemesi, kullanilan
biyopolimerin ucuz ve biyouyumlu olmasi, ekstra bir cthaz kullanimini1 gerektirmemesi ve
yiiksek kapsiilasyon verimi elde edilmesini saglamasindan dolay1 diger metotlara gore
avantajhidir.

Propolis iceren etil selilloz mikrokapsiilleri bir ¢alismada hazirlamis olup emdiilsiyon
teknigi kullanilarak hazirlanan kapsiillerin boyutlar1 ortalama 85,8 mikrometre olarak
belirtilmistir (Avango vd. 2008). Favaro-Trindade vd. (2011)Kapsiillenme etkinligi %
62,99 olarak beyan edilmistir. Pektin ve soya proteinine kompleks koaservasyon teknigi
vasitastyla propolis kapsiillemislerdir. Kapsiillenme etkinigini % 72,01 olarak bulduklarini
ifade etmislerdir. Propolis ekstraktlarinin poli (epsilon/kaprolakton) ile emiilsiyon teknigini
kullanarak kapsiilleri elde edilmistir (Duran vd. 2007). Kapsiil boyutlarini oldukc¢a kiigiik
elde etmelerine ragmen kapsiilleme etkinligini % 25 olarak bulmuslardir. Propolisin ticari
olarak satilan bir kapsiilleme ajanina sprey kurutma metodu kullanarak kapsiillerini elde
edilmis ve kapsiillerin et iirlinlerindeki mikrobiyal bozunmaya etkisi incelenmistir (Capes
vd. 2017). Kapsiilasyon etkinligi % 76 olarak rapor edilmis ve kapsiil icerisinde en g¢ok
kumarik asit ve epikatesinin bulundugu belirtilmistir. Endonezya propolisini kazein

miseller ile kapstillemislerdir. Elde edilen kapsiillerin mikro ve nano boyutlu oldugu beyan
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edilmistir (Sahlan vd. 2013). Kapsiilasyon etkinligi toplam flavanoidler i¢in % 94 toplam
polifenol miktar1 i¢in ise % 36 olarak bulunmustur. Chang vd (2014) propolis
flavanoidlerini suda ¢oziiniir olan polietilen glikol (PEG) ile karbon dioksit basingli bir
sistem altinda ¢oziicli ugurulmasiyla kapsiillemislerdir. Flavanoidlerin % 97 sinin
kapsiillendigi beyan edilmistir. Kapsiil boyutlarmin 81 mikron oldugu belirtilmistir.
Hazirlanan propolis ekstraktlarinin sprey kurutma metodu kullanilarak jelatin ve mannitol
ile kapsiilasyonu yapilmistir (Gremiao vd. 2003). Kapsiilleme etkinligi mannitol
kullanildiginda % 41 mannitol kullanilmadiginda ise % 39 olarak bulunmustur. Mannitol
varlig1 kapsiilleme etkinligini diislirmiis fakat kapsiil boyutunu da diistirmiistiir. Favaro-
Trindade vd. (2011) Alkol bagimsiz toz propolis elde edebilmek amaciyla sprey kurutma
metodunu kullanmiglardir. Bu amagcla cihazin sicaklik degerlerini en az fenolik kaybi
olacak sekilde optimize etmislerdir. % 30 oraninda fenolik bilesenlerde kayip oldugu rapor
edilmistir. Arabik gum ve nisasta kullanarak elde ettikleri propolis kapsiillerin etkilerini
aragtirtlmistir (Favaro-Trindade vd. 2013). Sprey kurutma teknigi kullanilmistir. Kapsiil
boyutlarinin 15-24 mikron arasinda degistigi belirtilmistir. Baglanma etkisinin % 85
oldugu belirtilirken ortalama % 3 fenolik bilesen kaybt oldugu vurgulanmistir. Propolis
kapsiilleri elde ederek kapsiillerin balik raf 6émrii {izerine etkilerini arastirilmistir (Spinelli
vd. 2014). Sprey kurutma metodunun kullanildig1 bu ¢aligmada enkapsiilant olarak Arabic
gum ve ticari olarak temin edilebilinen kapsiil kullanilmistir. Elde edilen kapsiillerden % 5
oraninda balik numunelerine ilave edilmis ve raf Omriiniin arttig1 belirtilmistir. Coziici
evaporasyon teknigi kullanarak propolisin nano kapsiillerini elde edilmistir (Hasan vd.
2014).Enkapsiilant olarak maltodekstrin kullanilmistir. Elde edilen kapsiillerin boyutlarinin
175 nm oldugu belirtilmektedir. Beta siklodekstrin kullanarak propolis ekstraktlarini
kapsiillenilmistir (Kalogeropoulos vd. 2009). Kapsiilleme etkinligi % 9-24 arasinda
degistigi belirtilmistir. Propolis ekstrakti su kullanilarak hazirlandig1 igin ekstrakt
igerisinde bulunan aktif bilesenlerin miktarinin diisiik oldugu belirtilmistir. Sinnamik asit,
ferulik asit ve vanilik asidin kapsiilleme oranin diger bilesenlere gore daha yiiksek oldugu
beyan edilmistir. Propolis ekstraklarinin alginat ve gelatin enkapsulanti kullanarak
kompleks koaservasyon metodu ile kapsiillerini elde edilmistir (Onbas vd. (2016). Kapsiil
boyutlarinin 22-36 mikron arasinda degistigi ve kapsiilleme etkinliginin % 98,77 olarak
bulundugu Dbelirtilmistir. Kalsiyum alginat-kitosan kullanarak propolis ekstraklari

