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OZET

Farkli Coziicii ve Yontemler Kullanilarak Elde Edilen
Propolis Ekstraktlarinin Karakterizasyonu

Zeynep BAKKALOGLU

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danigsman: Prof. Dr. Muhammet ARICI
Es-Danisman: Do¢. Dr. Salih KARASU

Aricilik tirtinleri fonksiyonel 6zellikleri nedeni ile yiiksek katma degeri olan gidalardir.
Aricilik iiriinlerinden biri olan propolis, icerisinde kanser tiirleri de olmak iizere bir
cok hastaliga karsi ilac veya tedaviye yardimci gida takviyesi olarak kullanilmaktadir.
Bu tez calismasinda, propolisin etanol, DMSO (dimetilsiilfoksit), PG (propilen glikol)
ve su ile ekstraksiyonunu gerceklestirilmistir. Ekstraksiyonlarin etkinligini arttirmak
icin ultrases (US) uygulamasindan yararlanilmis ve ekstraksiyon parametreleri yiizey
tepki metodu (RSM) kullanilarak optimize edilmistir.

Optimizasyon sonucu ekstraksiyonun etkinligi, propolis bilesiminde bulunan biyoaktif
bilesenlerin tespiti ile kontrol edilmistir. Biyoaktif bilesenler tespit edilirken HPLC
yonteminden faydalanilmistir. Propolis ekstraktlarinin karakterizasyonu icin FT-IR
ve Raman spektroskopisi kullanilmistir.  Yapilan calismalar sonucunda ultrases
uygulamasinin tiim coziiciiler icin ekstraksiyon etkinligini arttirdig1 belirlenmistir.
Bununla birlikte ¢oziicti etkinliginin en etkili den en az etkili olana dogru etanol,
DMSO, PG ve su olarak siralandigi tespit edilmistir.

Propolisin farkli ¢oziiciiler kullanilarak yapilan klasik ¢oziiciilii ve ultrases destekli
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Propolisin su disindaki ekstraktlar:
ile yapilan klasik ¢oziiciilii ve ultrases destekli ekstraktlarinin test mikroorganizmalari

lizerine antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.

Propolisin gida olarak tek basina kullanimi tiiketici tarafindan saglik sebebiyle
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tercih edilse de lezzet acisindan ragbet gormemektedir. Bu nedenle propolis
ekstraktlar1 enkapsiile edilmistir. Enkapsiile edilen sulu propolis ekstraktlart SEM
ile gorlintiilenmistir. Enkapsiile edilen sulu propolis ekstraktlar1 balda kullanilarak
balin fonksiyonel ozelligi arttirillmistir. Ayrica propolisin enkapsiile edilerek bala
katilmasi sonucu yapilan hedonik testlerle propolisin istenmeyen tat ve koku 6zellikleri
maskelenerek tiiketimi kolaylastirilmistir. Enkapsiile edilmis propolis-bal karisiminin
toplam fenolik kapasitesi, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Inceleme sonucunda enkapsiile propolisin balin fenolik bilesen, antioksidan kapasitesi

ve antimikrobiyal etkisine 6nemli bir katki saglamadig tespit edilmistir.

Bu calisma ile propolisin fonksiyonel o6zelliklerinde en yiiksek seviyede nasil
faydalanacag: tespit edilmis ve farkli gidalara katilarak fonksiyonel gidalar
kategorisine yeni bircok iiriin katilmasina temel olusturulmustur. Ayrica dogal gida
katki maddesi olarak propolis ekstraktinin kullaniminin sadece gida sektoriine degil

kozmetik ve ilag¢ endiistrisinde de hammadde olarak kullanilmasi1 hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: FT-IR, Raman, HPLC, antioksidan aktivite, antimikrobiyal
aktivite, enkapsiilasyon.
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Propolis, one of the bee products, is a very important functional product. Phenolic
compounds are among the bioactive compounds that give propolis its functional
properties. Therefore, extraction must be done effectively first. In the study,
while extracting propolis, ethanol, DMSO (dimethylsulfoxide), propylene glycol (PG)
and distilled water (DS) were used as solvents. By determining the optimum
sample methods, both the classical solvent extraction method samples and the
ultrasound assisted extraction method samples were characterized in FTIR and Raman

spectroscopy.

The total phenolic ingredient content of the propolis samples obtained and the
characterization of propolis phenolic substances was determined by HPLC method.
DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrilhydrazyl) free radical scavenging assay was used in the
determination of antioxidants, in the propolis. Antimicrobial properties of propolis,
according to the findings, it was determined that the antifungal activity of propolis
extracts was higher than its antibacterial activity. The highest phenolic content,
antioxidant and antimicrobial activity is ethanol, DMSO, PG and water in solvents,
respectively. In terms of extraction efficiency, the samples used in ultrasound showed

higher effects than unused samples.

Propolis’s hedonic properties were obtained in the aqueous solvent of propolis were
encapsulated. The encapsulated propolis were visualized using the SEM device.
Hedonic properties, total phenolics content, antioxidant capacity and antimicrobial

xvii



activity were examined. Hedonic properties were determined using honey and the
honey mixture with encapsulated propolis was generally accepted. However, the

honey mixes with encapsulated propolis do not have important antimicrobial effects.

When all considering these data; it contributes to determination of the chemical
components of propolis in Turkey. Propolis was encapsulated and used in foodstuffs
for human consumption, providing raw materials suitable for the pharmaceutical and

cosmetics industry, and natural additive production.

Keywords: FT-IR, Raman, HPLC, antioxidant activity, antimicrobial activity,

encapsulation.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Propolisin Tanim1 ve Onemi

Propolis, bal arilarinin (Apis mellifera L.), agaclar ve bitkilerdeki filiz, yaprak,
tomurcuk ve kabuk catlaklarindan topladiklar1 recineye tiikiiriik enzimleri
(B-glukozidaz) ekleyerek elde ettikleri kismen sindirilmis ve balmumu ile karistirilmig
bir ar1 irtinidiir [[1-3]]. Propolis, arilar tarafindan yuva veya kovandaki delikleri
kapatmak, i¢ duvarlar diizlestirmek ve girisi davetsiz misafirlere kars1 korumak i¢in

kullanilan yapiskan, elastik ve recineli bir maddedir [4]].

Cin ve Misir kaynaklarina gore aricilik iirtinleri milattan Onceki donemlerde de
kullanilmaktadir. Ancak bir ar iiriinii olan propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan
kullanilmis olup, adim1 “Pro” on, giris; “polis” sehir anlamina gelen iki kelimenin
birlesmesinden almaktadir.  Biitiin anlami ile ise “sehrin girisi” anlaminmi ifade
eden propolis kelimesi aricilik icin “kovanin girisi” manasini tasimaktadir [1]].
Yunan yazitlarinda yer alan bilgilere gore propolis dis ciiriiklerinin tedavisi ve
iltihapl yaralarin iyilesmesinde antibiyotik olarak kullanilmistir. Roma déneminde
ise yara iyilesmeleri i¢cin hazirlanan lapamsi karisimin igerisinde yer almaktadir.
Giiniimiizde sagladig1 faydalarin 6nem kazanmasiyla propolis bircok hastaligin

tedavisinde kullanilmaktadir.

Propolislerin  bitkisel kaynagi1 arilarin segimlerine baglh olarak degisiklik
gostermektedir. Agac tiirlerinden kavak (Populus spp.), hus agac1 (Betula spp.),
kayin (Fagus sylvatica), kestane (Aesculus hippocastanum) ve sogiit (Salix spp.)
arilar tarafindan daha cok tercih edilmektedir. Bu tercihler propolisin olusumunda
yer alan bilesenlerin ana kaynagini olusturmaktadir [5]. Propolisin fitokimyasal
bilesimi agac tiirlerine gore degisiklik gosterse de propolisin rengi ve bilesiminde asil

etken cografi kokendir.

Diinyanin her yerinde propolislerin rengi koyu kahverengiden kirmizimsi



kahverengiye ve saridan yesilimsi bir renge kadar farkli tonda bulunmaktadir
[6]]. Bazi tiirleri kokusuz olmakla birlikte, tiirden tiire degisebilen tipik bir kokuya
sahip olabilmektedir. Propolis 10°C altinda sert ve kirilgan yapida olup, 10°C
tizerindeki sicakliklarda elastik ve yapiskan bir hal almaktadir. 80°C’de ise kismen
eriyen propolisin yanma noktast1 100°C’ye kadar c¢ikabilmektedir [7-9]. Ancak

yiiksek sicakliklar propolisin kimyasal icerigini olumsuz olarak etkilemektedir [10]].

Propolisin kimyasal iceriginin temel kaynag: bitkiler, bal arisi metabolizmasindan
salgilanan maddeler ve propolis olusumu sirasinda ortaya ¢ikan bilesenler tarafindan
olusturulmaktadir [11]]. Ham propolis farkli yapi icermekte olup karisik bir
kompozisyona sahiptir [[12]. Propolisin genel bilesiminde, bitki recinesi (% 50),
balmumu (% 30), ugucu yaglar (% 10) ve polen (% 5) ve diger bilesenler (% 5)
yer almaktadir [[13]. Diger bilesenler vitamin (B1, B2, B3 ve B6), mineral, benzoik
asit, yag asitleri, ketonlar, laktonlar, kinonlar, steroidler, sekerler ve dogal pigmentler
(klorofil ve karotenoidler) gibi diger bilesiklerden olusmaktadir [[14, 15].

Propolisin kimyasal bilesik gruplar1 arasinda flavanoidler, hidroksiflavononlar,
hidroksiflavonlar, kalkonlar, benzoik asit ve tiirevleri, asitler, esterler, benzaldehit
tirevleri, sinamil ve sinamik asit ile tiirevler, alkoller, ketonlar, fenoller,
heteroaromatik bilesikler, terpen ve sekuterpen ve tiirevleri, alifatik hidrokarbonlar,
sekuterpen ve triterpen, hidrokarbonlar, steroller ve steroid hidrokarbonlar,
mineraller, seker ve aminoasitler yer almaktadir []16, 17]. Fenolik bilesikler
ise cogu zaman ana bilesenler olarak karsimiza cikar [|18, [19]. Bu bilesiklerin
bazilar1 (flavonoidler, terpenoidler, aromatik asitler ve bunlarin esterleri) biyolojik

aktivitelerden sorumludur [20, 21]].

Propolis ve 6zellikle ekstraktlari antibakteriyel [|22], antiviral, antifungal, antioksidan
[23]], antienflamatuar [24], antikanserojen []25], anti-alerjik, anti-diyabetik [26],
sitostatik, hepatoprotektif etki, fotoprotektif etki, bagisiklik kazandirici ve uyusturma
gibi genis biyolojik aktiviteleri nedeniyle cesitli hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in

uzun zamandir kullanmilmaktadir [27, 28].

Bircok tedavide kullanilan propolisin antibiyotik, antifungal, antiviral ve antitimor
Ozelligine sahip olabilecegini gosteren 6énemli bir veritabami vardir. Buna karsilik
propolisin alerjenite ve toksisitesi hakkinda ¢ok fazla calisma yapilmamistir. Yapilan
az sayidaki calismaya gore propolis nispeten toksik degildir. Bu noktada propolisin
toksisitesini etkileyen en énemli ozellik ise ¢oziiciidiir. Kullanilan c¢oziiciilerin insan
saghgini tehdit etmeyen ve en yiiksek faydanin alinmasini saglayacak yaklasimla

secilmesi gerekmektedir.
Propolisin icerigindeki kiymetli bilesenlerin insan sagligi icin en etkin sekilde
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propolisten ekstrakte edilebilmesi diger Onemli bir husustur Ekstraksiyon
yontemlerinin secilirken bilesenlere zarar vermeden en yiiksek konsantrasyonda
elde edilmesi istenir. Bu nedenle propolisin en faydali sekilde islenebilmesi igin
propolis ekstraksiyonunda kullanilacak c¢oziiciiler ve ekstraksiyon yontemleri 6nem
arz etmektedir.

1.1.2 Propolisin Kullanim Alanlar:

Propolis kovanlarda kapak ve kovan cerceveleri gibi alanlarda yogun olarak
bulunmaktadir. Bir kovan icin sezonda 250 - 400 g saf propolis elde edilmektedir.
Diinya ise toplam ticari propolis tiretimi yi1lda 100 ila 200 ton arasinda degismektedir.
Pazara bakildiginda Cin diger iilkelere gore daha fazla propolis {iretmektedir.
Cin’i Gliney Amerika tilkeleri izlerken ithalatin ¢cogu Avrupa {lkeleri tarafindan
gerceklestirilmektedir [29].  Tiirkiye’deki yillik toplam propolis iiretim miktari
hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak iilkemizdeki 2017 yilina ait kovan
sayis1 goz oniine alindiginda yillik toplam propolis tiretim miktar1 2 bin 397-3 bin 995
ton arasinda farklilik géstermektedir [|30]].

Uretimi yapilan propolisler kovandan toplandig1 haliyle hamdir ve endiistride cesitli
saflastirma islemlerinden gegirilerek kullanilmasi daha uygundur. Bu nedenle
marketlerde propolis ekstraktlar ve cesitli karisimlar seklinde bulunmaktadir. Propolis
endiistride saf hale getirildikten sonra tip, ilag, kozmetik ve gida gibi farkli sektorlere

katki saglamaktadir.

1.1.2.1 Tip ve ilac Endiistrisinde Kullanimi
Diinyadaki bircok bolgede halk ilaclarinda da kullanilan propolis, son yillarda

propolis ekstraktlari iceren katki maddelerinin yiyecek ve iceceklerde kullanilmasiyla
piyasada kargimiza ¢ikmaktadir [31]. Onceleri endiistri tarafindan standardizasyonu
saglanamadig icin ila¢ firmalan tarafindan tercih edilmezken son donemde dogal
ilaclara yonelimin artmasiyla tercih edilirligi artmistir. Yapilan calismalar sonucu
propolisin ve ekstraktlarinin icerdikleri farkli bilesenlerden dolay: antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antioksidan, antikanserojen, anti-alerjik, anti-diyabetik,
antienflamatuar, sitostatik, hepatoprotektif etki, fotoprotektif etki, bagisiklik

kazandirici ve uyusturma gibi genis bir etki spektrumu vardir.

Propolisin gostermis oldugu yararli etkiler sayesinde ila¢c olarak kullanimi
yayginlasmustir [27, 28]]. Ozellikle kardiovaskiiler sistem, dolasim sistemi, bagisiklik
sistemi, sindirim sistemi, solunum yollar1 enfeksiyonlari, deri hastaliklar1 ve yaniklar,

mukoz zar enfeksiyonlari ve lezyonlari, cesitli kanser hastaliklarinin (cilt, kolon,



akciger, karaciger) tedavisinde kullanilir [32]. Antiviral etkisi sonucu ucuk ve grip

gibi hastaliklarin etmeni olan viriislerde etkilidirler [33]].

Propolis dis ciirigiine yol acan mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir.
Dis hekimliginde, dis macunlarinin ve gargaralarin icine katilarak agiz ve dis
bakiminin iyilestirilmesine katkida bulunur.Ayrica deri hastaliklarinin tedavisi ile
ilgili cesitli arastirmalarda olumlu sonuglara rastlanmistir [|34, [35]]. Propolis cesitli
kanisimlarla kullanilarak cozelti, tablet, kapstil, graniil, pastil ve sakiz formunda
tiiketilebilmektedir [[11, 36, |37]].

1.1.2.2 Gida Endiistrisinde Kullanimi

Propolisin gida endiistrisinde kullanimu ile ilgili son yillarda daha fazla arastirma
yapilmaya baslanmis ve elde edilen sonuclar endiistride kullanilmaya baslanmuistir.
Arastirmalarda propolisin en cok antioksidan ve antimikrobiyal oOzelliklerinden
faydalanilmaktadir. Bu sayede propolisin gidalarin muhafazasinda ve raf omriiniin
uzamasinda yardimci olmas: planlanmaktadir. Gida koruyucusu olarak gidalara
katilan propolisin: gidanin dogal bozulmasini kontrol etmek ve patojenik olanlar
da dahil olmak {izere mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyonu ve gelisimini

onlemek gibi iki acidan etki etmesi beklenir [[38].

Ote yandan, propolisin sahip oldugu antioksidan kapasitesi depolama sirasinda
gida maddelerinde en sik goriilen oksidasyon tiirleri olan lipit peroksidasyonunu ve
ransiditeyi onleyerek raf omriinii uzatmak ve ciiriimeyi engellemek icin kullanilir
[39]. Propolis, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri ve diisiik toksisiteyi olumlu
bir sekilde bir araya getirmektedir. Bu muhtesem kombinasyon, onu farkli yiyecekleri

korumak icin miikemmel bir katki maddesi olmasini saglamaktadir

Propolis ekstraktlarinin cok sayida {iriiniin muhafazasinda kullanimi ile ilgili
basarili calismalar yapilmistir. Simdilik meyve sular1 [[40-43], meyveler [44-50],
sebzeler [50-56], yumurtalar [29, [57-61]], et ve balik iiriinleri [|[62-69] {izerine
yapilan bu calismalarin kapsami hizla biiytimektedir. Bu calismalara ek olarak,
propolisin uygun bir kimyasal ¢oziicii ile ekstraksiyonu propolisin karakterizasyonu
ve standardizasyonu icin olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, propolisin bir gida koruyucu

katkis1 olarak biiytik 6lcekli ticari kullanimi heniiz gerceklesmemistir.

1.1.3 Propolisin Tiiketimi

Yapisindaki flavonoidler ve fenolik bilesenler nedeniyle antikansorejen,

antiinflamatuar, antioksidan, immiinmodulator, antimikrobiyal etkileri gibi bircok



biyoaktif 6zellige sahip olan propolisin, son zamanlarda tiiketimi artmstir. Ozellikle
propolisin icerigindeki bilesenlerden kuersetin, kafeik asit, ve krisin gibi etken
maddelerinin in vivo sekilde incelenmesiyle giinliik tiiketimi icin farkli degerler

ortaya c¢ikmustir.

Propolisin etanollii ekstraktinin kullanildigi bir calismada 10 mg / kg dozun enjeksiyon
seklinde uygulanmasi ile kanser hastalarindaki tiimor gelisiminin yavasladig

gorllmistir [|70].

Propolisin sulu ekstraktinin oral yolla alindig1 ¢alismada tiimor tasiyan fareler
kullanilmistir. Sulu propolis, farelere 10 giin boyunca her giin 5 kere olmak tizere 320
mg / kg (10 mg / fare viicut agirhigi) veya 960 mg / kg (30 mg / fare viicut agirligi)
olmak tizere tiikettirilmistir. 10 giin sonra tiim farelerde tiimorlerin biiytimesi 6nemli

oOlciide inhibe ettigi gorilmiistiir (p <0.05) [71]].

Ultrases teknolojisi kullanilarak elde edilen etanollii propolis ekstraktlarinin 50 ve 100
mg / kg olarak kullanilmasi 16 hafta sonunda farelerde tiimoér gelisimini énlemistir
[72].

Propolisin insanlar {izerinde incelemek isteyen bir calismada bir ay boyunca saglikli
kisilere suda ekstrakte edilmis toz seklindeki propolis ekstrati (0,65 gr propolis
iceren) verilerek viicudun serbest radikallere kars1 iiretmis oldugu siiperoksit dismutaz
ile total kolesterol, diisiik ve yiiksek yogunluklu lipoprotein, iirik asit, glikoz,
ferritin, transferrin, plazma malondialddehit, rutin kirmizi kan hiicresi seviyesi
gibi parametreler degerlendirilmistir. Propolisin gilinliik olarak alinisinda cinsiyete
gore farkli etkiler gosterdigi goriilmiistiix. =~ Calismada on bes giin sonrasinda
erkeklerde lipid peroksidasyonu son iiriinii olan malondialdehit konsantrasyonunun
diistiigii ve kadinlarda ise 30 giin sonrasinda hiicrede serbest radikallere karsi temel
savunma hattini olusturan siiperoksidaz dismutaz enzim aktivesinde artis goriildigi
bildirilmektedir. Bunun disinda, uygulanan propolisin kan degerlerinde anlamli bir

degisiklige yol agmadig1 belirtilmistir [|73]].

Propolis tiiketiminin kronik ve akut toksisitesiyle iliskili yapilan ¢alismalari yetersizdir.
Ancak yapilan calismalar derlendiginde propolis tiiketiminde 0,02 g ve 5 mg/kg viicut
agirhigr giinliik dozun deneyde kullanilan farelerde toksik oliime sebep olmadigi,
insanlar i¢in toksik etki olusturmayan giivenilir dozun 1.4 mg/kg viicut agirhigi oldugu
bildirilmistir [74].

Propolisin tiiketimi ile ilgili yapilan calismalarin sayisi saglikli veya hasta gontlli
bulunamamasi nedeniyle fazla degildir. Ancak yapilan calismalara goz atildiginda elde

edilen sonuclar propolisin giinliik tiiketiminin viicut agirligina gore degerlendirilmesi



gerektigini gostermektedir. Fazla tiiketildiginde olusacak sonuclar icin daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.1.4 Propolis Ekstraksiyonu

Kovandan elde edilen ham haldeki propolis tiiketim icin uygun degildir. Bu nedenle ilk
olarak cesitli ¢oziiciilerle ekstraksiyon islemine tabi tutulmalidir. Ancak ekstraksiyon
islemi ile propolisin igerigindeki bircok madde uzaklastirilirken, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesinin etkinligi arttiran fenolik bilesenler korunmalidir [|75[]. Bu
nedenle kullanilan ¢oziicii se¢imi ekstraktin 6zelliklerinin belirlenmesinde etkilidir
[76].

Propolis ekstraksiyonunda ¢oziicli tercih edilirken dikkat edilecek en 6nemli nokta
propolisin hangi iriline islenecegidir. Ekstraktlarin islenecegi son iriin saglhk ve
gida sektoriinde ise insan sagligi icin risk icermeyen gliserol ve su gibi ¢oziiciilerden

faydalanilmaktadir.

Coziiciilerin insan sagligini tehdit etmesinin disinda, endiistride kullanimi sirasinda
ekstraksiyon hizina etkisi diger 6nemli parametrelerden biridir [[77,78]]. Ekstraksiyon
hizin1 tek basina c¢oziiciinlin cesidine bagli degildir ~ Bunun disinda sicaklik,
ekstraksiyon Oncesi kati fazin hazirlanmasi, difiizyon hizi ve kati materyalin nemi

ekstraksiyon hizina etki eden diger faktorlerdir [[79]].

Propolis ekstraksiyonunda farkli ¢oziiciilerin kullanimi ekstraksiyon metodlar: farkl
yapida ve farkli miktarlarda bilesen ¢6zecegi icin propolisin ekstraktlarinin nicel ve
nitel icerikleri farkli olacaktir. Ortaya cikan bu farkliliklar propolisin fenolik madde
icerigi, antioksidan kapasitesi ve antimikrobiyal aktivitesi gibi 6zellikleri tizerinde
etkili olmaktadir.

Propolis ekstraksiyonu icin etanol, su [|80, 81], metanol [3, 82], metilen kloriir
[3]], diklorometan [[13], hegzan [83]], etil asetat, aseton [|81], zeytinyagi [|84],
B-siklodekstrin [|84], dimetilsiilfoksit [|85]], propilen glikol [86]], gliserol [[76] ve
kloroform gibi c¢oziicliler kullanilmaktadir.  Ayrica c¢Oziici bilesenler arasinda
yapilan farkli orandaki birlesmelerle (metanol-metilen kloriir, metanol-su) ¢6ziiciilerin

ekstraksiyon etkinligi ve hizi arttirilmaktadir [3]].

Propolislerin ekstraksiyonunda bircok ¢oOziicii kullanilsa da mevzuatta sadece su,
etanol, zeytinyagi, propilen glikol ve gliserol (gliserin) yer almaktadir. Bu nedenle
tiiketiciye sunulacak propolis ekstraktlarinda farkli ¢oziiciiler kullanilmasi istenirse,
insan sagligina uygun olup olmadig1 test edilerek ilgili ve yeterli caligsmalarin

yapilmalidir.



1.1.5 Propolis Ekstraksiyonunda Kullanilan Céziiciiler
1.1.5.1 Etanol

Propolisin ekstrakte edilmesinde daha biiyiik dipol momente sahip olmas: nedeniyle
en ¢ok kullanilan ¢o6ziicii etanoldiir [[3, 4, |6, |15, 31, 84, 87-89]]. Kimyasal formiilii
C,H;OH olan etanol suda tamamen ¢oziilebildigi icin ekstraksiyon asamasinda tek
basina kullanilabildigi gibi etanol/su gibi farkli karisim oranlariyla da kullanilmaktadir
[80, 84]]. Erime noktas1 —114°C (158.8°K) olan etanoliin, kaynama noktasi 78.4°C
(351.6°K) olup oda sicakliginda siv1 halde bulunmaktadir.

Etanol daha fazla biyoaktif maddeyi ¢ozebildigi icin propolis ekstraksiyonunda
kullanilan en basit ve etkili yontemdir. Ancak propolisin kendine has kokusu
ile birlesen alkol kokusu sonucunda, kozmetik, gida ve ilac sektoriinde kullanimi
kisitlanmaktadir.  Propolisin etanollii ekstrakti; goz rahatsizliklari, kulak, burun ve
bogaz iltihaplar1 ve pediatri gibi cesitli hastaliklarin tedavisi icin uygun degildir.
Etanol, propilen glikol ve gliserinde alkol tiirevi ¢oziiciilerdir. Alkollii ekstraktlar,
alkoliin hem insan saghigina zararli olmas: (tahris edici, mutajenik ve karsinojenik)
hem de tiiketicilerin dini hassasiyetlerinden dolay:1 tercih edilmemektedir. Alkol
intoleransi ve dini agidan hassasiyeti bulunan tiiketicilerde gz oniine alindiginda

alkol bazli olmayan etkili bir ekstraksiyon teknigine ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.1.5.2 Dimetilsiilfoksid

Dimetil siilfoksit (DMSO) renksiz ve sivi halde bulunan bir organokiikiirt bilesigidir.
Kimyasal formiilii (CH3),SO olan DMSO, bir polar ¢oziiciidiir. Erime noktas1 18.5°C
(65.3°F) olan DMSO’nun, kaynama noktas1 189°C (372°F) olup oda sicakliginda
stvi halde bulunmaktadir. Insan cildi tarafindan kolayca emilirken, oral yolla
tiiketildiginde agizda sarimsak gibi bir tat birakir. Az toksik bir yapiya sahip
olup glinlimiizde propolis ekstraksiyonunda etil alkole ikame olarak dimetilsiilfoksit

diistiniilmektedir.

Yapilan calismalara gore etanole en yakin biyoaktif bilesen coziiniirligi
dimetilsiilfoksite aittir. Ancak mevzuatta yer almamasi ve dimetilsiilfoksitli propolis
ekstraktlarinin sahip oldugu yan etkilerin (cilt, solunum yollar1 ve gozlerde tahris) ve

gida ile alimlarindaki etkilerinin belirlenmemesi kullanimini kisitlamaktadir.

1.1.5.3 Propilen glikol
Sentetik organik bilesik olan propilen glikol (PG), propan-1,2-diol olarak da

adlandirilmaktadir. C;HgO, kimyasal formiiliine sahip kokusuz bir bilesendir. Tadi

hafif tatli olup viskoz renksiz bir sividir. Kaynama noktas1 188.2°C ve erime noktasi
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—59°Cdir. Kimyasal olarak diol sinifinda bulunan propilen glikol; su, aseton ve
kloroform gibi bircok solvent ile karisabilir. Aroma, esans verici ve antimikrobiyal
Ozelligi bulunan propilen glikol ilag, kozmetik ve gida sanayinde oOzellikle unlu

mamullerde yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.1.5.4 Distile su

Mevzuatta yer alan ¢oziiciilerden suyun (H,0), kaynama noktasi: 100°C ve erime
noktasi: 0°C’dir. Yeterli ve etkin bir sekilde propolis icerisindeki biyoaktif bilesenleri
cozemedigi icin tercih edilmemektedir. Bu nedenle su ile yapilan ekstraksiyonun
etkinliginin arttirilmasi icin ultrases gibi farkli yontemlerden faydalanilmaktadir. Su
diger coziiclilerinin aksine yan etkisinin olmamasi nedeniyle suda coziindiiriilmiis

propolisler tiiketiciler acisindan daha cok tercih edilmektedir.

1.1.6 Propolis Ekstraksiyonunda Kullanilan Yontemler

Bitkisel kaynaklardan cesitli maddelerin elde edilmesinde farkli ekstraksiyon metotlari
kullanilmaktadir. Propoliste klasik ¢oziicii ekstraksiyonu metodunun yani sira ultrases
destekli, mikrodalga destekli ve siiperkritik akiskan metodu gibi farkli yontemler
denenmistir. Klasik ¢oziicii ekstraksiyon metodu fazla zaman kaybina yol actig1 ve
yliksek miktarlarda ¢oziicli gerektirdiginden dolay1 tercih edilmemektedir. Ayrica
pratik bir metot olmayisi, ¢oziicliniin diisiik secicilige ve verime sahip olmasi diger
dezavantajlarindandir. Klasik ¢oziicli ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciiniin cevreye
zararh etkilerinin bulunmasi nedeni ile yeni ekstraksiyon tekniklerine ilgi giderek
artmaktadir [90].

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda gida proseslerinde ekstraksiyon siiresini ve
¢oziicii kullanimini azalttig1 icin tercih edilmektedir. Dolayisiyla diisiik maliyet
saglayarak ekstraksiyon veriminin arttirmaktadir. =~ Ancak kullanilan c¢oziicliniin
apolar ya da ucucu olmasi mikrodalganin etkinligini azaltmaktadir. Bu nedenle
mikrodalga uygulamasi 110 — 150°C gibi yiiksek sicakliklarda yapilarak etkinligin
arttirllmasi saglanir. Ancak uygulanan yiiksek sicakliklar sonucu iiriin cesitli bilesenler
denatiirasyona ugramaktadir [91]]. Ayrica 6n islem olarak kati kismin ayrilmasi igin
ek olarak filtreleme veya santrifiijleme islemi gerektirmektedir. Bu sebeplerden dolay1

mikrodalga destekli ekstraksiyon kisitli olarak kullanilmaktadir.

Bir madde sahip oldugu kritik sicaklik ve basing degerinin iizerine getirilmesi teknigine
dayanan siiper kritik akiskan ekstraksiyon metodu siiper kritik akiskanlarin gaz ve
stvinin 6zelliklerini tagimasi sonucu ekstraksiyon sirasinda maddelerin segici olarak

ekstrakte edilmesini saglamaktadir [92]]. Karbondioksit, etan, etilen, nitrozooksit,



triflormetan, klortriflor metan, propan, propilen, amonyak ve hekzan gibi genis
bir siiper kritik akiskan spekrturumu vardir [93, 94]. Ancak yapilan ¢alismalarda
siiper kritik ekstraksiyonun (CO, ekstraksiyonu) tek basina kullanilmasi ile siiper
kritik ekstraksiyon kullanilirken etanoliin yardimci ¢oziicii olarak kullanilmasi
kiyaslandiginda etanoliin yardimci ¢6ziicii olarak kullanilmasi ekstraksiyon verimini
lic katina ¢ikardigr tespit edilmistir. Bu calismalar sonucunda propolis ekstrakte
edilirken siiper kritik ekstraksiyonun tek basina kullanilmasinin yeterli olmadig:

sonucuna varilmaktadir [95]].

Propolis ekstraksiyonunda ultrases destekli ekstraksiyon calismalara son dénemde
sitkca rastlanilmaktadir [13} |15, |88]]. Propolisin icerdigi fonksiyonel bilesenler i¢in
yapilan bir calismada ultrases destekli ekstraksiyonun; klasik ¢6ziicti ve mikrodalga
destekli ekstraksiyonla kiyaslandiginda ekstraksiyon zamani, verimliligi ve is giicli
acisindan daha etkin bir yontem oldugu tespit edilmistir [31]. Bu nedenle ¢alismada

ultrases destekli ekstraksiyon metodunun kullanim tercih edilmistir.

1.1.6.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyon Metodu

Gida endiistrisinde klasik ¢oziici ekstraksiyonunun kullanimi oldukc¢a yaygindir.
Ozellikle meyve sebze islemede siklikla kullanilmaktadir. Ekstraksiyon islemi, kat
veya sivi fazdaki bilesenlerin, farkli ¢oziiniirliik 6zelliklerinden faydalanilarak sivi
faza alinmasi islemi olarak tanimlanmaktadir. Sivi-sivi ve kati-sivi seklinde iki farkl

ekstraksiyon olusturulmaktadir.

Kati-siv1 ekstraksiyonunda amac ogiitiilerek yiizey alani arttirilmis kati numunenin
sv1 ¢oziicli yardimi ile muamelesi sonucu kati1 matriksteki bilesenlerin sivi ¢oziiciiye
gecmesini saglamaktir.  Kati-sivi ekstraksiyonunun endiistriyel uygulamalarinda
zaman kaybin1 Onlemek icin ekstraksiyon hizin1 etkileyen faktorler gozden
gecirilmelidir. ~ Ekstraksiyondan once kati fazin hazir hale getirilmesi, uygun
¢Oziiciiniin secilmesi, uygulanacak sicakligin belirlenmesi ve kati materyalin neminin

oOl¢iilmesi ekstraksiyon isleminin daha hizli gerceklesmesini saglayacaktir [79].

Kat1 sivi ekstraksiyonlarinda c¢oziicli se¢imi ekstraksiyon asamasinda hiza etki
eden en Onemli parametrelerden biridir. Ekstraksiyon islemi i¢in tercih edilecek
¢oziiciiniin istenilen bilesenleri ¢6zebilir yapiya sahip olmasi gerekmektedir. Coziici
ekstraksiyon sonrasinda, ekstrakte edilmesi istenen kati numuneden ve ekstrakta
coziinen bilesenlerden kolayca ayrilabilme 6zelligini tasimalidir. Bu nedenle kaynama

noktasi diistik ¢oziiciiler daha cok tercih edilmektedir.

Dipol momenti yiiksek olan coziiciiler ekstraksiyon sirasinda daha hizli 1sinir. Ornegin



polar olmayan bir ¢6ziicii olan hekzan (dipol moment < 0.1) mikrodalga veya ytiksek
ekstraksiyon sicakliklarinda isinmayacak ve bilesenlere zarar vermeyecektir. Ancak
dipol momenti yiiksek ¢oziicii kullanilmasi ekstraksiyon etkinliginin arttirilmasi i¢in
gerekli ise bu durumda polar polmayan c¢oziiciiniin polar ¢oziicii ile karistirilarak

kullanilmasi 6nerilmektedir [[77, [78]].

Kati-sivi ekstraksiyonu bitkisel kaynaklardan antioksidan ve fenolik madde
ekstraksiyonlarinda da uzun yillardir uygulanan yontemlerden biridir. Bu amagla en
sik kullanilan c¢oziiciiler dipol momentlerine gore; asetonitril> metanol> aseton>

etil asetat> distile su> etil alkol> hekzan olarak siralanabilmektedir.

Kati-siv1 ekstraksiyonlarinda uygulanan sicaklik hem kati 6rnege hem de ¢oziicliniin
tlirline gore degismektedir. Ekstraksiyon islemi sirasinda uygulanan yiiksek sicakliklar
¢coziiclinlin etkinligini arttirarak kati maddeye daha iyi niifuz etmesini saglar.
Boylelikle kat1 madde igerisinde bulunan ¢oziinmesi istenen bilesenlerin ¢oziiciiye
gecisi hizlanir. Ekstrakte edilecek kati maddenin yapisina bagli olarak sicaklikla
birlikte ekstraksiyon veriminde artis gozlenirken, cok yiiksek sicakliklarda bazi

bilesenlerin yapisinda denatiirasyonlar yasanabilmektedir.

Klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemleri en sik kullanilan yontemler olsa da giiniimiizde
egilim ekstraksiyon siiresini ve cOziicii tiiketimini azaltan, cevreci enstriimantal

yontemlerine dogru degismektedir.

1.1.6.2 Ultrases Destekli Ekstraksiyon Metodu

Ultrases destekli ekstraksiyon ses dalgalar1i yardimi ile sivi-sivi ve kati-sivi
ekstraksiyonlarda etkinigi arttirmak icin kullanilan bir yontemdir [78]. Bu
yontemde Ornek, insanlarin ses dalgalarini duyamayacagi diizeyde yani 20 kHz
tistlindeki frekanslardaki titresimlere maruz birakilir. Ultrases cihazlarinin ¢alisma
prensibi gelen alternatif akimi bir doniistiiriicii yardimi ile mekanik titresimlere
doniistiirmesinden gelmektedir. =~ Bu mekanik titresimler icinden gectigi sivida
kavitasyon ad1 verilen bosluklar olusturmaktadir. Olusan bosluklar kati1 parcaciklar
titrestirerek parcalanmasini saglamaktadir. Boylelikle siv1 ile kati arasindaki temas

eden yiizey alani genisletilerek ekstraksiyon etkinligi arttirilmaktadir [84]].

Ultrases destekli etkin bir ekstraksiyon verimi saglamak icin iic mekanizma
bulunmaktadir [96]]. Bunlardan ilki kat1 maddenin yiizey kismindaki simetrik olmayan
kabarciklarin ¢okmesi ile gecirgenligin arttirilmasi sonucu hiicre duvarinin mekanik
parcalanmasidir. ikincisi, ic kissmdaki kabarciklarin patlamast ile o bélgede iiniform

151 ve basing artisi sonucu ¢oziinen icerisine ¢oziicii penetrasyonudur. Sonuncu ise
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ultrasesin iirettigi sok dalgalarinin bir sonucu olarak difiizyon olusmasidir.

Ultrases sistemlerinde jenerator, doniistiiriicii ve dagitici olmak iizere {i¢ temel birim
bulunmaktadir. Jenerator aldig: elektrik enerjisini yiiksek frekansh alternatif akima
cevirerek donistiiriiciiye iletir. Donistiiriicli ise yliksek frekansh alternatif akimi
mekanik titresimlere cevirerek dagiticiya gonderir. Dagitici titresimleri sivi ortama

gondererek kavitasyonu saglar [|97]].

Ultrason destekli ekstraksiyon ultrasonik banyo (indirekt) ve proplu ultrason (direkt)
olmak {tizere iki farkli sekilde yapilmaktadir [79]. Ultrasonik banyolar paslanmaz
celik tanklardir ve ¢ogu zaman biiyiik hacimlerdeki sivi-sivi veya kati-sivi 6rneklerde
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemde uygulama esnasinda ortaya cikan titresimler
Ornegin 1sinmasina neden olmaktadir. Proplu ultrason yonteminde ise prop direk
olarak kati-sivi karisim icerisine daldirilarak kullanilir. ~ Yontem kiiciik hacimli
calismalarda fazla gii¢c kullanimi gerektirmesine ragmen cihazin kiiciik ve tasinabilir

boyutlarda olmasi laboratuvar ortamlarinda kullanimini kolaylastirmaktadir [[98}, 99]].

Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi bircok avantaja sahiptir. Ekipmanin ucuz
olmasi, ¢oziici kullaniminin az olmasi, kullanim kolayligi, cevre dostu olmasi ve
yliksek ekstraksiyon etkinligi yaninda hizli olmasi sanayide tercih sebebidir [|[100-
102]]. Buna ragmen ultrases destekli ekstraksiyonda kavitasyon sonucu olusan 1s1
ile ekstrakte edilen ornekteki bilesenler {izerinde olumsuz etki géstermektedir [[103,
104].

Gidalarda antioksidan ve biyoaktif bilesen ekstraksiyon isleminin yani sira
oksidasyonun hizlandirilmasinda, enzim aktivitesinin inhibisyonunda, emiilsiyon,
kristalizasyon, fermantasyon, kurutma, dondurulmus gidalarda filtrasyon ve gaz
cikarma islemlerinin yapilmasinda kullanilir [105]. Ultrases uygulamasi enzimatik
ve mikrobiyal inaktivasyonun saglanmasi icin kullanilmaktadir [[106]]. Tek basina
ultrases teknolojisi, yiyeceklerdeki bakterilerin 6ldiiriilmesinde etkili degildir; ancak
basincla veya 1s1l islem ile birlestirilmis ultrases kullanimi daha etkili olmaktadir.
Ultrases gida endiistrisi tarafindan gidalardaki metal, cam veya ahsap parcalari
gibi kirletici maddelerin saptanmasi, borulardan akis hizlarinin 6lciilmesi, gida
bilesiminin belirlenmesi ve daginik sistemlerde parcacik boyutu dagiliminin 6lciilmesi

gibi asamalarda basariyla kullanilmaktadir. [107]].

Ultrases teknolojisi kullanilan biyoaktif madde ekstraksiyonu ile ilgili yapilmis bircok
calisma bulunmaktadir. Hormosira banksii alglerinin yiizey yanit yontemi (RSM)
ile ultrases destekli antioksidan ve fenolik bilesen ekstraksiyonu optimizasyonunun
gerceklestigi calismada; zaman, ultrases giicii ve sicaklik bagimsiz degiskenler olarak

belirlenmistir. % 50 etanol konsantrasyonu, 30 dakika ekstraksiyon siiresi, 60°C
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sicaklik, 150 W ultrases giicii (% 60) Hormosira banksii algleri icin optimum

antioksidan ve fenolik bilesen ekstraksiyon kosulu olarak saptanmistir [[108].

Bir bagka calismada zeytin yapraginin ylizey yanit yontemi ile ultrason destekli
ekstraksiyonu sonucu antioksidan ve fenolik bilesen icerigi incelenmistir [[109].
Sicaklik, etanol konsantrasyonu ve ultrases giiciiniin farkli siirelerde ekstraksiyon
verimi iizerine etkileri incelenmis ve :% 51 etanol; 65°C’de 15 dakika optimum
kosullar olarak uygulanmistir. Optimum sartlar altinda ekstraksiyon stiresinin diger

ekstraksiyon yontemlerine kiyasla 6nemli ol¢iide azaldigini gostermistir.

Elma posasindan fenolik bilesenlerin ekstrakte edildigi bir calismada ultrases
destekli ekstraksiyon ile klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemi karsilastirilmistir [[110].
Calismada ultrases destekli ekstraksiyonla % 20’den fazla verim elde edildigi tespit

edilmistir.