kapsiillenmislerdir (Guo vd. 2016). Kapsiil boyutlarinin 265 nm oldugunu belirtilmis,
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kapsiilasyon etkinliginin % 72 oldugunu ifade edilmistir. Aktif bilesenlerin kapsiil
icerisinde korunumunun yiiksek oldugu beyan edilmistir.

Yukarida bahsi gegen ¢alismalar ile yaptigimiz  ¢alismalar  birlikte
degerlendirildiginde; diger tekniklere gdre biyopolimer olarak alginatin kullanilmasi ve
iyonik jelasyon tekniginin kullanilmasi ile elde edilen alginat propolis kapsiillerin
kapsiillenme veriminin % 99,3 oldugu ve bu degerin diger tekniklere gore oldukea yiiksek
bir deger oldugu goriildii. Kullanilan teknige de bagli olarak kapsiil boyutunun degismesi
nedeniyle en kiigiik kapsiil boyutunun 480 pum oldugu goriildii. Kapsiil boyutlariin
literatlirde belirtilen degerler ile uyumlu oldugu ve elde edilen kapsiillerin biyobilesenleri
koruma acisindan olduk¢a dayanikli oldugu goriildii. Fenolik bilenlerin alginat ile
kapsiillendigi ¢alismalarinda 30 giin boyunca +4 "C’ de saklanan kapsiillerin siire sonunda
tiim aktivitelerini koruduklarini beyan etmislerdir (Arriola vd. 2016). Calismamizda elde
edildikten sonra +4 ‘C’ de saklanan alginat- propolis kapsiillerin 42 giin sonunda
aktivitelerini % 96 oraninda korudugu tespit edildi. 176 giin boyunca oda sicakliginda
bekletilen propolis- alginat kapsiillerin ise aktivitelerinin neredeyse tamamini kaybettigi

tespit edildi. Elde edilen bu sonucun literatiir verileri ile uyumlu oldugu gériildii.



5. SONUCLAR

Yapilan calisma neticesinde elde edilen verilerin literatiir verileriyle kiyaslanmasi

neticesinde;

Propolisin kimyasal bilesiminin elde edildigi bolgeye gore oldukca degisken
oldugu,

Standart ham propolis iiretilmesinin miimkiin olmadig1 fakat ekstraktlar: halinde
tiikketilen propolisin ticarilestirilmesi esnasinda bir standardinin olmasi gerektigi
ve bu standardi olugturmanin miimkiin oldugu,

Ticari propolis ekstraktlarinin toplam polifenol, toplam flavanoid, balsam, vaks,
Briks degerlerinin belirli bir aralik igerisinde olmasi gerektigi,

Propolisin fenolik igerigi belirlendiginde numunenin propolis olup olmadiginin
belirlenebilmesi amaciyla; kafeik asit ve tiirevleri; ferulik asit ve tiirevleri; p-
kumarik asit ve tiirevleri; sinnamik asit ve tiirevleri gibi belirlenen bilesenlerden
en az li¢ tanesinin olmasi gerektigi,

Tiiketimi zor, mide ve barsaktaki ¢ozilinilirliigii oldukca diisiik bu nedenle
biyoyararliligi zayif olan ham propolisin, ekstraktlar1 hazirlandiktan sonra
biyouyumlu/ biyopolimerler ile kapsiillendikten sonra tiiketilmesinin miimkiin
oldugu,

Hazirlanan kapsiiller icerisinde ¢06zilicii bulunmadigindan, ¢déziicililerin insan
sagligina olan zararl etkilerini ortadan kaldirmanin miimkiin oldugu,

Hazirlanan kapsiillerin igerdigi aktif bilesen miktar1 ve tiirii belirlenebilir bu
nedenle igerigi belirli doz ayarlamasi yapilmig kapsiiller elde etmek miimkiin

oldugu gortiildii.