Nar kabugundan biyoaktif bilesenleri elde etmek icin yiizey yanit yontemi ile ultrases
destekli ekstraksiyon (UDE) teknolojisinin kullanildig: bir ¢alisma yapilmistir [111].
Calismada bagimsiz degiskenler; ultrases giicii ve ultrasese maruz kalma siiresi olarak
belirlenmistir. Toplam fenolik bilesikler (TPC) ve antioksidan 6zelliklerinin en yiiksek
ciktig1 optimum kosullar % 60 ultrases giicii ve 6.2 dakika ultrasese maruz kalma siiresi
olarak belirlenmistir. Ayrica bu kosullarda iiretilen ekstraktin Aspergillus niger’e

kars1 antifungal aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir.

Mercankosk bitkisinin ultrases destekli ekstraksiyon ve kati-sivi ekstraksiyonunun
antioksidan kapasitesi tizerine etkisinin arastirildig1 calismada yiizey yanit yontemi
kullanilmistir [[112[]. Ultrases genligi (24.4-61.0 um), sicaklik (15— 35°C) ve siire
(5-15 dak) bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Optimizasyon parametreleri 61
pm, 35°C ve 15 dakika olarak gerceklestirilen ekstraksiyonda toplam fenolik madde

ve antioksidan kapasite degerleri en yiiksek seviyelerde tespit edilmistir.

Ultraseste propolis ile ilgili calismalar incelendiginde farkli cografi kokenlerden gelen
kirmiz1 propolislerin flavonoid, fenolik bilesen, antioksidan aktivite ve sitotoksitite
seviyeleri iki farkli ekstraksiyon yontemi ile belirlenmistir [[113]]. Sonuglara gore
biyoaktif bilesikler acisindan zengin ekstraktlar elde etmek icin ultrases teknolojisinin,
ozellikle ekstraktlarin elde edilmesi icin gerekenden daha kisa siirede verim sagladig:

ve boylece endiistriyel dlcekte tiretimin miimkiin oldugu kanitlanmistir.

Yapilan diger bir calismada ise, Oroian ve arkadaslar1 tarafindan ¢ farkl
yontem (maserasyon, ultrases ve mikrodalga ekstraksiyonu) kullanilarak propolisten
biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunun etkileri karsilastirilmistir [114]. En uygun

ekstraksiyon yOnteminin seg¢imi, ekstraksiyon veriminin, toplam fenolik igerigin,
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flavonlarin, flavonollarin, flavanon ve dihidroflavonol iceriginin degerlendirilmesine
dayanmaktadir. Calisma ultrases ekstraksiyon yonteminin biyoaktif bilesiklerin
propolisten ekstraksiyonu i¢in mikrodalga ekstraksiyonu ve maserasyonundan daha
iyi bir yontem oldugunu kanitlamistir.

Cavalaro ve arkadaslarinin yaptig1 calismada propolisin ultrases destekli
ekstraksiyonunda etanol konsantrasyonu, kati-¢c6ziicii orani ve ekstraksiyon siiresinin
merkezi kompozit dizayn kullanilarak toplam fenolik icerigi ve antioksidan kapasitesi
izerine etkileri arastinlmistir [[115]. Calisma sonucunda optimum ekstraksiyon
kosullarinin geleneksel ekstraksiyon yontemlerine kiyasla ekstraksiyon siiresinde
acisindan avantaj sagladigi ve normalde balmumu ayirmak i¢in uygulanan adimdan
yararlanilmasina gerek kalmadigi tespit edilmistir.

1.1.7 Propolis Karakterizasyonu

Genel olarak, propolisin kimyasal ve biyolojik aktivitelerini belirleme yontemleri,
propoliste cesitli kimyasal bilesiklerin tanimlanmasi ve nicellestirilmesinde ¢ok yararl
olan UV [3, 5[], TLC [116]], GC ve HPLC gibi geleneksel teknikleri icermektedir [[117]].
Propolis malzemesinin yiiksek performans taramasi icin kullanilan DART [116]], NMR
(H NMR, C NMR) , LCMS-MS, IR ve Raman [|118] gibi spektroskopik teknikler daha
hizli ve daha basit diger analitik yontemlerdir [3]].

Propolis karakterizasyonunda ucucu kimyasal bilesenlerin tespiti i¢in uygun
yontemlerden biri de GC-MS’dir [3, |4, 13} [119]. Propolisin kimyasal bilesenlerinin
spektroskopik yontemlerle incelenmesi sirasinda kullanilan yontemler NMR [3, 6,
116(], LCMS-MS [4, 89]], FT-IR [3, [88, [117]] ve Raman spektroskopisi [[120] olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Raman spektranin en 6nemli avantaji suyun spektrayi
engellememesidir.  Ayrica, cam veya kuvartz hiicreler kullanilabilir, infraredde
oldugu gibi, sodyum Kkloriir veya diger atmosfere karsi kararsiz pencerelerle ¢alisma
zorunlulugu yoktur.

1.1.7.1 FTIR Spektroskopisi

Spektrofotometrik yontemlerden biri olan FT-IR spektrometreler ilk olarak 1960
yillarda ticari amagla kullanilmistir. ~ Gilinlimiizde ilag, tekstil, gida, tip, kimya
ve seramik gibi sektorlerde kullanimi olduk¢a yaygindir.  FT-IR teknolojisinin
calisma prensibi matematiksel Fourier doniisimi yontemi kullanilarak kizil oOtesi
isinlarin  infrared yogunluguna karsi dalga sayisinin o6lclimiine dayanmaktadir.
Elektromanyetik 151k dizisinin kizil 6tesi bolgesi 25000 cm™! ile 10 cm™! arasindadir
[121].
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FT-IR cihazi; 151n kaynagi, dedektdr ve Michelson interferometre olmak iizere iic
kisimdan olusmaktadir. Interferometre sistemi 1sin boliicli, sabit ayna ve hareketli
aynalar1 icermesi sayesinde gelen 1sin demeti iki ayr1 yola yonlendirir. Isin boliiciiden
cikan bir 151n demeti sabit aynaya yonlendirilirken diger 1sin demeti ise hareketli
aynaya gonderilir. Yansima sonucu isinlarin geri doniip biraraya gelmesi ile interferans
paterni olusur. Interferometrenin iki kolu arasinda olusan 1sinlarin aldig1 yollar
arasindaki optik yol farkinin bir fonksiyonu olarak interferans sinyalleri dedektor
tarafindan iretilir ve olgllir [[122]. Kizilotesi s secici sekilde olarak 6rnek
tarafindan absorblandig1 zaman dedektore ulasan enerjideki dalgalanmalar gercek
zamanli olarak sayisallastiriir ve bir interferogram elde edilir.  Interferogram
izerinden elde edilen spektrum interferogramin frekans diizlemine gecirilerek fourier

doniistimii ile yorumlanir [[123].

FT-IR teknolojisi ile kati, siv1 ve ¢ozelti halinde bulunan 6rneklerin yapilarinda bulunan
fonksiyonel gruplar, ayni iki bilesenin varligi, yapisal baglarin durumu, baglanma
noktalar1 ve Ornek yapisi (aromatik-alifatik) belirlenebilmektedir. Ayni zamanda
FT-IR farkli organik (karbonhidrat, fosfolipit, aminoasit ve protein) ve inorganik

numunelerin niteliksel ve niceliksel tayinlerinde sikca tercih edilmektedir.

Gaz veya sivi kromatografisi, kiitle spektroskopisi ile kiyaslandiginda FT-IR, diger
analitik yontemlere gore daha basarili olmustur [[124]. Teknigin kullaniminin kolay
olmasi, cevreci bir test yontemi sunmasi, sarf malzemelerin maliyetinde azalma
saglamasi, hizli ve dogru sonuclar vermesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Bu
avantajlarindan dolay1 FT-IR spektroskopisi gida analizlerinde vazgecilmez bir yontem
olmustur. Siit ve siit iiriinlerinde bircok calismada faydalanilan bu teknoloji sayesinde
gidalarda yapilan taklit ve tagsisin belirlenmesi de hizlanmistir [[125-131]]. Ayrica

mikrobiyal testler icin kullanilmasi sonucu olumlu sonugclar alinmistir [[121]].

1.1.7.2 Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi, maddelerin yapisi1 veya oOzelliklerinin tespiti icin kullanilan
spektroskopik yontemlerden biridir.  Isik-madde etkilesiminden yararlanan bu
teknigin prensibi, bir 151k sagilmasi sonucu 151810 kizilotesi spektroskopisi tarafindan
emilmesine dayanmaktadir. Raman spektroskopisi, molekiil ici ve molekiiller arasi
titresimlerle bir maddeyi tanimlamak icin gerekli olan bilgiyi verir. Ayrica gerceklesen
kimyasal reaksiyonlar, alt frekanslardaki modlar ve titresimler, kristal ve molekiiler

yapi gibi konular hakkinda fazladan bilgi alinmasina olanak saglamaktadir [[118]].

Lazer 1511 gaz, sivi veya kati1 haldeki numune icerisindeki molekiiller ile etkilesime

girdiginde, fotonlarin biiyiik bir cogunlugu sacilarak madde ile etkilesen 15181n
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enerjisine esit hale gelir ve birlikte ayni enerjide sacilmaya baslarlar. Bu tiir sacilmaya
elastik sacilma, diger adiyla Rayleigh sacilmasi adi verilmektedir [[132]. Elastik
sacilma disinda az sayida 1sik, farkli bir frekansta dagilarak elastik olmayan sacilma
yapar. Bu etki 1930 yilinda Nobel Fizik Odiiliine layik goriilen Sir Chandrashekhara
Venkata Raman tarafindan kesfedildigi icin Raman sagilmasi olarak adlandirilir.
Raman etkisi olustugu zaman foton, molekiiliin titresimsel ve rotasyonel enerjisi
artirtyorsa Stokes hatlari; molekiil fotonun enerjisini artiriyorsa Antistokes hatlari
meydana gelmektedir. Anlik ve sacilan i1simalar arasindaki bu farkliliklar Raman

kaymasi olarak adlandirilir [[133].

Raman, 151n kaynagi ve dedektor olmak iizere iki ana kisismdan olugsmaktadir. Raman
sacilmasinin siddeti az oldugu icin uyarma kaynagindan cikan 1sinin siddetli olmasi
gerekir. Ayrica spektrumun karisik bir hal almamas: i¢in kaynaktan cikan 1sin
monokromatik olmalidir. Bu nedenle en uygun 1sin kaynagi tek dalga boyuna
sahip lazer 1s1n kaynagidir. Bu kaynaktan cikan 1sin polarize ediciye gonderilerek
yarim dalga plakas: ile birlikte biitiin 1sinlarin numunenin uyarilmasi icin ayni
dogrultuda hareket etmesi saglanir. Spot biiyiikliigii ayarlanan 1sin genisletilerek
numuneye gonderilir Numune icinden gecen 1sin filtreden gecirilerek radyasyon
engellenir. Diger frekanslar bir monokromatérden gecerek dedektore gonderilir.
Raman cihazi, 6rnek molekiillerinin titresimsel profilinin olusturulmasi ve bir araya
geldigi molekiillerle etkilesimleri hakkinda bilgi vermektedir. Bu bilgiler analiz

cihazlar ile yorumlanarak kolayca sonuc elde edilmektedir [|134]].

Raman teknigi; tip, malzeme bilimi ve gida analizlerinde genis bir uygulama alanina
sahiptir. Yiiksek secici Ozelligi, inorganik materyaller ve maddenin her hali icin
uygun olmasi, siv1 orneklerde analiz kolayligi, 6rnek hazirlig1 gereksiniminin azligi,
analiz siiresinin kisa olmasi ve cam veya polimer ambalaj icerisinde 6rnek analizinin
yapilmasi sagladigi avantajlardandir. ~ Ayrica Raman spektroskopi ile FTIRda
gerceklestirilen tiim analizler yapilabilmektedir [[135]. Vakumlu ortamda calisma

gerektirmeyen Raman cihazinda spektrumlar, fiber optik kablolar ile alinabilmektedir.

Raman cihazinin bir¢ok avantaji olmasina ragmen yiiksek enerjili 1sinlarin
uygulanmasi1 ile oOrnek ismnarak bozulabilmektedir. Alasimlar ve metallerde
kullanilamayan Raman cihazi 6rnegin kendisinden veya olusan kirlilikler sonucu
Raman spektrumunu gizleyebilmektedir. Diger bir dezavantaji ise etkisinin
diisiik olmasi nedeni ile duyarliliginin az olmasidir. Bu sebepten dolay1 diisiik
konsantrasyonlardaki 6rnekler i¢in spektrum almakta zorlanilmaktadir. Ayrica Raman
cihaz1 6rneklerde yalnizca kalitatif analiz yapilmasina olanak tanimaktadir. Kantitatif

analizler neredeyse yok denecek kadar azdir [[132].
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Gida sektortinde yapilan tagsislerin  belirlenmesinde Raman cihazindan
faydalanilmaktadir. =~ Ramanla bitkisel yaglara karistirllan ucuz yaglarin tespiti
[136], et cesitlerinin ayrimi, duyusal 6zellikleri, yag, protein, su ve lif dokusu
[137-4142] ve mikrobiyolojik bozulmasinin [[143] tespiti hakkinda bircok calisma

gerceklestirilmis ve olumlu sonuclar alinmistir.

1.1.8 Propolisin Biyoaktif Ozellikleri
1.1.8.1 Propoliste Toplam Fenolik Madde Tayini

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; tat ve koku olusumundaki etkileri, renk
olusumu ve degisimine katilmalari, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik
gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bircok acidan 6nem tasimaktadirlar.
Propoliste bulunan fenolik bilesenler, antikanserojenik, antiviral gibi insan sagligi i¢cin

onemli bircok fonksiyonel 6zelligin kaynagini olusturmaktadir.

Fenolik bilesikler en az 8000 cesidi bulunan genis bir gruptur [144]. Her
gidanin oldugu gibi toplanan her propolisin kendine 06zgii bir fenolik bilesik
profili bulunmaktadir. Propolisin sahip oldugu fenolik bilesenler, bir alt grubu
olan flavonoid bilesenlerin miktar1 hakkinda bizlere ipucu verebilmektedir [6].
Calismalar incelendiginde propolis kafeik asit, ferulik asit, kuersetin kaemferol, krisin,
pinosembrin, p-kumarik asit, galanjin, sinnamik asit, ellajik asit rutin, mirisetin,
genistein, apigenin ve galanjin [|6, 80, 89, 145, 146] gibi 6nemli fenolik bilesenler
icermektedir. Bu bilesenler tek tek analiz edilebildigi gibi toplam fenolik madde

miktar1 bir fenolik madde esdegeri olarak verilebilir.

Propolisin sahip oldugu toplam fenolik madde tayininde en yaygin kullanilan yontem
Folin-Ciocalteu yontemidir [6, (15, |80, 117, |147, 148]. Standart olarak gallik asit
kullanildig1 tayin yonteminde gallik asit kalibrasyon egrisi dogrultusunda gallik asit
cinsinden mg GAE/100 g kuru madde olarak sonug elde edilmektedir. Bu yontemin
disinda ekstrakte edilen propolis orneklerinin fenolik icerikleri UV yontemiyle de
belirlenebilmektedir [88, |145]].

1.1.8.2 Propoliste Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Fenolik
Bilesen Tayini

Fenolik maddelerin karakterizasyonu HPLC yontemiyle belirlenebilmektedir. 1960

yillarda gelistirilen yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) giliniimiiziin

modern analitik cihazlarindandir. HPLC’nin c¢alisma prensibi hareketli ve sabit faz

arasinda ayrilmaya dayanmaktadir. Ayrilmas:i istenen sivi hareketli fazla birlikte

sistem icerisinde tasinmaktadir. Sivi icerigine bagli olarak sabit ve hareketli faz

16



arasinda dagilma gostermekte ve ayrilma gozlenmektedir. Sistemde ayrilma islemi
adsorpsiyon kromatografisi, partisyon kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi

ve jelfiltrasyon kromatografisi olmak iizere bu dort ilkeye gore yapilmaktadir.

Genel olarak HPLC cihazi temelde pompa, enjeksiyon blogu, HPLC kolonu ve dedektor
ekipmanlarini bir arada bulunduran bir donanima sahiptir. Uretici firmalar farkl olsa
dahi cihaza ait kisimlar birbirlerine benzerken dedektor olarak absorbans, floresans,
refraktif indeks, elektrokimyasal, iletkenlik ve kiitle dedektdrleri kullanilabilmektedir
[149].

Gida biliminde HPLC yontemi gida bilesenlerinin kalitatif ve kantitatif olarak analiz
edilmesini saglamaktadir [[150]]. HPLC metodu basit hassas ve giivenilir oldugu
icin propolisin kimyasal bilesenlerinin tayininde en cok kullanilan yontemdir [6,
15, 95, (145, 147, 148]. Bu yontemler propolis icerisindeki fenolik bilesenlerin
varlig1 ve konsantrasyon miktarlar1 belirlenebilmektedir. Ornek gereksinimlerinin az
olmasi, kiiciik miktarlarin tayinine olanak saglamasi, otomasyona miisait olmasi, hizl
analiz imkani ve yiiksek ayirma giiciine sahip olmasi HPLC kullaniminin sagladig:
avantajlardir. Bu avantajlarin yaninda HPLC’nin gelistirilen yeni versiyonlar1 (HPTLC,
HPLC-DAD) propolis ekstraksiyonlarinda olumlu sonuglar vermektedir [|7, 116]. Fakat
bilesenlerin fazlalig1 nedeniyle ¢ok sayida internal standarda ihtiya¢ duymaktadir.
Dolayisiyla bu kadar cok sayidaki bilesenin HPLC metoduyla tespiti glic olmaktadir.

1.1.8.3 Propoliste Antioksidan Madde Tayini

Propolisin, antioksidan aktiviteye sahip flavonoid ve fenolik bilesimlerden zengin
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle propolisin, oksidanlarin yikici etkilerinden bizi
korudugu bildirilmektedir. = Propolisin antioksidan aktivitesinin arastirildigi bir
calismada, Brezilya propolisinin serbest radikallere karsi, vitamin C, vitamin E, kafeik

asite gore daha potansiyel bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Antioksidan aktivitesini hesaplama yontemleri iki temel prensibe dayanir. Bunlardan
birincisi ‘Hidrojen Atom Transferini’ (HAT) temel alan analizler, ikincisi ise
‘Tek Elektron Transferini’ (SET) temel alan analizlerdir. Propoliste antioksidan
kapasitesi belirlenirken yapilan caligmalarin bircogunda elektron transferine dayanan
yontemlerin (DPPH, FRAB CUPRAC, TEAC/ABTS) kullanildig:1 gériilmektedir.

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi ekstraktlarin
antioksidan aktivitesi hidrojen baglama kabiliyeti ya da baska bir deyisle DPPH
radikalini yakalama kabiliyetine dayanilarak olciilmesi prensibine dayanmaktadir.

DPPH serbest radikal giderim yontemi, antioksidan tayininde ilk kez [[151] tarafindan
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bulunmus ve gelistirilerek giliniimiizde kullanilmistir ~ Bu yontem koyu mor
bir renge sahip olan DPPH radikalinin antioksidan bulunan bir ortamda proton
alarak indirgenmesi ve renksiz bir bilesige doniismesi prensibine dayanmaktadir.
Sonrasinda bu renk degisimi spektrofotometrik cihazlarla 6lciilerek antioksidan icerigi
saptanmaktadir. Ayrica propolisin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi icin bircok

calismada kullanilan yontemdir [6, (15} 80, |117]].

Propolisin portakal suyu icerisine katilarak portakal suyunun antioksidan
kapasitesinin o6lciildiigii bir calismada propolisin var olan antioksidan 06zelliginin
portakal suyunun antioksidan ozelliklerine 6nemli derecede katki sagladigi DPPH

yontemi kullanilarak tespit edilmistir [[15].

Antioksidan aktivitesi hesaplamada tercih edilen FRAB CUPRAC, TEAC/ABTS gibi
diger yontemler propolisin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde de kullanilmistir
[6,|117]]. Farkli antioksidan aktivitesi belirleme metotlarinin ayni propolis ekstraktlari
lizerine etkileri incelendiginde ise ortaya cikan degerler propolisin antioksidan
kapasitesi hakkinda orantisal olarak dogru degerler vermektedir. Bu nedenle
dogrulama yapmaya ihtiya¢ duyulan durumlarda istenilen iki yontem secilerek

uygulanabilir.

Propolis icin bahsedilen bu metotlar (DPPH, ABTS, FRAP) sadece ektraksiyon
c¢Oziiclileri veya yontemleri degistirildiginde farkliliklar gosterebilmektedir [6, 117]].
Yapilan bir calismada etanol ekstraksiyonundan ge¢mis propolis ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesinin su ile ekstrakte edilmis propolis ekstraksiyonlarindan yiiksek
oldugu belirtilmistir [[80]. Sonuglarin yiiksek ¢ikmasinin nedeni polar olmayan bir
serbest radikalin kullanilmasidir. Suyun polaritesinin etanoliin polaritesinden yiiksek
olmasi nedeniyle etanol ile ekstrakte edilmis propolis ekstraktlarinin antioksidan

kapasiteleri daha yiiksek cikmasina sebep olmustur.

Bu nedenle propolis ekstraksiyonu icin en ideal secim, farkli antioksidan
mekanizmalar iceren, hidrojen atomu transferine (HAT) ve tek elektron transferine

(SET) dayanan yontemlerin bir karisimini kapsayan metot olacaktir [117]].

1.1.9 Propolisin Antimikrobiyal Ozellikleri
Farkli bolgelerdeki bitki kaynaklarindan toplanan, “dogal antibiyotik” olarak

tanimlanan propolisin antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Propolisin
antimikrobiyal 6zellikleri iceriginde bulunan pinosembrin, galangin, kafeik asit fenil
ester ve fertilik asit gibi komponentler sayesinde saglanmaktadir. Propolise antifungal

ozelligi kazandiran pinosembrin, pinobanksin, kafeik asit fenil ester, benzil ester,
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sakuranetin ve pterostilben bilesikleriyken antiviral 6zellikleri kafeik asit fenil ester,
luteolin ve kuersetindir [|12]]. Propolisin antimikrobiyal aktivitesi propolis tiirlerine,
propolis dozuna ve tiim mikroorganizmalar icin ekstraksiyon ¢oziiciilerine bagli olarak
degismektedir [|81, 88, (148]].

Propolisin en etkili oldugu mikroorganizmalar gram (+) bakterilerdir. Bunu sirasiyla
Gram (-) bakteriler, mayalar ve kiifler takip etmektedir. Propolisin antimikrobiyal
ozelligini belirlemek icin farkli metotlardan yararlanilmaktadir. Disk difiizyon yontemi
propolisin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesinde bu metotlar arasinda daha
cok tercih edilmektedir [[81, (85} /148, (152]] Bu metodun disinda dilisyon yontemi [[119,
152]], agar difiizyon yontemi [|145, (147, [153] ve gradient difiizyon yontemi [|152]
tercih edilen diger yontemlerdir.

Yapilan calismalarda patojen mikroorganizmalarin tercih edilmesinin sebebi
olusturduklar: risklerin insan saghgi acgisindan yiiksek olmasidir.  Bu nedenle
antimikrobiyal o6zelliklerinin belirlenmesinde daha fazla kullanilmaktadirlar.
Ancak propolisin antimikrobiyal o6zellikleri ekstraksiyon coziiciilerine bagl olarak
degismektedir. Ertiik’e gore propolisin sulu ekstraksiyonu ile etanol ekstraksiyonu
karsilastirllmistir.  Calisma sonunda propolisin sulu ekstraksiyonunun calismada
kullanilan mikroorganizma Ornekleri {izerine inhibitor etkisi olmadig1 saptanmistir
[81]. Bununla beraber aymi kaynaktan elde edilen propolisin etanolik ekstraktinin
calismada kullanilan mikroorganizmalar iizerine yiiksek inhibitor etkisi oldugu

belirlenmistir.

Kubiliene ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada da propolis ekstraksiyonu icin
etanol, su ve zeytinyagi ¢oziicii olarak kullanilmistir [[147]]. Etanol, su ve zeytinyagi
ile muamele edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Inceleme
sonucunda su ve zeytinyagi ile ekstrakte edilmis propolis 6rneklerinin calisilan

mikroorganizmalar tizerine antimikrobiyal aktivitesinin olmadig1 goriilmiistiir.

Yapilan calismalarda propolise karsi en duyali mikroorganizmanin E. coli oldugu
distiniilmektedir [6, |81]. E. coli aym1 zaman da dis saglig1 icinde tehdit olusturan
bakterilerden biridir. E. coli ile birlikte Stahpylococcus aureus, Candida ablicans,
E. fecalis ve Streptococcus mutans oral patojenlerdir. Ozellikle Streptococcus
mutans dis ¢lirimelerine sebep olan en etkili bakteridir. Yapilan calismalarda dis
clirimelerinde etkin olan bakterilerin yok edilmesi ve etkilerinin en aza indirilmesinde

propolisin etkili oldugu goriilmistiir [[12].

Propolisin, alkolsiiz ekstrakti portakal suyuna alternatif ve sentetik olmayan bir
koruyucu olarak hizmet edebilecegi konulu calismada, propolis emiilsiyonunun

portakal suyu tiizerindeki koruyucu etkisini 35 giine kadar sagladigi belirlenmistir.
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Propolis emiilsiyonu, bakteri biiylimesinin ve L-askorbik asit degradasyonunun 6nemli
Olclide inhibe etmistir. Propolisin, portakal suyu veya diger meyve sularinda kimyasal
koruyuculara alternatif olarak dogal katki maddesi olarak kullanilabilecegi sonucuna
varimistir [[15]].

Yakin zamana kadar, DMSO, propolis calismalarinda nadiren kullanilmistir.
Aspergillus fumigatus, Microsporum gypseum, Microsporum canis, Candida
albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
ve Enterococcus faecalis’e karst antimikrobiyal etkisi test edilen calismada tiim
mikroorganizmalara karsi inhibitor etkiler belirlense de, doza bagli farkli sonuclar elde
edilmistir [|85]].

Baska bir calismada sicak su icerisinde ¢oziinen hazir corbalar mikrobiyolojik acidan
incelenmistir. Propolis ekstraktlarinin inhibisyon etkisi {izerine yapilan analizlerde ise
propolis 6rneklerinin inhibisyon etkilerinin oldugu ve farkli cografi bolgelerden elde
edilen propolis 6rneklerinin farkli antimikrobiyal etki gosterdikleri ortaya konmustur
[154].

Kayseri ve cevresinden toplanan propolisin Helicobacter pylori {iizerine
antimikrobiyal aktivitesinin in vitro olarak arastirildigi calismada Kayseri ve
cevresinden toplanan propolisin H. pylori’ye karsit etkili oldugu belirlenmistir
[155]]. Propolisin Helicobacter pylori ilizerine olan antimikrobiyal etkisi oldugu
belirlenerek gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin

yerini almas1 planlanmaktadir.

Propolisin tek basina antimikrobiyal o6zelliginden yararlanildigi bircok calismanin
disinda siite katilarak antimikrobiyal etkisinin test edildigi farkli bir calisma da
mevcuttur. Calisma da siite antimikrobiyal madde olarak propolis ilave edilirken,
yapay olarak Listeria monosytogenes bakterisi eklenmistir 40°C’de depolanan
siitlerde propolisin siite antilisteral bir 6zellik kattig1 belirlenmistir [4].

Propolisin sagliga yararh 6zelliklerinden yararlanmak icin Maca (Lepidium meyenii)
ile kanstirlmis ve fonksiyonel oOzellikleri gelistirilmis bir yogurt iiretimi ve
tliketilebilirligi degerlendirilmistir. Mikrobiyolojik analiz bulgularinda Lactobacillus
tiirlerinin sayist bakimindan gruplar arasinda herhangi anlamli bir farklilik
gorilmemistir. Hedonik testte ise sadece propolis iceren yogurt ikinci sirada yer
almastir [[156]].
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1.1.10 Propolis Enkapsiilasyonu

Propolis aktif bilesenlerce zengin bir iiriindiir ~ Propolisin icerisinde bulunan
aktif bilesenlerin fonksiyonelliginin kaybolmamasi ve yapisinin bozulmamasi igin
enkapsiilasyon en uygun yontemlerden biridir. Enkapsiilasyon islemi temel olarak
bir maddenin kendisini cevreleyen baska bir madde icerisinde tutunmasi prensibine
dayanmaktir. Enkapsiile edilen kati, siv1 veya gaz halindeki maddeler cekirdek, 6z,
aktif ajan, dolgu ve i¢ faz olarak adlandirilmaktadir. Enkapsiile edici madde ise duvar

matriksi, kabuk, tasiyic1 materyal, dis membran veya dis faz adin1 almaktadir [[157]].

Enkapsiilasyon teknolojisi ile gida sektoriinde siire¢ zararlarindan gida bilesenlerini
korumak, ucucu bilesen kaybini en aza indirmek, tat ve aroma kayiplarim1 azaltmak,
istenmeyen aromalari maskelemek, sivi formadaki maddeleri kat1 hale getirerek
tasima ve depolama kolaylik saglamak, raf émriinii uzatmak ve dolgu malzemesinin

kontrolli salinimini gergeklestirilmek amaclanmaktadir [[158, 159]].

Propolisin enkapsiilasyonu icin tasiyict maddeler secilirken son tirliniin ¢ozgende
¢Oziiniirligii, su tutma kapasitesi, termal davranisi, enkapsiilasyon verimliligi,
dolguyu koruyucu ve cevreleyici 6zelligi, diger bilesenler ile reaksiyona girme
potansiyeli ve gastrointestinal sistemdeki salinimi dikkat edilmesi gereken noktalari
olusturmaktadir [[160]. Ayrica kaplama materyali gidalarda kullanilabilir 6zellikte,
diisiik maliyetli, tatsiz, temini kolay olmasinin yaninda toksik acidan risk

icermemelidir [[161].

Endiistride, saydigimiz bu oOzellikleri tek bir kaplama materyalinde bulmak
oldukca giictii. ~Bu nedenle farkli kaplama materyalleri bir araya getirilerek
kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde tiiketilebilir olmasi nedeniyle kaplama materyali
olarak karbonhidratlar (maltodekstrin, modifiye nisasta), proteinler (siit proteini,
peynir alt1 suyu proteini) ve gamlar (arabik gam, sodyum aljinat) kullanilmaktadir
[162].

Kaplama materyallerinden dogada bitkilerin salgisi maddesi olarak bulunan
arap zamki (GA); galaktoz, arabinoz, ramnoz ve glukuronik asitleri iceren bir
heteropolimerdir. Bu nedenle sudaki coziiniirligi ( % 50) diger gamlara gore
oldukca yiiksektir [163]]. Arap zamki gida endiistrisinde aroma ve kopiik stabilizatorii,
baglayici ve emiilgator olarak kullanilmaktadir. Vizkozitesinin diisiik olmasi ve diger
kaplama materyalleriyle birlikte kullanima olanak saglamasi sebebiyle enkapsiilasyon
isleminde oldukca etkindir [[164].

Enkapsiilasyon islemi icgin cesitli teknikler kullanilmaktadir. Fiziksel proseslerin
kullanildig1 teknikler; piiskiirtmeli kurutma, dondurarak kurutma, ekstriizyon
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ve akiskan yatakta kaplama, fizikokimyasal proseslerin kullanildig1 teknikler;
koaservasyon, lipozoma hapsetme ve kimyasal proseslerin kullanildig1 teknikler;

arayliz polimerizasyonu ve molekiiler inkliizyon olarak siniflandirilmaktadir [[162].

Enkapsiilasyon teknolojisinde kullanilan yontemlerden biri olan dondurarak kurutma
islemi, iic asamadan olusmaktadir [[165]. Ilk asama olan dondurma asamasi, en
onemli asamadir. Bu asamada kullanilacak materyalin sicakliginin donma sicakliginin
altina indirilmesi gerekmektedir. Ozellikle siv1 ve akiskan haldeki materyallerde denge
fazi diyagramlarindaki otektik noktasinin altindaki sicakliklara kadar sogutularak
kristal forma déniistiiriilmelidir. Ilk asama sonunda donmus materyaldeki suyun %
65-901 donarken, % 10-35’i ise bagli su olarak donmamis sekilde bulunmaktadir.
Dondurma islemi yapilirken enkapsiilasyon verimliligini arttirmak icin dondurma
hizi, dondurma isleminde kullanilan kabin sekli ve materyali icerigine uygun islem
yapilmalidir.

Dondurma isleminden sonraki ikinci asama birincil kurutma asamasidir. Donuk hale
getirilen materyal icerisindeki su veya diger ¢oziicii maddeler siiblimasyon yontemi
ile uzaklastinlacaktir. ~Bu yontemde kurutulacak materyalin icerisine kondugu
dondurarak kurutucu cihaz basincinin, materyal icerisinde bulunan donmus su veya
¢Oziiciiniin buhar basincindan daha az olmasi gerekmektedir. Boylelikle, kurutulacak
materyalin icerisindeki serbest su uzaklastirilmistir. Dondurma isleminin son asamasi
ise ikincil kurutma asamasidir. Birincil kurutma asamasinin ardindan materyalde
bulunan bagli suyun (donmamis su) uzaklastirilmasi islemine dayanmaktadir [|166),
167]].

Dondurarak kurutma yontemi ile enkapsiilasyon sonucu {iriinler; fiziksel acidan iyi bir
forma sahip, aromasi ve biyoaktif bilesenleri iyi korunmus sekilde elde edilmektedir
[168]. Ancak yontem pahali olmasi, uzun zaman icerisinde sonug vermesi ve yiiksek
enerji tiikketiminin olmasi gibi dezavantajlara sahiptir [[169]. Ayrica bu yontemle,
dondurarak kurutulan iiriinlerin tekrar nem kapmamasi ve oksijenle temas etmemesi
icin iyi sekilde muhafaza edilmesi gerektirmektedir [|170]].

Propolisin enkapsiile edilmesine iliskin calismalarda piskiirtmeli kurutma,
koaservasyon ve basincli anti-solvent kristalizasyon tekniklerinden yararlanilmistir.
Propolisin sprey kurutucu ile enkapsiile edildigi calismalarda maltodekstrin, gum
arabic ve bitkisel proteinler (piring, bezelye, soya fasulyesi ve ovalbumin) tasiyici
materyal olarak kullanilmistir. Kompleks koaservasyon metoduyla yapilan propolisin
enkapsiilasyonunda ise tastyict madde olarak jelatin ve aljinat tercih edilmistir [[160,
171, [172].

Yapilan diger calismalarda propolisin enkapsiile edilerek gida ve ila¢ sanayinde
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kullanimlar1 degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda toplam fenolik
madde ve antioksidan iceriginin yiiksek miktarda korunmasi ve istenmeyen aroma ve
tadin istenilen diizeyde azaltilmasi sebebiyle kullaniminda sakinca goriilmemektedir
[173]. Ayrica sitotoksik etkilerinin bulunmayisi ve kanser hiicreleri {izerine etkilerinin

pozitif sonuclanmasi 6zellikle kanser ilaglarinda kullanimini desteklemektedir [[172].

Baska bir calismada Brezilya propolisi piiskiirterek kurutma yontemiyle arap
zamki ve maltodekstrin kullanarak enkapsiile edilmistir. Propolis mikropartikiilleri
degerlendirildiginde mikro parcaciklarin kiiresel formlar, diizgiin yiizeyler, amorf
ozellikler, diisiik su aktivitesi, nem ve higroskopisite, yiiksek c¢oziiniirlik, iyi
kapsiilleme etkinligi, iyi antioksidan aktivite gosterdiklerini, ancak toplam fenolik ve

flavonoidlerin kapsiillenmemis propoliste azaldigi tespit edilmistir [171]].

Propolisin piring, bezelye, soya fasiilyesi ve ovoalbiimin proteinleri ile enkapsiile
edilerek gidalarda kullanimi ve in vitro sindirimi analiz edilmistir ~ Bezelye
proteini ile kapsiillenmis mikrotanecikler, kontrollii salim nedeniyle Minas Frescal
peyniri formiilasyonlarinda kullanilabilirken, diger mikrotaneciklerinin puding
formiilasyonlarinda kullanilabilir oldugu belirlenmistir [[160].

1.1.10.1 Enkapsiile Edilmis Propolis Orneklerinin Mikroyapisal Ozellikleri

Enkapsiile edilen propolis oOrneklerinin mikroyapisal 6zellikleri belirlenmek
istendiginde taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak goriinti
alinabilmektedir. = Bu sayede mikropartikiillerin kullanilan duvar malzemesi ile

olusturduklan sekiller, boyutlar ve yiizey 6zellikleri belirlenebilmektedir.

SEM istenilen 6rneklerin 100.000 kat biiyiltiilerek yilizey yapilarini goriintiilemeye
yaramaktadir. Bu sayede ornek yiizeyinde meydana gelen degisimler {i¢ boyutlu
gorselden faydalanilarak belirlenebilmektedir. Her gecgen giin gelisen bu teknoloji
sayesinde tip, kimya, biyoloji ve fizik alaninda arastirmalarda oOnemli yolar
katedilmistir. ~ Piirtizli ylizeylerde bile sonug¢ alinabilen SEM, ornekleri sadece
gorsel olarak sunmamaktadir. Ayn1 zamanda partikiillerin kiimelesme (agregasyon),
dagilim, emilim (absorbans), boyut, yap1 ve sekil gibi 6zellikleri hakkinda bilgi

edinilmesine yardimci olmaktadir.

1.1.11 Enkapsiile Propolislerin Gidalarda Kullanimi

Propolisin kovanda ham haldedir ve tek basina gida olarak kullanilmasi tiiketiciler
tarafindan tercih edilmemektedir. Bu nedenle propolis farkli coziiciilerde

cozdiiriilerek arilarin kopmus viicut parcalari, tahta yongalar1 ve diger yabanci
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maddeler giderilmektedir. Elde edilen propolis ekstrakt: gidalarda kullanimu tiiketici
tarafindan saglik sebebiyle tercih edilse de lezzet acisindan ragbet gormemektedir.
Bu nedenle propolis ekstraktlari enkapsiile edilmelidir. =~ Propolisin enkapsiile
edilerek kullanilmasi veya deoderizasyon (koku giderme) isleminden gecirilmis
olmasi gidalarda kullanimi ve tiiketimi acgisindan biiyiik yarar saglamaktadir. Ayrica
enkapsiile edilecek propolis ekstraktlari farkli gidalarda kullanilarak fonksiyonellikleri

arttirilabilmektedir.

Propolisin gidalardaki kullanimina bakildiginda genellikle antimikrobiyal 6zelliklerin
gelistirilerek raf omriintin attirildig1 calismalara rastlamaktayiz. Portakal sularinda
[15]], hazir corbalarda [154] raf omrii {izerine olumlu sonuglar ¢ikaran propolis
ekstraktlarinin kullanimi igin et ve et {iriinlerinde, dondurulmus etlerde [85] de raf

Oomriini arttirici ¢alismalar yapilmaistir.

Siitiin raf 6mrii tizerine yapilan bir calismada antimikrobiyal 6zelliklerin gelistirilmesi
icin katilan propolisin, igilebilirlik ozellikleri de test edilmis ve sonuclar ortalama
tiiketilebilir diizeyde oldugunu gostermistir [4]]. Propolisin yogurtta antimikrobiyal
aktivitenin arttirilmasi icin kullanildig: bir calisma da ise Lactobacillus tiirleri tizerine
arttirict ve azaltici bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Bununla beraber yapilan
hedonik analizlerde toplam tiiketilebilirlik ve begeni algisi bakimindan sadece propolis

ilave edilen yogurtlar en begenilen ikinci iiriin olmustur [[156]].

Enkapsiile edilmis propolisin peynir ve pudinge eklenerek uygunlugunun tespit
edildigi bir calismada propolisin enkapsiile edildigi tasiyict maddenin 6nemli oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle propolis enkapsiilasyonunda kullanilan tasiyici maddenin
sahip oldugu 6zellikler kullanilacak gidanin 6zelligine gore belirlenmelidir. Calismada
bezelye proteini ile enkapsiile edilmis propolis peynir formiilasyonu i¢in uygun
goriiliirken diger tasiyict maddelerle (piring, soya fasiilyesi, ovalbiimin) enkapsiile

edilmis propolisin puding formiilasyonlarinda kullanimi uygun bulunmustur [[160].

Propolisin balda kullanimu ile ilgili yapilan c¢alismada propolis konsantrasyonlari
% 0.5'ten yiiksek olan bal ve propolis karisimlari, hos olmayan organoleptik
ozellikleri nedeniyle duyusal olarak kabul edilmemistir. Tiiketicilerin bala eklenen
propolis konsantrasyonuna olan tercihleri (% 0,1-0,5) bal tiiriine bagli olarak
degiskenlik gostermistir. Bala ilave edilen propolis ekstrakti, % 0.1 kadar diisiik
bir konsantrasyonda bile, balin antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuar
aktivitesini artirmaktadir. Bala daha yiiksek konsantrasyonlarda propolis eklendiginde
biyoaktif ozelliklerini artirir. Ballar ve propolis arasinda sinerjik antimikrobiyal
aktivite oldugu tespit edilmekle beraber bal ile yapilan yenilebilir {iriinler az miktarda
kullanildiginda (% 0.1 ile % 0.3) arasinda tiiketiciye hitap etmektedir. Propolis
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ayrica balin biyoaktif 6zelliklerini gelistirerek aricilik karliligini artirmaya yardimci
olmaktadir [[174].

1.1.12 Iistatiksel Analiz

Istatiksel analizler alman verilerin dogru yorumlanmasinda faydalanilan en énemli
araclardir. ~ Optimizasyon islemi ise uygulanacak islemlerde istenilen yanitlar
dogrultusunda, birbirinden bagimsiz degiskenlerin birbirleri ile ve yanitlar iizerine

olan etkilerini ortaya koyan bir uygulamadir [175]].

Matematiksel modelleme yOntemlerinden biri olan yiizey yanit yontemi (RSM),
bagimsiz degiskenlerin yanitlar {izerinden optimize edilmesini amaclamaktadir. Yiizey
yanit yontemi icerisinde Central Composite, Box-Behnken gibi cesitli dizaynlar
yer almaktadir. Uygulanacak olan faktor seviyelerine gore uygun dizayn tercih
edilmelidir. ~Bu nedenle her faktor icin {i¢ seviyenin kullanildigi Box-Behnken
dizayn1 gida analizlerinde sik¢a kullanilmaktadir. Kullanilan dizayn sonrasinda
regresyon analizi ve varyans analizi (ANOVA) gerceklestirilerek modelin uygunlugu
test edilmektedir. Model uygunlugu yakalanan bu dizaynlar kullanilarak, olusturulan

optimum kosullarla zaman kaybi ve iiriin sarfiyat1 en aza indirilmektedir.