6. ONERILER

Tirkiye ham propolisinin bir profilini ¢ikarmayi, piyasaya siiriilen propolis
ekstraktlarinin standardizasyon sartlarim1 belirlemeyi ve ¢oziicli bagimsiz tiiketilebilinir
propolis kapsiilleri elde edilmesi hedeflenen ¢alismamizda 13 farkli ile ve 12 farkli firmaya
ait propolis 6rnegi kullanildi.

Calismamiz esnasinda, Tiirkiye’ de bulunan aricilarin propolis hakkinda olan yetersiz
bilgileri, bal hasadi sonrasi propolisi kaziyip ¢Ope atmalar1 vb. sebeplerden dolayr ham
propolis temininde giicliikler yasandi. Bu nedenle propolisin énemi, toplanma bigimleri
gibi konularda aricilar bilgilendirilmeli ve bilinglenmeleri saglaniimalidir.

Fitoterapi ve apiterapinin Oneminin artmasi ile birlikte apitrorapik ve fitoterapik iiriin
kullanimi1 da artmistir. Piyasada bulunan propolis icerigi, hazirlanisi, kullanilan ¢oziiciiniin
belirli olmadig ticari trlinler halk tarafindan bilingsizce kullanilmaktadir. Etanolik
propolis ekstrakti oldugu beyan edilen bir 6rnegin birinden giinde 10 damla kullanilmas1 A
saticis1 tarafindan Onerilirken; B saticisi diger 6rnegi giinde 20 damla olarak 6nermekte ya
da ayni iriinii farkli saticilar farkli tiiketim miktarlarinda 6nermektedir. Bu sorunun 6niine
gecilebilmesi amaciyla piyasaya siiriilen ekstraktlarin {izerinde son tiikketim tarihi, fenolik
icerik bilgileri, toplam polifenol veya toplam flavanoid miktarlar1 gibi bilgilerin yer almali;
miimkiinse detayli bir prospestiisii olusturulmalidir.

Etanolik propolis ekstrakti kalite parametreleri Tablo 31’ de belirtildigi sekli ile

diizenlenmelidir.

Tablo 31. Propolis kalite parametreleri

Kalite Parametresi

% Kuru madde miktar % 94 +3,8 Ham Propolis Igin
% Nem Miktar1 %6 +3,8 Ham Propolis Igin
% Balsam Miktar1 % 45 + 14,6 Ham Propolis Igin
% Vaks Miktari %5+2,8 Ham Propolis Igin
Briks Degeri 23+£2,3 Etanolik Propolis Ekstrakt: I¢in
Toplam Polifenol Miktar % 10+ 5,7 Ham Propolis I¢in
Toplam Flavanoid Miktar1 %2+14 Ham Propolis I¢in
Kondanse Tanen Miktari %1+0,5 Ham Propolis Igin
Kafeik Asit Fenil Ester Miktar1 %1=+0,5 Ham Propolis Igin
Kafeik' asi'g, f?rulik gsit, Iuteolirl, .t.-s.i'nnamik asit, p- %2+ 1,0 Fam Propolis i¢in
kumarik asit tlirevlerinden en az tigiinii
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Ucgucu bilesenler propolis ornekleri icin tazeligin bir gostergesi olmakla birlikte
propolis drneklerinin antioksidan, antikansorejen, antiinflamauar etkilerini olumlu yonde
etkilemektedir. Bu bilesenlerin gaz kromatografisi (GC) veya gaz kromatografisi kiitle
spektroskopisi (GC/MS) gibi ileri analitik cihazlar kullanilarak aydinlatilmali, bitki florasi-
propolis arasindaki iligki ortaya konulmalidir.

pH bagimli in vitro ortamda salinim ¢aligmalari yapilan propolis-alginat kapsiillerin
in vivo hayvan deneyleri ile biyoyararliliklari belirlenmelidir. Elde edilen ¢6ziicti bagimsiz
kapstillerin belirli bir hedef noktaya varabilme kapasiteleri, etkin dozunun ne oldugu ve
etkinin geg¢ici olup olmamasit durumlar1 degerlendirilerek, ilag olarak kullaniima

kapasiteleri belirlenmelidir.
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