Propolisin ekstraksiyon kisminda optimizasyon icin yiizey yanit yonteminin (RSM)
kullanildig1 az sayida calisma bulunmaktadir. Propolisin siiper kritik CO,
ekstraksiyonunun etkinligininin belirlendigi bir calisma da basing, sicaklik ve
ekstraksiyon stiresi degisken faktorler olarak belirlenmistir. Farkli stiper kritik CO,
ekstraksiyonunu modellemek ve optimize etmek icin basariyla kullanilan yanit yiizey
yanit yontemi (RSM) propolis ekstraksiyonunda problem modelleme ve analizi icin

faydali bir istatistiksel ve matematiksel yaklasim grubudur [|7].

Propolisle ilgili yapilan diger bir ¢alisma da enkapsiile edilmis propolis 6rneklerinin
iki faktorliic RSM (polietilen glikol propolis (PEG) ve anti-solvent propolis (PAS))
olarak tasarlanarak bes ana parametre (PEG ve PAS cokeltilerindeki propolis miktari,
kapsiillenmis flavonoidlerin miktar1, kapsiillenmis maddenin ilac¢ icerigi, toplam
cokelti verimi ve toplam flavonoidlerin geri kazanimi) kuadratik bir regresyon

modeliyle analiz edilmistir [[176].

1.2 Tezin Amaci

Beslenme ve gida sektoriinde yeni akim olarak karsimiza fonksiyonel gida kavrami
cikmaktadir. Fonksiyonel gidalarin temeli esas olarak Orta Asya’ya temelli olsa

da farkl cografyalarda dahi bu tarz gidalar saglikli yasamin bir pargasi olmustur.
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Giiniimiizde fonksiyonel gidalar, gida takviyesi, tibbi gidalar, siiper gidalar gibi
farkli isimler altinda raflarda bulunmaktadir [|[177]]. Fonksiyonel gidalar; gidalarin
bilesiminde bulunan fitokimyasallar, biyoaktif peptidler, yag asitleri, prebiyotik ve
probiyotikler gibi bilesenler sayesinde insan sagligina fayda saglamaktadir. Bir
gida veya gida {iriinii, kendi iceriginde bulunan bilesenlerle fonksiyonel gida olarak
adlandirilabildigi gibi, icerisine sonradan ilave edilen bilesenlerle de fonksiyonel gida

olarak isimlendirilebilmektedir.

Fonksiyonel birer gida iiriinii olan bal ve diger ar1 tirtinleri son yillar da ariciliga verilen
Oonemle beraber 6ne ¢ikmaktadir. Ar {irtinleri; bal, polen ve ar1 ekmegi gibi, dogrudan
insan gidasi olarak tiiketimi olan cesitlerinin disinda ar siitii, propolis gibi islenerek
insan gidasi olarak kullanilanlar ve ar1 zehri, bal mumu gibi dogrudan insan gidasi
olarak tiiketilmeyen fakat sagliga faydali fonksiyonlarinin ila¢ ve kozmetik sanayine

katki saglamas1 amaciyla kullanilanlar olmak {izere ii¢ gruba ayrilabilir [|178].

Aricilik driinlerinin Cin kitabelerinde ve Misir’daki yazili kaynaklarda milattan 6nce
ve sonraki donemlerde hastaliklarin tedavi edilmesinde kullanildigi belirtilmektedir
[179]. Giiniimiizde ise aricilik {iriinlerinin (bal, polen, propolis, ar1 ekmegi, ar1 zehri,
bal mumu) hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina “Apiterapi” adi verilmektedir
[180].

Apiterapi tedavisinde karsimiza cikan ve ar1 triinlerinden biri olan propolisin
insan saglhigmna fayda saglamakla beraber kalp hastaliklari, diyabet, kanser
ve enflamasyon (iltihaplanma) faktorleri {izerine Onleyici etkisi bulunmaktadir
[87]]. Propolisin sahip oldugu antiseptik, antimikotik, bakteriyostatik, spazmolitik,
anti-inflamatuar, anestetik antimikrobiyal, antioksidan ve antikanserojenik 6zellikler
icerdigi fonksiyonel bilesenlerden kaynaklanmaktadir [[181]. Propolisin fonksiyonel
bilesen icerigi toplandig1 bolgedeki yerel floraya bagl olarak degisim gostermektedir
[18]. Propolisteki degerli bilesenlerden faydalanmak i¢in propolisin ekstrakte edilmesi
gereklidir. Propolisin bolgeden bolgeye degisiklik gosteren kimyasal bilesenlerinin
belirlenmesi ve elde edilmesi icin bircok calisma yapilmistir. Calismalar propolisin
kimyasal bilesiminin yaninda propolisin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi,
antioksidan kapasitesinin tespiti, antikanserojenik calismalar ve gida maddesi olarak

tiiketilebilirliginin arttirilmas: {izerine yogunlagmaktadir.

Yapilan ¢alismalar tip, kozmetik, ilac ve gida gibi farkli sektorlere katki saglamaktadir.
Ancak propolis farkli sektorlerde kullanilsa da ekstraksiyon isleminde faydali
bilesenlerin ortaya konmasi icin kullanilan etanol maddesinin kullanimi helal/haram
hassasiyeti olan tiiketiciler acisindan problem olusturmaktadir. Ayrica propolisin

dogrudan gida maddesi olarak tiiketilmemesi farkli gidalarla bir araya getirilerek
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yapilacak gida iirtinleriyle beraber tiiketiminin arttirilmasi gerekmektedir.

Bu calisma ile propolisin farkli coziiciilerle ekstraksiyonu ve karakterizasyonu

yapilarak,

e Tiirkiye’deki propolislerin kimyasal bilesenlerinin tespitine katki saglamak,
e katma degeri yiiksek iiriinler haline getirmek,
e farkli sektorlerdeki kullanimina olanak tamimak,

e helal tiiketim ihtiyacina cevap verebilmek (etanol ekstraksiyonu yerine farklh

ekstraksiyon coziiciileri kullanmak),
e propolisin enkapsiile edilerek insan gidasi olarak tiiketilebilmesini saglamak ve

e dogal gida katki maddesi olarak kullanimi ile iiriinlerin fonksiyonelligini ve raf

omriind arttirmasi amaclanmigtir.

1.3 Hipotez

Propolis olduk¢a o6nemli fonksiyonel bir ar1 iriiniidiir =~ Bu {irin fonksiyonellik
kazandiran biyoaktif bilesiklerin basinda fenolik bilesikler gelmektedir. Fenolik
bilesiklerin tespitinden once ekstraksiyonun etkin bir sekilde yapilmasi gerekmektedir.
Propolis ekstraksiyonu, ucuz ve yiiksek verimlilik sagliyor olmasindan dolay1 genel
olarak etanol ile yapilmaktadir. Calismada kontrol icin etanol kullanilmasinin disinda
distile su, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve propilen glikol (PG) kullanilarak etkinliginin
arttirllmasi icin ultrases teknolojisinden yararlanilacaktir. Propolis ekstraksiyonu
icin tercih edilen etanol disindaki helal ¢oziiciiler ve yeni teknolojilerin kullanimi
ile ekstraksiyon optimizasyonunun yapilmasi planlanmaktadir. ~Optimize edilen
propolis ekstraktlari fenolik bilesen kapasitesi, antioksidan aktivitesi ve antimikrobiyal
ozellikleri acisindan incelenerek enkapsiile edilecektir. Bu sayede propolislerin
biyoaktif 6zellikleri korunacak ve icerisine girdikleri gida tirtiniinde aroma sorunlari
olusmayacaktir. Ayrica antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek olmasi sebebi ile gidalarin

raf omriiniin uzun olmasini saglayacaktir. Calisma sonunda;

e Propolis ekstraksiyonu icin su, dimetilsiikfoksit (DMSO) ve propilen glikol
(PG) gibi coziiciiler ve ultrases (US) yonteminin kullanilmasiyla etanoliin
kullanimindan kaynakli goz rahatsizliklari, kulak, burun ve bogaz iltihaplar1 ve
pediatri gibi bazi hastaliklarin ya da alkol intoleransi olan kisilerin tedavisinde
kullanilmasi saglanmis olacaktir. Ayrica tiiketicilerin helal tiiketim ihtiyacina

cevap verilecektir.
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e Dogal katki maddesi (antimikrobiyal ve antioksidan) olarak kullanilabilecektir.
Propolisin antimikrobiyal oOzellikleri, iceriginde bulunan bir¢ok bilesenden
kaynaklanmaktadir. Propolisin antimikrobiyal aktivitesinin tespitiyle, insan
saghg acisindan zararl bircok patojen mikroorganizma inaktif hale getirilerek
dogal antibiyotik olarak kullanilabilir. Bunun yaninda gidalarin, raf émriini

attirmakta mimbkin olacaktir.

e Propolisin ham haldeki hedonik (duyusal) 6zellikleri tiiketiciler tarafindan tercih
edilmemektedir. Bu nedenle propolisin enkapsiile edilerek istenmeyen tat ve

aroma giderilerek insan tiiketimine uygun hale getirilecektir.

e HPLC yontemi ile icerigindeki fenolik bilesen profili tespit edilerek gerekli
bilesenlerin ila¢ ve kozmetik sanayinde hammadde olarak kullanilmasi

saglanacaktir.

e Balda kullanimiyla balin fonksiyonel ozelliklerine katki saglayacaktir. —Bu

kullanimi, diger gidalarda kullanimina 6rnek olusturmasi beklenmektedir.

e Tiirkiye’de Denizli yoresine ait propolislerin kimyasal profilinin tespitine katki

saglanacaktir.

Konu ile ilgi calismalar, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii (YTU BAP) doktora tez projesi kapsaminda baslatilmistir. Bu
proje kapsaminda propolisin farkli c¢oziiciilerle ekstraksiyonu ve karakterizasyonu
ultrases teknolojisi uygulanarak yiizey yanit yontemi yardimi ile optimize edilerek
gerceklestirilmistir. ~ Calismada biitiin analizler basar1 ile uygulanmis ve o6nemli

bulgular elde edilmistir.
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Ham Propolisin Toplanmasi

Calismada Denizli-Yesilova bolgesindeki aricilar tarafindan 2018 yili Nisan ayinda
toplanan propolisler ayni yilin Temmuz ayinda temin edilmistir ~ Analiz igin
kullanilacak olan propolisler 6giitiilerek —18 °C’de dondurularak muhafaza edilmistir
(Sekil 2.1). Karniyol aris1 (Apis mellifera carnica) ve Kafkas arisinin (Apis
mellifera caucasica) {rettigi propolislerin kaynagini sogiitgiller (Salicaceae)

ailesine ait bolgedeki kavak agaclar1 olusturmaktadir.

Sekil 2.1 Ham propolis

2.2 Propolis Ekstraksiyon Yontemlerinin Gelistirilmesi ve Ekstrakt
Hazirlanmasi

Calismanin temelini olusturan ekstraksiyon islemi icin klasik c¢oziicli ekstraksiyonu
(KCE) ve ultrases ekstraksiyonu (UDE) kullanildi. Propolis 6rneklerinin klasik ¢oziicii
ve ultrases destekli ekstraksiyonunda ¢6ziicii olarak etanol, dimetilsiilfoksit (DMSO),
propilen glikol (PG) ve distile su (Merck, Almanya) kullanildi. Kullanilan biitiin
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kimyasallar Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii
(YTU BAPK) tarafindan farkli firmalardan temin edilmistir.

2.2.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyon Metodu ile Propolis Ekstraktinin Hazirlan-
masl

Propolis numuneleri 6giitilmis ve 5 g'hk kisimlara ayrilmistir. Her bir kisim, 50
mL etanol (% 70 w/v), DMSO (% 100 w/v), PG (% 100 w/v) ve distile su (% 100
w/v) icinde 20°C’de 150 rpm’de 24 saat boyunca ¢oziindiiriilmiistiir. Coziindiiriilen
propolisler 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, Whatmann A4 filtre kagidi
kullanilarak stiziilmistiir ([|85]). Elde edilen kontrol 6rnekleri deney asamasina
kadar anne siitii saklama posetlerinde +4 °C’de buzdolabinda deney asamasina kadar
muhafaza edilmistir (Sekil 2.2).

g ser
“é\,{"/:‘ifé
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Sekil 2.2 Klasik ¢oziicii ekstraksiyon (KCE) metodu kullanilarak edilen propolis
ekstraktlari

2.2.2 Ultrases Destekli Ekstraksiyon Metodu ile Propolis Ekstraktinin Hazirlan-
masl

Ultrases teknolojisinden (Hielscher Ultrasonikator UIP2000hdT, Teltow, Almanya)
faydalanarak ekstrakte edilecek Ornekler ogiitiildiikten sonra, 5 glk kisimlara
ayrilmistir. Her bir kisim, 50 mL etanol (% 70 w/v), DMSO (% 100 w/v), PG (% 100
w/v) ve distile su (% 100 w/v) icinde ylizey yanit yonteminden ¢ikartilan dizyana gore
ekstrakte edilmistir. Yiizey yanit yonteminde {i¢ faktorlii 3 seviyeli bir dizayn sonucu
17 ornek olusmustur (Tablo 2.1).

Degisken faktorler olarak ekstraksiyon sicakligi (30, 45 ve 60 °C), ekstraksiyon stiiresi
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Tablo 2.1 Yiizey yanit yontemi kullanilarak ultrases destekli propolis
ekstraksiyonunun deneysel tasarimi

Ornek no Ekstraksiyon siiresi | Ekstraksiyon sicakligi | Ultrases Giicii
(dakika) (°Q) (Watt)
1 1 60 500
2 1 45 250
3 1 30 500
4 2 45 500
> 2 45 500
6 2 60 250
/ 2 60 750
8 1 45 750
9 2 45 500
10 2 30 250
11 2 45 500
12 3 30 500
13 3 60 500
14 2 45 500
15 2 30 750
16 3 45 750
17 3 45 250

(1, 2 ve 3 dakika) ve ultrases giicii (250, 500 ve 750 watt) belirlenmistir
1184]. Dizayna uygun ekstrakte edilen propolisler, ultrases uygulamasindan sonra
6.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijleme isleminin ardindan
Whatmann A4 filtre kagidi yardimu ile filtre edilmis, filtrasyon sonucu elde edilen
ekstraktlar anne siitii saklama posetlerinde +4°C'de buzdolabinda optimizasyon

deneyleri yapilincaya kadar muhafaza edilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3 Yiizey yanit yontemi dizaynina gore hazirlanan ultrases destekli propolis
ekstraktlar
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2.2.3 Ultrases Destekli Ekstraksiyon Metodu ile Optimum Propolis Ekstraktinin

Hazirlanmasi

Yiizey yanit yonteminde elde edilen dizayndaki optimizasyon islemi sadece toplam
fenolik icerik bakilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda 6giitiilmiis
propolisler 5 g’lik kisimlara ayrilmistir. Her bir kisim, 50 mL etanol (% 70 w/v),
DMSO (% 100 w/v), PG (% 100 w/v) ve distile su (% 100 w/v) icinde yiizey yanit
yonteminden cikartilan optimum kosullara gore ekstrakte edilmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2 Yiizey yanit yontemi kullanilarak edilen ultrases destekli optimum propolis
ekstraksiyonunun deneysel tasarimi

Kullanilan Ekstraksiyon siiresi Ekstraksiyon sicakligr Ultrases Giicii

coziicii (dakika) (°O) (Watt)

Etanol 2,95 58,61 615,26

DMSO 3 60 580
PG 3 59 591
DS 2,70 59,19 591,73

Optimum kosullara uygun ekstrakte edilen propolisler, ultrases uygulamasindan
sonra 6.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijleme isleminin
ardindan Whatmann A4 filtre kagidi1 yardimu ile filtre edilmis, filtrasyon sonucu
elde edilen ekstraktlar anne siitii saklama posetlerinde +4 °C’de buzdolabinda deney
asamasina kadar muhafaza edilmistir Calismanin bundan sonraki asamalarinda
ultrases kullanilan 6rneklerde optimum sartlarda elde edilen ekstraktlar kullanilmistir
(Sekil 2.4).

-
i
(2}

Sekil 2.4 Yiizey yanit yontemi kullanilarak edilen ultrases destekli optimum propolis
ekstraktlari
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2.3 Propolisin Spektroskopik Metotlar ile Karakterizasyonu

2.3.1 FT-IR Spektroskopisi ile Propolis Ekstraktlarinin Karakterizasyonu
Orneklerin FTIR ile karakterizasyonunda (Perkin Elmer Spectrum 100, ABD) ATR

modiili spektrometre kullanilmistir. FT-IR 6l¢timlerindeki ATR modiilii elmas kristale
sahiptir. KBr 151n demeti boliiciilii DLaTGS detektoriinde, 4000 - 650 cm™! dalga boyu
araliginda, orta kizilotesi bolgede kaydedilmistir. Hazirlanan propolis ekstraktlarinin
ATR-FTIR spektrumlar1 4 cm™! ¢oziiniirliikte, her bir spektrum icin 16 tarama olacak
sekilde orneklerin ayirt edilmesi saglanmistir. Her 6lciim Oncesi, hava ile background
alinarak olciimler 3 kez tekrar edilmistir. Aymi kosullar altinda alinan ii¢ 6l¢lim

toplanarak spektrumlarin ortalamasi alinmaistir.

Ornekler 6n hazirlik olmaksizin dogrudan ATR kristali {izerinde sikistirilarak dlciimleri
alinmistir. ATR modiliiniin kristal yiizeyi % 100 saf etil alkol (Merck, Almanya) ve saf

su kullanilarak temizlenmistir.

2.3.2 Raman Spektroskopisi ile Propolis Ekstraktlarinin Karakterizasyonu

Propolis oOrneklerinin Raman spektroskopisi ile karakterizasyonunda, Strehle
ve arkadaslarinin petekteki propolisin kimyasal kompozisyonunu ve dagilimini
arastirmak icin kullandiklar1 yontem uyarlanarak calisilmistir [[118]. Raman
cihazindaki analizler 785 nm dalga boyunda lazer ve 1024x256 piksel
¢oziiniirliigiindeki Raman cihazi (RIGAKU-PROGENY-X2,Tokyo, Japonya) kullanilarak
yapilmistir (Sekil 2.5).

Analiz o6ncesinde Raman cihazindan en yiiksek verimin elde edilebilmesi icin
kalibrasyon islemi gerceklestirilmistir. Boylece en uygun lazer kaynagi, lazer siddeti,
lazerin birikme siiresi ve toplanma sayisini belirlenerek, raman spektroskopisi yiiksek

performansta kullanilmistir.

Analizi yapilacak her ekstraktan homojen olmas: icin 50 ul Ornek alinarak
vortekslenmis, vortekslenen ornekler calismalarda en giivenilir ve diizgiin spektrum
veren 785 nm lazer, % 5 lazer giicli, 40 akiimiilasyon ve 50x objektif kullanilarak

I olarak

Olclilmiistiir. Raman Ol¢limleri icin secilen spektral aralik 3000-100 cm™
alinmis, tim analizler {i¢ tekrarli olacak sekilde 6l¢tim yapilmistir. Bolgesel Raman
tarama verisinin detayli bir sekilde degerlendirilmesi HCA (Hierarchical cluster
analysis) ile gerceklestirilmistir. Petek tizerindeki farkli maddelerin dagilimi hakkinda
bilgi veren bir teknik olan Raman haritalamasi i¢in hareketli xy tablasi1 kullanilmus,
elde edilen spektrumlar Bio-Rad Laboratories Informatics Division yardimi ile grafige

dokiilerek yorumlanmastir.
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Sekil 2.5 Raman spektroskopisi

2.4 Propolisin Biyoaktif Bilesen iceriginin Belirlenmesi

2.4.1 Propolisin Toplam Fenolik Madde iceriginin Belirlenmesi

Propolis ekstraktlarinin, toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde
Folin—Ciocalteu (FC) yontemi kullamilmistir [[185]]. Bu amag¢ icin, hazirlanan
tlim propolis ekstraklarindan, deney tiipii icerisine 500 uL konulduktan sonra iizerine
2,5 mL 0,2 N Folin-Ciocalteu (FC) reaktifi ilave edilmistir. Bu islemden 3 dakika
sonra, % 7.5 sodyum karbonat (Na,CO;) ¢ozeltisinden 2 mL ilave edilip, 30 dakika
oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak oOrnek
yerine ¢oziicii olarak kullanilan etanol, dimetilsiilfoksit, propilen glikol ve distile
su kullanilmistir. Bu siire sonunda, 6rneklerin 760 nm’de UV- spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1800, Japonya) absorbansi okundu. Uc paralelli yapilan calismanin
sonuclar1 mg/L GAE (gallik asit esdegeri) cinsinden belirlenmistir.

Gallik asit standart grafigi elde edilirken, metanollii stok gallik asit cozeltisi
olusturulmus, hazirlanan stok c¢ozeltiden sirasiyla 20, 40, 60, 125, 250 ve 500 uL
alinarak her bir kissma 680 ulL saf su ilave edilmistir Hazirlanan cozeltilerden
500 uL alinarak deney tiliplerine 500 uL aktarildiktan sonra iizerine 2,5 mL 0,2
N Folin-Ciocalteu (FC) reaktifi ilave edilmistir Bu islemden 3 dakika sonra, %
7,5 sodyum karbonat (Na,CO;N) c¢ozeltisinden 2 mL ilave edilip, 30 dakika oda
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sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda, érneklerin 760
nm’de UV- spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800, Japonya) absorbansi okunmus ve
grafige cevrilmistir. Grafikten alinan formiil yardimi ile propolis 6rneklerindeki toplam

fenolik madde miktar1 mg/L GAE olarak belirlenmistir.

2.4.2 Propolisin Fenolik Bilesenlerinin HPLC ile Belirlenmesi

Ultrases uygulanan ve ultrases uygulanmayan propolis ekstraktlarinin fenolik
bilesenlerinin tespit edilmesinde, yiiksek performansli sivi kromatografisinden (HPLC)
yararlanilmistir (Sekil 2.6). HPLC analizi, bir otomatik 6rnekleyici, kuaterner pompa
ve UV dedektortii ile donatilmis HPLC sistemi iizerinde gerceklestirilmistir. Geleneksel
ve ultrases destekli propolis ekstrelerinin miinferit fenolik bilesikleri, bir diyot dizisine
(HPLC-DAD, Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya) birlestirilmis ve HPLC ile belirlenmistir.
Tim numuneler filtrasyondan sonra HPLC-UV / Vis sistemine enjekte edilmistir.
Propolis 6zleri, 6nceden degassing yapilmis mobil faz % 0,1 formik asit/su (A) ve
% 0,1 formik asit/asetonitril (CH;CN) (B) kullanilarak bir C18 kolonu (2 yum x 2,1 x

50 mm) ile 215 nm’de analiz edilmistir.

Sekil 2.6 Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

TPC analizinde kullamilmak tiizere daha oOnce elde edilen ekstraktlar, oOnce
santrifiijlenmis ve Phenex-PTFE (4 mm, 0,45 m) siringa filtreleri (Phenomenex,
Torrance, CA, ABD) membran filtreden gecirilmis 1 mL stiziilmiis numune, bir HPLC
sisteminde (LC-20AD pompasi, SPDM20A DAD dedektorii, SIL-20A HT otomatik
ornekleyici, CTO-10ASVP kolon firini, DGU-20A5R degazdér ve CMB-20A iletisim
veri yolu modiilii; (Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya) cihaz programi ve kalibrasyon
kontrolii yapildiktan sonra kolona enjekte edilmistir. Ayrimlar, ters fazli bir kolon
(Intersil@ ODS C- 18, GL Sciences, Tokyo, Japonya) 250 mm x 4,6 mm uzunlugunda,
5 um parcacik boyutunda olup, mobil fazlar ¢oziici A (% 0,1 (v / v) asetik asit ile
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damitik su) ve ¢oziicii B (% 0,1 (v / v) ile asetonitril Gradyan eliisyonu % 10 B (0-2
dakika), % 10-30 B (2-27 dak),% 30-90 B (27-50 dak) ve % 90-100 B ( 51-60 dakika)
ve 63 dakika sonra baslangic kosullarina doner. Akis hizi 1 mL / dakika ve kolon
firin1 sicakligr 40°C olacak sekilde ayarlanmistir. Kromatogramlar 254-356 nm’de
kaydedilmistir. Tanimlama ve kantitatif analiz tutma siirelerine ve standart egrilere
gore yapilmistir. Tek tek fenolik miktarlarin sonucu, tiim numuneler i¢cin mg/L olarak
ifade edilmistir [[186].

Bu amac icin gallik asit, protokateknik asit, katesin, p-hidroksibenzoik asit, sirinjik,
ellajik, m-kumarik, o-kumarik, p-kumarik, krisin, kafeik asit, feriilik asit, mirisetin,
kuersetin ve kaempferole ait fenolik standartlari temin edilmistir. Uc¢ tekrarh
olacak sekilde yapilan calismada her bir 6rnek icin kromatogram elde edilmistir.
Kromotogramlarda yer alan piklere ait noktalar ornek icerigini ppm cinsinden
hesaplanmasina yardimei olmustur. Degerlerin altindaki sonuclar i¢cin mevcut degildir

ifadesi olarak “nd” kullanilmistir.

2.4.3 Propolisin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Propolislerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde, DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) serbest radikal giderim yontemi kullanilmistir [187]. Ekstrakte
edilmis ornekler 3 paralelli olarak 100 kat seyreltildikten sonra 0,1 mL o6rnek, 4,9
mL DPPH (0,025 g/L metanol) cozeltisi ile karistirilmistir. Kontrol olarak 6rnek
yerine ¢oOziicii olarak kullanilan etanol, dimetilsiilfoksit, propilen glikol ve distile su
kullanilmistir. Ornekler vortekslenmis ve 27°C’de 20 dakika karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda érneklerin, 517 nm’de UV- spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1800, Japonya) absorbansi okunmustur. Sonugclar antiradikal aktivite

(% ARA) degeri ve mg/L trolox cinsinden belirlenmistir.

2.5 Propolisin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Propolis Orneklerinin (ultrases uygulanan ve uygulanmayan); Escherichia coli
0157H7 (ATCC®43888), Listeria monocytogenes (ATCC@13932), Salmonella
typhimurium (ATCC(r)14028), Staphylococcus aureus (ATCC(r)29213),
Streptococcus mutans UA159 (ATCC(r)700610), Candida albicans (ATCC(R)
10251), Penicillium carneum (IBT14®O42),Aspergillus flavus (ATCC®15517)
ve Aspergillus niger (ATCC(r)9642) iizerine antimikrobiyal 6zellikleri calisiimistir.
Antimikrobiyal aktivite degerleri ve Orneklerinin etki ettigi minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde agar difiizyon metodu kullanilmistir. Calismada

kullanilan test mikroorganizmalar1 Namik Kemal Universitesi ve Yildiz Teknik
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Universitesi, Gida Miihendisligi Béliimleri Laboratuvarlarindan temin edilmistir.

2.5.1 Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi
2.5.1.1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan agar difiizyon yonteminde
oncelikle kiiltiirler aktiflestirilmistir. Kullanilacak olan mikroorganizma kiiltiirlerini
aktiflestirmede bakteriler icin Nutrient Agar (NA) ve Nutrient Broth (NB), mayalar
icin DRBC Agar (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar) ve kiif kiiltiirlerini
aktiflestirmek i¢in Patates Dekstroz Agar (Potato Dextrose Agar, PDA) ve Malt Extract
Broth (MEB) besiyerleri kullanilmistir.

Calismada bakteri kiiltiirleri (Escherichia coli 0157H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella Tyhpimurium, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans UA159)
icin kullanilacak olan steril NA besiyeri, 20 g/1000 mL saf su olacak sekilde erlen
mayerler icerisinde 500 mL hazirlanmis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize
edilmistir  Maya (Candida albicans) i¢in kullanilacak olan steril DRBC Agar
(Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar) besiyeri 31,6 g/L steril su olacak
sekilde 250 mL hazirlanmis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika siire ile sterilize

edilmistir.

Kiif kiiltiirleri i¢in kullanilan PDA (Patates Dekstroz Agar) besi yeri 39 g / 1000 mL saf
su orani goz oniine alinarak 500 mUlik hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri 121°C’de
15 dakika otoklavlanmistir. Otoklavdan alinan besiyerinin sicakligi 50 °C iken icerisine
7 mL steril tartarik asit ¢ozeltisi (% 10) ilave edilmistir. Otoklavlanan tiim besiyerleri
45°C sicakliga sogutulduktan sonra steril kabin icerisinde deneme desenine uygun
olarak hazirlanmis ve numaralandirilmis steril plastik petri kutularina 15 mL olacak

sekilde dokiilmiistiir.

Kiiltiirlerin aktiflestirilmesinde bakteriler icin steril NB besiyeri, 8,0 g/L saf su olacak
sekilde 100 mL hazirlandi. Hazirlanan NB besiyeri 5’er mL olacak sekilde tiiplere
dagitilarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Maya ve kiifler icin steril
MEB besiyeri, 17 g/L saf su olacak sekilde 100 mL hazirlanmuis ve tiiplere dagitildiktan
sonra, otoklavda 115 °C’de 10 dakika sterilize edilmistir.

2.5.1.2 Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Uretilmesi

Stok kiiltlirlerden alinan bakteri kiltiirleri, tek koloni diistirme yontemi ile NA
besiyerine ekilmis ve 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonunda petrilerde iireyen bakterilerden tek koloni alinarak icerisinde Nutrient
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broth bulunan tiiplere inokiile edilmistir. Inokiilayonun ardindan 37°C'de 24 saat
etiivde inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda nutrient brothda bulaniklik gézlenen
brothlar vortekslendikten sonra steril kabin icerisinde Onceden hazirlanan steril
NA besiyerlerine yine steril pipetler yardimi ile 100 pL alinarak homojen sekilde

yayilmistir. Ardindan 5-10 dakika siire ile oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Stok kiiltiirlerden alinan maya kiltiirii, tek koloni diisiirme yontemi ile DRBC
besiyerine ekilmis ve 27°C’de 72 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda petrilerde iireyen maya kiltiirlinden tek koloni alinarak icerisinde malt
extract broth bulunan tiiplere inokiile edilmistir. Inokiilayonun ardindan 127°C’de
72 saat etlivde inkiibe edilmis, bulaniklik gézlenen brothlar vortekslendikten sonra
steril kabin icerisinde 6nceden hazirlanan steril DRBC besiyerlerine yine steril pipetler
yardimi ile 100 uL alinarak homojen sekilde yayilmistir. Ardindan 5-10 dakika siire
ile oda sicakliginda kurumaya birakilmaistir.

Stok kiiltiirlerden alinan kif kiiltiirleri, tek koloni diisiirme yontemi ile PDA besiyerine
ekilmis ve 27°C’'de 72 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
petrilerde tireyen kiif kiiltiirtinden tek koloni alinarak icerisinde malt extract broth
bulunan tiiplere inokiile edilmistir. Inokiilayonun ardindan 27°C’de 72 saat etiivde
inkiibe edilmis, 72 saatin sonunda bulaniklik gézlenen brothlar vortekslendikten sonra
steril kabin icerisinde 6nceden hazirlanan steril PDA besiyerlerine yine steril pipetler
yardimi ile 100 uL alinarak homojen sekilde yayilmistir. Ardindan 5-10 dakika stire

ile oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

2.5.2 Agar Difiizyon Yontemi ile Propolis Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Ozel-
liklerinin Belirlenmesi

Bakteri kiiltiirleri icin 100 uL ekim yapilarak kurumaya birakilan Nutrient Agar (NA)
besiyerleri iizerine belli araliklarla 1 numarali korkbor ile delik agilmistir. Acilan
deliklere, 10’ar uL propolis ekstraktlar1 ve kontrol olarak propolis ekstraksiyonunda
kullanilan ¢oziiciiler ilave edildikten sonra 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, deliklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlari kumpasla

dlciilmiistiir. Olciilen zonlar mm cinsinden ifade edilmistir.

Maya kiiltiirii icin DRBC Agar (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar)
besiyeri {izerine ylizeye yayma metodu kullanilarak 100 uL ekim yapildiktan sonra
besiyeri iizerine belli araliklarla 1 numarali korkbor ile delik acilmistir.  Acilan
deliklere, 10’ar uL propolis ekstraktlar1 ve kontrol olarak propolis ekstraksiyonunda
kullanilan ¢oziiciiler ilave edildikten sonra 27 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda, deliklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlari kumpasla
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olciilmiistiir. Olciilen zonlar mm cinsinden ifade edilmistir.

Kiif kiiltiirleri icin PDA (Potato Dextrose Agar) besiyeri {izerine iizerine ylizeye
yayma metodu kullanilarak 100 uL ekim yapildiktan sonra besiyeri iizerine belli
araliklarla 1 numarali korkbor ile delik acilmistir. Acilan deliklere, 10’ar uL propolis
ekstraktlar1 ve kontrol olarak propolis ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciiler ilave
edildikten sonra 27°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
deliklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlar1 kumpasla &lciilmiistiir. ~ Olciilen
zonlar mm cinsinden ifade edilmistir. Tiim test mikroorganizmalarina karsi yapilan

antimikrobiyal aktivite deneyleri {i¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir.

2.5.3 Propolis Ekstraktlarinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin
(MiK) Belirlenmesi

Propolisin farkli c¢oziiclilerle yapilmis ekstraktlarinin  minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinin (MIK) belirlenmesinde, antimikrobiyal aktivite belirlemede
kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri ve besiyerleri kullanilmistir ~ Calismada
kullanilan mikroorganizma kiiltiirlerinin icerisinde gelismis oldugu steril besiyerlerine
belli araliklarla 1 numarali korkbor ile delik acilmistir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7 Propolis ekstraktlarinin test mikroorganizmalari tizerine minimum
inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi icin hazirlanan besiyerleri

Propolis ekstraktlar1 her bir ¢oziicii ve kullanilan yontem olmak {izere ayri1 ayri
107, 1072, 1073, 107, 10~ konsantrasyonlarda seyreltilerek hazir hale getirilmistir.
Hazirlanan farkli konsantrasyondaki ¢oziictilerin her biri ile birlikte kontrol olarak
ekstraktlardaki ¢oziicii maddelerden (etanol, DMSO, PG, distile su) 10’ar uL alinmustir.

Alinan numuneler steril kabin igerisinde uygun besi yerlerinde korkbor ile agilmis
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deliklere aktarilmistir. Aktarma isleminin ardindan ekstraktlarin minimum inhibisyon
konsantrasyonunun belirlenmesi icin besiyerleri bakteriler i¢in 37 °C’de 24 saat, maya
ve kiifler icin 27°C'de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
deliklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlar1 kumpasla 6lciilmiistiit. ~ Olciilen
zonlar mm cinsinden ifade edilmistir. Tiim test mikroorganizmalarina karsi yapilan

antimikrobiyal aktivite deneyleri iki tekrarl olarak calisilmistir.

2.6 Propolis Ekstraktlarinin Enkapsiile Edilmesi

2.6.1 Propolis Ekstraktlarinin Enkapsiilasyona Hazirlanmasi

Propolis ekstraktlarinin enkapsiilasyonunda yalnizca sulu 6rnekler kullanilmistir.
Diger Ornekler uygulanacak olan yonteme uygun olmadigi icin kullanimamistir.
Enkapsiilasyonda kaplama materyali olarak arap zamki kullanilmistir.  Her bir
sistemde 100 mL propolis ekstraktlarina 20 g arap zamki eklenmistir. Kontrol olarak
propolis 6rnekli ¢cozeltiler yerine saf su kullanilmistir. Sistemler Ultra-Turrax T18 (IKA,
Konigswinter, Germany) kullanilarak 15,000 rpm de 2 dakika boyunca homojenize

edilmistir.

2.6.2 Propolis Ekstraktlarinin Dondurarak Kurutucu (Freze Dryer) ile Enkap-

siile Edilmesi

Homojenize edilmis oOrnekler uygun kaplara alindiktan sonra —80°C’deki
dondurucuda 18 saat dondurulmustur. Dondurulmus iiriinler bu stirenin sonunda
dondurucudan alinarak dondurarak kurutucuda (Christ Beta 1-8 LSC plus, Almanya)
—60°C’deki serpantin sicakligi ve 0,1 mbar basin¢ta kurutulmustur (Sekil 2.8).
Kurutulmus haldeki tiriinler nem kapmamasi ve oksijen ile temasinin 6nlenmesi icin

uygun kaplara alinarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.6.3 Enkapsiile Edilmis Propolislerin Enkapsiilasyon Verimliliginin Belirlen-

mesi

Dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen sulu propolis ekstraktlarinin

verimliliginin belirlenmesinde, asagidaki esitlikten faydalanilmistir (Esitlik 2.1).

EV = (UM/KM) %100 2.1

EV: Enkapsiilasyon verimi (% ) UM: Son iiriin miktar1 (g) KM: Karisimdaki kurumadde
miktar1 (g)
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Sekil 2.8 Dondurarak kurutucu (Freeze Dryer)

2.6.4 Enkapsiile Edilmis Propolislerin Mikroyapisal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum sartlar kullanilarak iretilen enkapsiile propolislerin mikroyapisal
ozelliklerinin  belirlenmesi amaci ile Yildiz Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvarlarinda Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Ornekler,
dondurarak kurutucuda arap zamki tabakasiyla kaplandiktan sonra Zeiss EVO(r)
LS 10 model SEM (Almanya) cihazinda goriintiilenmistir. ~ Analiz i¢in kat1 toz

numunelerden 100 mg tartilarak gerceklestirilmistir.

2.7 Enkapsiile Edilmis Propolis Ekstraktlarinin Balda Kullanilmasi

Enkapsiile edilen propolis 6rnekleri model gida olarak cam balinda karistirilarak
kullanilmistir. Her bir kapsiile edilmis 6rnekten, karisimda % 0,1 % 0,3 ve % 0,5
oraninda kapsiillenmis propolis ekstrakti bulunacak sekilde, 100 g bala ilave edilmistir.
Ardindan 15000 rpm‘de 2 dakika Ultra-Turrax kullanilarak homojenize edilmistir.

Biitlin 6rnekler analizlere kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
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2.7.1 Baldaki Enkapsiile Edilmis Propolislerin Fenolik Ozelliklerinin Belirlen-
mesi

Enkapsiile edilmis propolis iceren balli karisimlarin, toplam fenolik madde miktarinin
belirlenmesinde Folin—Ciocalteu (FC) yontemi kullanilmistir [[185]]. Bu amag icin,
hazirlanan tiim enkapsiile propolisli balli karisimlar 1:10 oraninda saf su ile
seyreltilmistir. Seyreltilen 6rneklerden deney tiipii icerisine 500 uL konulduktan sonra
lizerine 2,5 mL 0,2 N Folin-Ciocalteu (FC) reaktifi ilave edilmistir. Bu islemden 3
dakika sonra, % 7,5 sodyum karbonat (Na,CO;) cozeltisinden 2 mL ilave edilip,
30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak
Ornek yerine ¢oziicli olarak saf su kullanilmistir. Bu siire sonunda, 6rneklerin 760
nm’de UV- spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800, Japonya) absorbansi okunmustur.
Calisma {i¢ paralelli yapilmis olup, sonuclar mg/L GAE (gallik asit esdegeri) cinsinden

belirlenmistir.

2.7.2 Baldaki Enkapsiile Edilmis Propolislerin Antioksidan Ozelliklerinin Belir-
lenmesi

Enkapsiile edilmis propolis iceren balli karisimlarin, antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) serbest radikal giderim
yontemi kullanilmistir [[187]]. Bu amac i¢in, hazirlanan tiim enkapsiile propolisli
balli karisimlar 1:10 oraninda saf su ile seyreltilmistir. Seyreltilen 6rneklerden daha
sonra 0,1 mL alinarak, 4,9 mL DPPH (0,025 g/L metanol) cozeltisi ile karistirilmas,
kontrol olarak 6rnek yerine ¢éziicii olarak saf su kullanilmistir. Ornekler vortekslenmis
ve 27°Cde 20 dakika karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iic
paralelli calisilan 6rneklerin, 517 nm’de UV- spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800,
Japonya) absorbansi okunmustur. Sonuclar antiradikal aktivite (% ARA) degeri ve

mg/L trolox cinsinden belirlenmistir.

2.7.3 Baldaki Enkapsiile Edilmis Propolislerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Be-

lirlenmesi

Enkapsiile edilmis propolis iceren balli karisimlarin, Escherichia coli 0157H7
(ATCC®43888), Listeria monocytogenes (ATCC®13932), Salmonella
typhimurium (ATCC®14028), Staphylococcus aureus (ATCC®29213),
Streptococcus mutans  UA159 (ATCC®700610), Candida albicans
(ATCC®10251), Penicillium carneum (IBT14®042), Aspergillus flavus
(ATCC@15517) ve Aspergillus niger (ATCC®9642) lizerine antimikrobiyal
ozellikleri calisilmistir. Antimikrobiyal aktivite degerlerinin belirlenmesinde agar

difiizyon metodu kullanilmistir.
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Hazirlanan Escherichia coli 0157H7 (ATCC®43888), Listeria monocytogenes
(ATCC®13932), Salmonella typhimurium (ATCC®14028), Staphylococcus
aureus (ATCC®29213) ve Streptococcus mutans UA159 (ATCC®700610)
kiiltiirleri icin 100 uL ekim yapilarak kurumaya birakilan Nutrient Agar (NA)
besiyerleri tizerine belli araliklarla 1 numarali korkbor ile delik acilmistir. Acilan
deliklere, 1:10 oraninda saf su ile seyreltilmis enkapsiile propolisli balli karisimlardan
10’ar ul. ve kontrol olarak saf sudan 10 uL ilave edildikten sonra 37°C'de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, deliklerin cevresinde olusan
inhibisyon zonlar1 kumpasla olciilmiistiir. ~ Olciilen zonlar mm cinsinden ifade

edilmistir.

Maya kiiltiiri icin DRBC Agar (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar) besiyeri
lizerine ylizeye yayma metodu kullanilarak 100 uL ekim yapildiktan sonra besiyeri
izerine belli araliklarla 1 numarali korkbor ile delik acilmistir. Acilan deliklere 1:10
oraninda saf su ile seyreltilmis enkapsiile propolisli balli karisimlardan 10’ar uL ve
kontrol olarak saf sudan 10 uL ilave edildikten sonra 27°C’de 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, deliklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlar1

kumpasla élciilmiistiir. Olciilen zonlar mm cinsinden ifade edilmistir.

Kiif kiiltiirleri icin PDA (Potato Dextrose Agar) besiyeri iizerine iizerine ylizeye yayma
metodu kullanilarak 100 uL ekim yapildiktan sonra besiyeri tizerine belli araliklarla
1 numarali korkbor ile delik acilmistir. Acilan deliklere, 1:10 oraninda saf su
ile seyreltilmis enkapsiile propolisli balli karisimlardan 10’ar uL ve kontrol olarak
saf sudan 10 uL ilave edildikten sonra 27°C'de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, deliklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlari kumpasla

dlciilmiistiir.Olciilen zonlar mm cinsinden ifade edilmistir.

Tim test mikroorganizmalarina karsi yapilan antimikrobiyal aktivite deneyleri ii¢

tekrarh olarak calisilmistir.

2.7.4 Enkapsiile Propolis ilave Edilmis Ballarin Duyusal Analizi

Dondurarak kurutma yontemi ile enkapsiile edilmis propolis ekstraktlar1 balda
denenerek panelistlerin begenisine sunulmustur. Bu amagla higbir islem
uygulanmamis ve enkapsiile edilmis propolis iceren balli karisim 6rnekleri koku, renk,
tat ve doku acisindan degerlendirilmistir. Duyusal analiz, Yildiz Teknik Universitesi
Gida Miihendisligi Boliimii'nde hem lisansiistii 6grenciler hem de 6gretim iiyeleri
arasindan secilen 10 panelist tarafindan gerceklestirilmistir. Degerlendirme skalasi;
5. miikemmel, 4: iyi, 3: kabul edilebilir, 2: kotii (neredeyse kabul edilemez), 1:
kabul edilemez seklinde kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirilen 6rneklerin
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sonuclar1 tabloda gosterilmistir.

2.8 Istatiksel Analiz

Propolis ekstraksiyonunda optimum kosullarda ekstraktlarin elde edilmesi i¢in yiizey
yanit yontemi (RSM) iceren Design-Expert 7.0.0 yaziliminda Box-Behnken dizayni
kullanilmigtir. Bu yontem kullanilirken propolis ekstraksiyonunun {ii¢ faktorlii-ii¢
seviyeli deneysel tasarimi ve optimum ekstraksiyon yontemleri belirlenmeye
calisilmistir. Dizayndaki ti¢ faktor ve seviyeleri; ekstraksiyon sicakligi: -1 (30°C), O
(45°C), 1 (60°C), ekstraksiyon siiresi: -1 (1 dakika), 0 (2 dakika), 1 (3 dakika) ve
ultrases giicii: -1 (250W), 0 (500W), 1 (750W) olarak belirlenmistir. Kullanilan her
bir ¢oziicii i¢cin 17 kombinasyon elde edilmistir. Dizaynda yanit olarak toplam fenolik
bilesen icerine (mg/L Gallik asit esdegeri) bakilmistir. Sonuglara regresyon ve varyans
analizi (ANOVA) uygulanmis ve ii¢ boyutlu grafikler elde edilmistir.

Ekstraksiyon yontemleri ve c¢oOziicii tiplerinin TPC, DPPH ve fenolik bilesikler
tizerindeki etkisi ANOVA ile belirlenmistir. Tiim analizler ti¢ kez ve ortalama olarak
yapilmis ve standart sapmayla birlikte verilmistir. Ortalama degerleri karsilastirmak
icin Duncan c¢oklu test araligi kullamildmistir. P <0,05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler, Statistica yazilim programi (StatSoft

Inc., OK, ABD) kullanilarak yapilmaistir.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Propolis Ekstraktlarinin Spektroskopik Metotlar ile Karakter-
izasyonu

3.1.1 FTIR Spektroskopisi ile Propolis Ekstraktlarinin Karakterizasyonu

Propolis Orneklerinin klasik ¢oziicii ve optimum ultrases destekli ekstraktlarina ait
toplam sekiz 6rnegin FTIR spektrumlari, ATR teknigi ile 4000-650 cm™! dalga
boyu araliginda FTIR spektrometresi ile elde edilmistir (Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3,
Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7, ve Sekil 8). Propolis ornekleri ¢oziiciiye ve
uygulanan ekstraksiyon yontemine bagl olarak farkl karakteristik 6zelliklerdeki FTIR
spektrumlarina sahiptirler. Farkli propolis numunelerinde yaklasik olarak ayni dalga
boyu araligindaki bantlar da tanimlanmistir. Bu nedenle, fenolik bilesikleri ayirt
etmek icin spesifik bantlar1 incelemek gerekir. Ozellikle C - OH, C = O, C = C ve
CH titresimleri, fenolik bilesikler icin FTIR spektrumunun degerlendirilmesinde ¢ok
faydali bilgiler saglayabilir.

Propolis ekstraktlarinin spektrumlarinda alifatik C — H ve OH emilimini iceren
4000-2000 bolgesinde gozlemlenen bant, polifenolik bilesikler hakkinda sinirli bilgi
vermektedir. Etanollii ve propilen glikollii propolis ekstraktlarinda 3500 cm™!
bolgesinde, OH fonksiyonel grubunun emilimini temsil eden ¢ok yogun bir bant
mevcuttur [|188]]. Bu bant propolislerde ¢o6ziicii olarak kullanilan alkollerden

kaynaklanmaktadir.

! ve 3273 cm™! bolgesinde

Propolis ekstraktlarinin sulu ¢ozeltilerinde 3366 cm™
hidroksil (OH) gruplaryla ilgili olan alanda, 3315 cm™’de [[189] bir bant mevcuttur.
Bu bant propolislerde ¢oziicii olarak kullanilan sudan kaynaklanmaktadir. 3000-2800
cm™! arahgi ise, C - H'nin asimetrik ve simetrik germe modlarina bagl bantlarin yani

metil ve metilen gruplarinin bulundugu bolgedir [[117]].

Propolislerin farkli céziiciilerdeki 1634 cm™', 1635 cm™, 1637 cm™' ve 1639
cm~Vde bulunan bantlar karbonil grubunun gerilme titresiminden olusan C = O,

45



3533470

2976150

paciian]

\,u \ M )

1634439

| I'\ /

M/ l'n

B

‘ 1042511

819,011

# ‘ T

ARt
W/ WY m.le [

CM-1

1000 650.0

Sekil 3.1 Propolisin etanollii klasik ¢6ziicii ekstraksiyon 6rneklerinin FTIR ile
belirlenen spektrumlari

0.0511_

0.048
0.046
0.044
0.042
0.040

0.038
0.036
0.034 ]
0032
0.030
0028
0.026 ]
0.024 ]
0.022
0.020
0.018
0.016
0.014
0012
0.010
0.008
0.006
0.004
0.002

3336.281

1293630

V| J
KKJJJ

|

1634 814

137IER

1453873

3
w17

919.053

bt b

0.0005
4000.0

3000

W/
| /J
.
| S, .
2000 1500
CM-1

1000 650.0

Sekil 3.2 Propolisin etanollii ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin FTIR ile
belirlenen spektrumlari

46



0.1235_
0.120 ]

0115
0.110 ]

1058370

0.105 | |

0.1004

0.085 4 ‘

0.080 |

0.085 |

0.080 ‘

0.075
.00 |
0.065

4 008y BSLEN gt |

0.0554 1371.639

0.050 4 A ‘

0.045 |

0.040 "

0.035
0.030 | | |
0.025 | . | | ‘ l \
2211‘2: I|I || 1310132 | | |||I l ’|
s \i U\ U \( | 'U | | |||r,
5| L \ \ A
wl M N M N
3000 2000

-0.000:
4000.0 3

T 1
1500 1000 650.0
CM-1

Sekil 3.3 Propolisin DMSO’lu klasik ¢oziicii ekstraksiyon orneklerinin FTIR ile
belirlenen spektrumlari

0.1120_
0.105 /\
1038370

0.100 '
0.095 |
0.000 ‘
0.085

0.080 | |
0.075 |
0.070 ‘
0.065 |
1437.961

0.060 |
nne?

0.055 ]

0.050
0.045 ] ‘

0.040 | |.|\

0.035 ]

|
o | \ 697304

0.025 | | | .
0020 2999808 I | ‘ 08y

0.015 J ‘ I|| I\. | | ||” r ’|
0.010 1639.207 ! | |

§ i\ ’h u ) [\ I |I
0.005 Vi | . 1:.: / Y I| |
-0.0001 fb_/\ _A/II \A——/\J'I W : /\/ h\—/\/ Ao l'l,' hﬂ]'n.

T
4000.0 3000 2000 1500 1000 G30.0
CM-1

Sekil 3.4 Propolisin DMSO’lu ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin FTIR ile
belirlenen spektrumlari

47



0.1071_

0.100 4
0.085 |
0.080 |
0.085 4
0.080 4
0.0754
0.070 ]
0.065 |
0.060 4
0.055 4
& 0.0504
0.045 |
0.040 ]
0.035]
0.0304
0.0254
0.020 ]
0.015 ]
0.010 ]

0.005 4

2042636

\ Y -
,"I \'L,_/’II \d\_m JU |IL_._ A/k/ /

1040.528

1375.583

| |
A f
| | 1 133.?33||
| | |

|

990.381

919.105

‘ 837326

|| || |I| I|
II| I\ll . | ||ull
/ L.

1404;\ |
\

‘ T49.505

|
\ |‘I, I|||
VWL

Il
|
||l|| J

||
|

0.0002
4000.0

T
1500
CM-1

1000 650.0

Sekil 3.5 Propolisin PG’li klasik ¢oziicli ekstraksiyon 6rneklerinin FTIR ile belirlenen

0.0960_

0.090 4
0.085 ]
0.080
0.075 ]
0.070 ]
0.065 4
0.060 ]
0.0554
0.0504
0.045 |
0.040 4
0.035 4
0.030 ]
0.0254
0.020 ]
0.015 |
0.0104

0.005 ]

spektrumlari

1375.610

Tr53.660

1048177

918958

0.0000 j=

1000 6500

Sekil 3.6 Propolisin PG’li ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin FTIR ile

belirlenen spektrumlari

48



0300 311353

0.18
0.16 |
1637603

0.14

0.12 |

0.10

0.08

0.06 |
2139.789

0.04

0.02 |
_../\I
1000 650.0

0.000 i i i
4000.0 3000 2000 1500
cm-1

Sekil 3.7 Propolisin sulu klasik ¢oziicti ekstraksiyon orneklerinin FTIR ile belirlenen
spektrumlari

0.290_
0.28 | 1\

0.26 |
0.24
. | |
0.22 | | |
0.20 | |
0.8 |
|
0.16 |
| 1637.539
A 014 | |
0.12 ] | |
I

0.10 | |
[

0.06 |
| 1
i
| |
\

| \ |
0.04 f [

1
) | I'I\ 2128 601 { |
= |I \1 IIl
0.02_ .I '.\ }1
o O Bl i
30‘00 30‘00 DI(H) ﬂSIUU
m-1

0.000 f=——= .
1500

Sekil 3.8 Propolisin sulu ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin FTIR ile
belirlenen spektrumlari

49



aromatik halkalarin gerilmesinden olusan C = C ve NH’nin asimetrik biikiilme titresimi
bantlarinin bulundugu boélge 1680-1600 cm™! arasindadir [[188, [190]. Bu bant
flavonoidleri ayirt etmede ¢ok 6nemlidir. Bu bant tiim ¢oziiclilerde gézlenmistir. Ayni
bantlar, Kiiba kirmizi propolislerinde de mevcuttur [[191]. Bu baglar propolisteki
aromatik halkalari [[192]], flavonoidler ve amino asitleri [[193]], kafeik asit ve tiirevlerini

[[194] ve lipit ve flavonoidlerin varligini ortaya koymaktadir.

Sulu céziiciiler disindaki propolis ekstraktlarinda goriilen 1437-1443 cm™! arasindaki
bantlar C - Hnin (CH;, CH,) biikiilme (&) titresimi, flavonoidler ve aromatik
halkalarla iliskili olabilir [[195]. PG'li propolis ¢6zeltilerinde bulunan 1268 cm™’deki
bant, hidroksiflavonoidler gibi C-O poliol grubunun titresiminden kaynaklanmaktadir
[196].

1375 cm~Vdeki bant, fenol halkasinin C-OH deformasyon titresimi ile ilgilidir. 1300
ve 1000 cm™! arasindaki bantlar, cogunlukla propolis ekstraktlarinda bulunan fenolik
asitler ve flavonoidlerdeki fonksiyonel grup olan alkoller, eterler, esterler ve karboksilik
asitlerden kaynaklanan C — O germe ve C-OH biikiilmesini temsil eder [[191,(197-201]]
1060-1040 cm V’deki bant aralig: lipitler ve alkol gruplar (ikincil alkoller, C-O’nun

gerilmesi ve C-OH’nin biikiilmesi) olustugu diisiiniilmdstiir [[189]].

900-690 cm™! araliginda, fenolik bilegiklere bagh olarak aromatik halkalardan C —
Hnin gerilme ve biikiilme titresimleriyle ilgili bantlar goriilebilir [202, 203]. Bu
fonksiyonel gruplarin polifenollerin kimyasal yapilar1 tizerindeki varligi ve dagilimi
antioksidan oOzelliklerine ve biyoyararliliklarina etki eder. Bu nedenle FT-IR,

propolisten ekstrakte edilen fenolik bilesiklerin tanimlanmasinda kullanilabilir.

Elde edilen spektrumlara bakildiginda kullanilan ayni propolis 6rnegi icin farkliliklarin
gozlenmesi bilesen icerigindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu farkliliklar:
ortaya cikaran ekstraksiyon islemi icin kullanilan c¢oziicliler ve ekstraksiyon
yontemleridir. Bu islem sayesinde propolise uygulanacak olan -ekstraksiyon
islemlerinde secilen ¢6ziiciiniin ve ektraksiyon yonteminin propolisin bilesen icerigine

onemli etkisi oldugu saptanmustir.

3.1.2 Raman Spektroskopisi ile Propolis Ekstraktlarinin Karakterizasyonu

Molekiiler titresimlerin o6lc¢iildiigli Raman spektrometresinde, propolisin iceriginde
bulunan kimyasal bilesenlerin tespiti ve bag yapilar1 hakkinda bilgi edinilmektedir.
Calisma kapsaminda Raman Spektroskopisinin kullanilmasinin nedeni ATR FTIR
teknigi kullanilarak tespit edilemeyen spektral bilgiye ulasabilmektir. ATR FTIR

teknigi kullanilarak propolisler c¢oziiciilere gore ayirt edilebilse de parmak izi
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olusturmas: bakimindan spektral bantlar tespit edilememistir Bu nedenle Raman

spektroskopisinden faydalanilmaistir.

Propolis Orneklerinin klasik ¢oziicii ve optimum ultrases destekli ekstraktlarina ait
toplam sekiz 6rnegin Raman spektroskopisindeki spektrumlar: ayr1 ayr1 belirlenmistir
(Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15,
Sekil 3.16). Propolisin etanollii ¢oziiciideki spektrumlar literatiirde bulunmaktadir
[118]]. Ancak propoliste kullanilan farkli ¢oziiciilere gore spektral 6zellikler farklilik
gostermektedir. Ozellikle DMSO’lu ¢oziiciilii propolislere ait spektrumlarin diger
¢oziiciilerde coziinen ham propolislerin spektrumlarindan daha fazla pike sahip
oldugu belirlenmistir.

Ekatraksiyonda ultrases desteginin kullanilmasinin etkileri Raman cihazindan elde
edilen spektrumlarda kendini ortaya koymaktadir. Ultrases destekli ekstraksiyon
sayesinde propolis icerisindeki bilesenler daha iyi ¢oziinerek spektrumda farkli pik
olusturmuslardair.
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Sekil 3.9 Propolisin etanollii klasik ¢oziicii ekstraksiyon 6rneklerine ait Raman
spektrumu
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Sekil 3.10 Propolisin etanollii ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerine ait Raman
spektrumu
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Sekil 3.13 Propolisin PG’li klasik ¢oziicli ekstraksiyon orneklerine ait Raman
spektrumu
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Sekil 3.14 Propolisin PG'li ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerine ait Raman
spektrumu
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Sekil 3.15 Propolisin sulu klasik ¢oziicti ekstraksiyon 6rneklerine ait Raman
spektrumu
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Sekil 3.16 Propolisin sulu ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerine ait Raman
spektrumu

53



Bio-Rad Laboratories Informatics Division programu ile yapilan degerlendirmeye gore
1380-1265 cm ™! araligi C—N’nin giiclii ve orta seviyedeki gerilme baglarini, 1300-900
cm ™t arahigi C—F degisken ve giiclii gerilme baglarini, 1025-870 cm™* araligi P—O—P
giiclii gerilme baglarini, 970-920 cm™! aralig1 Si — O giiclii gerilme baglarini, 920-820
cm~! aralig1 Si—F giiclii gerilme baglarini, 945-915 cm™! aralig1 Si—F giiclii simetrik
olmayan gerilme baglarini, 910-870 cm™"! aralig1 Si — F’nin orta seviyedeki simetrik
gerilme baglarini, 880-800 cm™! aralig1 O — O zayif gerilme baglarini ve 800-580 cm ™
araligi1 P = S’nin degisken gerilme baglarini ifade etmektedir. Buna gore propolisin
etanollli 6rnekleri; aminler (Ph — N — (R),), halojenler (C — F), fosforlu bilesenler
(P—O—P, P = 8), silikon bilesikleri (Si—O—Ph, (R);Si—F), (R),SiF,) ve peroksitler
(R— 0O —0 —R) gibi fonksiyonel gruplari icermektedir.

Propolisin DMSO’lu 6rnekleri; aminler (Ph—N —(R),), fosforlu bilesenler (P —O —P,
P = S), silikon bilesikleri (Si—O—Ph, (R);Si—F) ve eterler (5 halka eterler) gibi daha
az sayida fonksiyonel gruplari icermektedir. Propolisin PG’li 6rnekleri incelendiginde
ise etanollii 6rneklere benzemekte oldugu ve aminler (Ph—N —(R),), halojenler (C —
F), fosforlu bilesenler (P — O — P, P = S), silikon bilesikleri (Si — O — Ph, (R);Si —
F) ve peroksitler (R— 0O — O —R) gibi fonksiyonel gruplar1 icerdigi tespit edilmistir.
Propolisin sulu 6rnekleri ise fonksiyonel grup olarak sadece aminleri (Ph—N — (R),)

bulundurmaktadir.

Propolis orneklerinin Raman cihazi1 ile karakterizasyonu yapilmasi ile propolis
ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciilerin propolisin bilesen iceriginde farkliliklara
yol actig1 goriilmektedir. Bunun esas nedeni kullanilan her ¢oziiciiniin propolis
icerisindeki bilesenleri ¢6zme yeteneginden kaynaklanmaktadir. =~ Raman cihaz
sayesinde kullanilan farkli coziiciilere ait propolis ekstraktlarinin parmak izi

belirlenmistir.

Raman spektrometresinde, propolisin farkli c¢oziiciilere ve yontemlerle yapilan
ekstraklarinin karakterizasyonu sonucunda literatiire propolisin DMSO, PG ve sulu
ekstraktlarina ait spektrumlarda eklenmis ve propolis icin yeni parmak izleri
olusturulmustur. Raman spektroskopisi ile elde edilen sonuclar ¢alismadaki ATR FTIR
teknigi ile yapilmis olan karakterizasyon sonuclarin1 desteklemis ve farkli spektral

bantlar tespit edilmesine olanak saglmistir.
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3.2 Propolis Ekstraktlarinin Biyoaktif Bilesen Icerigi

3.2.1 Propolis Ekstraktlarinin Toplam Fenolik Madde icerigi

3.2.1.1 Propolisin Klasik Coziicii Ekstraksiyonu ile Elde Edilmis Ekstraktlarinin
Toplam Fenolik Madde icerigi

Propolisin en biiyiik oransal bileseni olan fenolik madde miktarinin tespiti icin
kullanilan c¢o6ziicii ve yontemlerin etkisi belirlenmistir. ~Propolisin klasik ¢oziicii
yontemi ile ekstraksiyonu sonucu etanollii ekstraktindaki toplam polifenol icerigi
48,35 mg GAE/ 100 g propolis, DMSO’lu ekstraktindaki toplam polifenol icerigi 35,67
mg GAE/ 100 g propolis, propilen glikollii ekstraktlarindaki toplam polifenol icerigi
12,71 mg GAE/ 100 g propolis ve distile sulu ekstraktlarindaki toplam polifenol igerigi
1,65 mg GAE/ 100 g arasinda degisen degerlerde bulunmustur (Tablo 3.1). Bu bilgiler
dogrultusunda propolisin fenolik iceriginin en fazla etanollii ¢oziiclide ¢6ziindiigi
tespit edilmistir. Etanolii sirasiyla DMSO, PG ve distile sulu ¢oziict kullanilan propolis

ornekleri izlemistir.

Tablo 3.1 Farkli ¢oziiciilerle klasik ¢oziicli yontemi ile ekstrakte edilmis propolis
orneklerinin toplam fenolik bilesen icerigi

Kullanilan S, .
coziicil Toplam Fenolik Bilesen (mg GAE)/ 100 g propolis)
Etanol 48.35°
DMSO 35.67°

PG 12.17¢
DS 1.658¢

Propolisin toplam fenolik iceriginin belirlenmesi icin yapilan c¢alismalarin bir cogu
propolis icin en etkili ¢oziicii oldugu diisiiniilen etanol ile yapilmistir. — Etanol
kullanilarak yapilan bu ¢alismalarda Brezilya’daki farkli renklere sahip propolislerin
toplam fenolik bilesen iceriginin 55.74-91.32 mg GAE/ g propolis arasinda degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir [204]].

Rivera-Yafiez ve arkadaslarinin Meksika propolisleri ile yapmis oldugu calismada
propolislerin etanollii ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen icerigi 314 mg GAE/g
propolis olarak belirlenmistir [205]]. Yavuz'un 2011 yilinda yapmis oldugu diger bir
calismada Tiirkiye'nin degisik bolgelerinden toplanan etanollii propolis 6rneklerinin
toplam fenolik madde miktarlarlar1 180.89-270.22 mg GAE/g propolis olarak
bulunmustur [[153]]. Azerbaycan’da ise propolis ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen
icerigi 10.94-79.23 mg GAE/g propolis oldugu rapor edilmistir [[206]].

Etanol disinda kullanilan ¢oziiciilerin toplam fenolik madde igerigine etkisi icin

yapilan calismalar incelendiginde Tiirkiye’de farkli bolgelerden toplanan propolislerin
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DMSO, aseton, gliserol ve su ile yapilan ekstraksiyonu sonucunda toplam fenolik
bilesen icerigi sirasiyla 141.17 (mg GA/g propolis), 100.49 (mg GA/g propolis), 88.75
(mg GA/g propolis) ve 19.67 (mg GA/g propolis) olarak hesaplanmistir [76]].

Kubiliene ve arkadaslarinin Litvanya bolgesinden topladigi propolislerin ekstraksiyonu
icin kullandig1 etanol, su ve zeytinyag: gibi farkli ¢oziiciiler sonucunda ekstraktlarin
toplam fenolik bilesen icerigi sirasiyla 12.7, 1.6 ve 0.5 mg/mL GAE olarak ifade
edilmistir [147]].

Calismalara bakildiginda propolislerin toplandigi cografi konum, iklim ve bitki ortiisti
gibi etmenlerden dolay1 toplam fenolik madde iceriginin degiskenlik gosterdigi
sOylenebilir. Ayni propolisler tizerine yapilan calismalarda ise kullanilan ¢6ziiciilerin
etkisine rastlanilmaktadir. Coziicli icin kullanilan maddenin farkli olmasi diger
calismalarda oldugu gibi bu calismada da ekstraktlarin toplam fenolik madde
iceriginde farkliliklara neden olmustur. Literatiirdeki caligmalar ile yapilan calisma
sonucu elde edilen klasik ¢oziicii yontemine ait toplam fenolik bilesen icerigi bulgular
karsilastirildiginda toplam fenolik madde iceriginin daha diisiik diizeyde oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeni ekstraksiyon sirasinda c¢oziicii disinda kullanilan
yontem, sicaklik ve siire gibi parametrelerin propolis ekstraktlarinin toplam fenolik

madde icerigi izerinde etkili olmasidir.

3.2.1.2 Propolisin Ultrases Destekli Ekstraksiyonu ile Elde Edilmis Ekstrakt-
larinin Toplam Fenolik Madde icerigi

Propolisin ultrases destekli ekstraksiyonuna iliskin, RSM’den elde edilen 17 6rnekli
dizaynina ait toplam fenolik bilesen sonuclar1 Tablo 2’de yer almaktadir. Tablo 3.2’de
yer alan verilere gore propolisin etanollii ekstraktlarindaki toplam polifenol icerigi
78.26 — 140.58 mg GAE / 100 g propolis, DMSO’lu ekstraktlarindaki toplam polifenol
icerigi 76.07 — 119.32 mg GAE/ 100 g propolis, propilen glikollii ekstraktlarindaki
toplam polifenol icerigi 12.71 - 38.52 mg GAE/ 100 g propolis ve distile sulu
ekstraktlarindaki toplam polifenol icerigi 1.01 — 3.30 mg GAE/ 100 g arasinda degisen

degerlerde bulunmustur.

Ultrases destekli ekstraksiyon sonucglarina bakildiginda c¢oziiciiler arasindaki en
yiliksek toplam fenolik icerigin etanollii ekstraktlara ait oldugu goriilmektedir.
Etanollii ekstraktlar1 DMSO, PG ve distile sulu propolis ekstraktlarinin takip ettigi
belirlenmistir. ~ Yapilan hesaplamalarda distile su disindaki ekstraktlarin diger

coziiciilerle kiyaslandiginda 6nemli 6l¢tide diisiik oldugu goriilmektedir.

Tablo 3.1 ve Tablo 3.2 beraber degerlendirildiginde, ultrases ile yapilan
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Tablo 3.2 Farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilmis ultrases destekli propolis 6rneklerinin
toplam fenolik bilesen icerigi

Siire Sicaklik Ultrases giicii DS Etanol DMSO PG

Z
e

(dak)  (°C) W)

1 1 60 500 1.88 97.07 76.07 22.2
2 1 45 250 1.36 92.68 80.36 17.38
3 1 30 500 1.01 7826 78.24 12.71
4 2 45 500 2.19 108.77 111.64 28.06
5 2 45 500 2.15 108.57 110.87 28.33
6 2 60 250 2.28 113.49 112.93 18.85
7 2 60 750 3.19 132.84 119.32 38.52
8 1 45 750 1.59 94 87.26 18.18
9 2 45 500 2.28 106.16 110.11 27.66
10 2 30 250 1.19 85.76 84.81 13.11
11 2 45 500 2.35 108.03 101.64 28.46
12 3 30 500 244 129.8 110.73 35

13 3 60 500 3.30 140.58 125.60 35.92
14 2 45 500 2.47 108.43 116.01 24.73
15 2 30 750 2.03 126.59 104.73 21.24
16 3 45 750 3.18 136.47 118.98 27.65
17 3 45 250 2.87 101.49 105.87 22.72

ekstraksiyonun klasik ¢oziicii yontemi ekstraksiyonuna gore propolisin toplam fenolik
icerigi lizerindeki etkinligi oldukca yiiksektir. —Kati-sivi ekstraksiyonu ultrasesle
desteklendiginde, ekstraksiyon uygulamalarinin olasi faydalari; kiitle transferinin
hizlandirilmasi, temas ylizey alanini artirarak kabuk matrisine gelismis coziicl
penetrasyonudur. Bilesenlerin yakinindaki kavitasyon kabarciklarinin ¢okmesinin,
¢Oziiciiniin ultrases yoluyla matrikse iyi niifuz etmesi ile birlikte ¢6ziinmenin

hizlanmasi gerceklesmistir [[207]].

Ayni coziiciilerin kullanildigi ultrases destekli ekstraksiyondaki propolisin toplam
fenolik bilesen icerigi, klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda elde edilen toplam fenolik
bilesen icerigi ile kiyaslandiginda etanol ve DMSO c¢oziiciilerinin ultrasesle
desteklendiginde cok daha yiiksek miktarda fenolik bileseni ¢6zdiigii belirlenmistir.
Ayrica propolisin PG ve distile su kullanilan ekstraktlar1 ultrasesle desteklendiginde
elde edilen en diisiik degerlerin klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen degerlerle
yakin oldugu gorilmiistii. =~ Ancak ultrases destekli ekstraksiyonda kullanilan
parametreler degistikce PG ve distile su kullanilan ekstraktlarda klasik coziici

ekstraksiyon yontemine gore artis meydana gelmektedir.

Her c¢oOziicii uygulamasi icin, farkli ekstraksiyon parametrelerinin TPC degeri
tizerindeki etkisi kuadratik modelle modellenmistir. Ekstraksiyon parametrelerinin

TPC degeri iizerindeki 6nemini gostermek icin varyans analizi yapilmistir. 0.05’in
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altindaki p degeri ekstraksiyon parametrelerinin TPC degeri tizerinde anlaml bir etkisi
oldugunu gostermistir. Propolisin ultrases destekli farkli ¢coziiciilerdeki ekstraksiyonu
lizerine ekstraksiyon siiresi (A), ekstraksiyon sicakligi (B) ve ultrases giiciiniin (C)
etkileri incelenmistir (Tablo 3.3). Her bir ¢6ziicii uygulamasinda, model etkisi anlaml
(p <0.01) ve uyum eksikligi degerleri 6nemsiz bulunmustur. 0.0500’den kiiciik
"Prob> F" degerleri model terimlerinin énemli oldugunu gosterir.

Tablo 3.3 Farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilmis ultrases destekli propolis
ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen icerigi

Regresyon Etanol DMSO PG DS

Katsayilant ~ Nean F P Mean F p Mean F o Mean F p
sguare sguare sguare square

Model 34827 1208 00017 409.44 943 00037 8418 405 00393 079 19.06 0.0004

A 26765 5898 00001 24238 5585 00001 32283 1542 00057 443 10671 <00001

B 50514 1113 00123 38378 884 00207 139.70 667 00363 198 7.74 0.0002

& 11635 2564 00015 26819 618 00419 14033 671 00359 0.66 15.81 0.0054

AB 1612 036 05699 7239 167 02370 1836 0.88 03802 25%10°  6.028%10* 09811

AC 28325 624 0.0411 9.64 022 06518 426 020  0.6654 1.6*10° 0.039 0.8499

BC 11335 254 01549 4577 105 0338 3329 130 02477 1225%10° 0.030 0.8684

AZ 711 060 04649 40051 944 0.0180 626 030 06016  2957*10° 0.071 0.7972

B? 15021 331 01117 2699 062 04562 022 0011 09213 0.046 110 03295

C2 200 0046 08360 1812 042 05388 9486 453 00708 5.568*10° 0.013 09110

Lack of 10439 9302 00004 6478 237 02118 4565 1900 00079 0.075 456 0.0884

fit

R2? 0.9395 09238 08389 0.9608

Adj-R2 0.8618 08259 06317 09104

Etanol uygulamasinda, R* ve Adj-R? degerleri sirasiyla 0.9395 ve 0.8618 olarak
belirlenmistir. ~ Bu, kuadratik modelin, model parametrelerinin TPC {izerindeki
etkisini basariyla modelledigini gostermektedir. Model parametrelerinin etkilesimini
inceledigimizde sadece zaman ve gii¢c etkilesimi anlamli bulunmustur. Model
parametrelerinin diger etkilesimleri ve kuadratik etkileri 6nemsiz bulunmustur (p>
0.05).

DMSO uygulamasinda R? ve adj-R?> degerleri sirasiyla 0.9238 ve 0.8259 olarak
bulunmustur. Model parametrelerinin etkilesimleri 6nemsizken, dogrusal etkileri
onemlidir. Ayrica DMSO’da ekstraksiyon stiresinin kuadratik etkisi anlamli
bulunmustur. PG ve su uygulamalarinda R? degerleri 0.8389 ve 0.9608, adj-R®
degerleri sirasiyla 0.7317 ve 0.9104 olarak bulunmustur. Her iki c¢oziicli
uygulamasinda dogrusal etki anlamliyken, model parametrelerinin etkilesimleri

onemsiz bulunmustur. PG icin giiciin kuadratik etkisi anlamlidir. Tiim solvent
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uygulamasi icin elde edilen model esitlikleri asagida gosterilmistir:

ET, TPC = 107.99 + 18.29A + 7.95B + 12.06C - 2.01AB + 8.42AC - 5.37BC - 2.54A% +

5.97B%+0.71C?
(3.1)

DMSO, TPC = 110.05 + 17.41A + 6.93B + 5.79C + 4.26AB + 1.55AC - 3.38BC - 9.86A>

- 2.53B%—2.07C?
(3.2)

PG, TPC = 27.45 + 6.35A + 4.18B + 4.19C - 2.14AB + 1.03AC + 2.89BC - 1.22A%* +

0.23B% —4.75C?
(3.3)

DS, TPC = 2.29 + 0.74A + 0.50B + 0.29C - 0,025AB + 0.020AC + 0.018BC - 0.026A>

- 0.10B%—0.012C>
(3.4)

Model parametrelerinin pozitif dogrusal, etkilesimleri ve kuadratik katsayilar
ekstraksiyon sicakligi, zaman ve ultrason giiciiniin TPC degeri ile pozitif korelasyonu
oldugunu gostermistir.  Analiz sonucunda propolisin; en yiiksek toplam fenolik
bilesen icerigine sahip ultrases destekli etanollii ekstraktlar1 icin, elde edilen
grafiklere bakildiginda ekstraksiyon sicakligin ve siiresinin artmasiyla propolisin
toplam fenolik bilesen iceriginin arttig1 gézlemlenmektedir (Sekil 3.17). Ayni sekilde
uygulanan ultrases giicii ile beraber ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon sicakliginin
artmasi sonucu etanollii propolis 6rneklerinin toplam fenolik bilesen igeriginde artis
olmustur.Ancak etanolle ekstrakte edilmis propolisin fenolik bilesen igerigini elde
etmede en 6nemli etki Tablo 3.3’e gore ultrases giicii ile beraber uygulanan siirenin

artisinda olmaktadir.

Etanollii ekstraktlardan sonra en yiiksek toplam fenolik icerigine sahip olan ultrases
destekli DMSO’lu propolis ekstraktlar1 icin elde edilen grafiklere bakildiginda
ekstraksiyon sicakligin ve siiresinin artmasiyla propolisin toplam fenolik bilesen
iceriginin arttif1 gozlemlenmektedir (Sekil 3.18). Aym sekilde uygulanan ultrases
glicti ile beraber ekstraksiyon siiresinin artmasi sonucu DMSO’lu propolis 6rneklerinin
toplam fenolik bilesen iceriginde artis olmustur. Ancak Sekil 3.18 ve Tablo 3.3’de yer
alan verilere gore DMSO ile ekstrakte edilmis propolislerin fenolik bilesen icerigine
ultrases giicii ve ekstraksiyon sicakliginin etkisi 6énemsizdir. Bunun yaninda DMSO

ile ekstrakte edilmis propolislerin fenolik bilesen icerigine elde etmede en 6nemli etki

59



£

»
=.
#
“v

245,

152

. :.; ; o ™ | = "3
ST e
M":”“ 4 13 1\6" q." mm 5 15 o0

AV
o

TPC (mg/100g)

g

TPC (mg/100g)
TPC (mg/100g)

Sekil 3.17 Ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi ve ultrases giiciiniin etanollii
propolis ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen icerigi iizerine etkisi

Tablo 3.3’e gore uygulanan ekstraksiyon siiresinin artisinda olmaktadir.
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Sekil 3.18 Ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi ve ultrases giictiniin DMSO’lu
propolis ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen icerigi iizerine etkisi

Ultrases destekli PG’li propolis ekstraktlar icin elde edilen grafiklere bakildiginda
kullanilan parametrelerin her birinin ayr1 ayri1 propolisin toplam fenolik bilesen
iceriginin artmasinda oOnemli oldugu belirlenmistir (Tablo 3.3). Grafiklere
bakildiginda ekstraksiyon sicakligin ve siliresinin artmasiyla PGli propolis

ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen igeriginin arttigi gozlemlenmektedir (Sekil

3.19).

Ultrases giicii ve ekstraksiyon siiresinin PG’li propolis ekstraktlarinin toplam fenolik
bilesen icerigine etkisine bakildiginda, ultrases giiciiniin 750 watt uygulanmasi kisa
siirede az bir etki gosterirken siirenin arttirilmasiyla etkinin iyilestigi goriilmektedir
(Sekil 3.19). Ancak etkilesimlerinin sonunda toplam fenolik bilesen iceriginin etkin bir
sekilde arttirilmasinda Ultrases giicli ve ekstraksiyon sicakliginin sinerjik etkisi 6nemli
derecede hissedilememistir (Tablo 3.3, Sekil 3.19).

Propolisin distile sulu ekstraktlar icin elde edilen verilerden olusan grafikler Sekil
3.20’de verilmistir. Propolisin ekstraktlar1 arasinda en diisiik toplam fenolik icerigine
sahip olan ultrases destekli sulu propolis ekstraktlar icin elde edilen grafiklerde
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Sekil 3.19 Ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi ve ultrases giiciiniin PG’li
propolis ekstraktlarinin toplam fenolik bilegen icerigi iizerine etkisi

ekstraksiyon sicakligin ve siiresinin artmasiyla propolisin toplam fenolik bilesen
iceriginin arttig1 gozlemlenmektedir (Sekil 3.20). Aym sekilde uygulanan ultrases
glicii ile beraber ekstraksiyon siiresinin ve ekstraksiyon sicakliginin artmasi sonucu

sulu propolis drneklerinin toplam fenolik bilesen iceriginde artis goriilmektedir.
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TPC (mg/100g)
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Sekil 3.20 Ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi ve ultrases giiciiniin distile sulu
propolis ekstraktlarinin toplam fenolik bilegen icerigi iizerine etkisi

Propolisin farkli coziiciilerdeki ultrases destekli ekstraksiyonunun toplam fenolik
bilesen icerigine ait sonuclara bakildiginda kullanilan c¢oziiciilere, uygulanan
ekstraksiyon kosullarina gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.  Ayrica yiizey
yanit yontemi kullanildigi bu analizlerde elde edilen sonuglara gore propolisin

ekstraksiyonunda her ¢oziicii i¢in optimizasyon yapilmistir.

Ultrases teknolojisi kullanilarak yapilan calismalara bakildiginda Sanpa ve arkadaslari
propolisin etanollii ¢oziiclideki ultrases destekli ekstraktlarinin toplam fenolik icerigini
7.13-14.07 mg GAE/g propolis olarak belirlemistir [182]].

De Lima ve arkadaslarinin yaptigi calismada maserasyon, soxhlet ve ultrases
destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak propolis ekstrakte edilmistir. Kullanilan
yontemlerin propolisin antimikrobiyal aktivitesi {izerine etkisine bakilan ¢alismada,
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ultrases destekli ekstraktlarin diger metotlarin uygulandigi ekstraktlardan daha

yiiksek etkinlige sahip oldugu ortaya konmustur [|88]].

Geleneksel maserasyon ekstraksiyon, ultrases destekli ekstraksiyon ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon metotlarinin propolisin biyoaktif 6zellikleri {izerine etkisinin
incelendigi diger bir calismada verim, ekstraksiyon siiresi ve segicilik gozoniinde
bulunduruldugunda en verimli yontemin ultrases destekli yontem oldugu tespit
edilmistir [|31]].

Yapilan bu calismada coziicli farketmeksizin ultrases destekli ekstraksiyona tabi
tutulan propolis ekstraktlarinin literatiirdeki bilgileri destekleyici sekilde klasik
ekstraksiyon metoduyla kiyaslandiginda daha etkin oldugu ve ekstraksiyon verimini
arttirdig1 gozlemlenmistir. Ancak en etkili ultrases desteginin tespiti i¢in yapilan
optimizasyon islemi ile bu etkinligin en yiiksek diizeyde fayda saglayacak hale

getirilmistir.

3.2.1.3 Propolisin Ultrases Destekli Ekstraksiyonun Optimizasyonu ile Elde
Edilen Ekstraktlarinin Toplam Fenolik Madde icerigi

Propolisin farkli ¢oziictilerdeki ultrases destekli ekstraksiyonunun toplam fenolik
bilesen icerigi icin yiizey yanit yontemi kullanilarak optimal kosullarin belirlenmesi
amaclanmstir. Islem boyunca ultrases giicii, ekstraksiyon sicaklig1 ve ultrases siiresi
toplam fenolik bilesenler icin maksimum olacak sekilde tahminler hesaplanmistir.
Optimizasyon sonucu elde edilen her coziiciliye ait 6rneklerin toplam fenolik bilesen
icerigi tespit edilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4’te yer alan bilgilere gore propolisin ultrases destekli ekstraksiyonu sonucu
etanollii optimum ekstraktindaki toplam polifenol icerigi 144.30 mg GAE/ 100 g
propolis, DMSO’lu optimum ekstraktindaki toplam polifenol icerigi 132.58 mg GAE/
100 g propolis, propilen glikollii ekstraktlarindaki toplam polifenol icerigi 36.25 mg
GAE/ 100 g propolis ve distile sulu ekstraktlarindaki toplam polifenol icerigi 4.38
mg GAE/ 100 g arasinda degisen degerlerde bulundu. Bu degerler dogrultusunda
propolisin ultrases destekli ekstraksiyonu optimum orneklerinin toplam fenolik
iceriginin, klasik ¢oziicii ekstraksiyonda ve ultrases destekli dizaynda oldugu gibi en
fazla etanollii ¢oziiciide ¢6ziindiigl tespit edilmistir. Etanoli sirasiyla DMSO, PG ve
distile sulu ¢oziicii kullanilan propolis 6rnekleri izlemistir. Ayrica tahmini sonuclarin
ve deneysel sonuclarin degerleri kiyaslandiginda deneysel analiz ile optimizasyonun

basariyla dogrulandigini gosterilmistir.

Etanolli optimum propolis oOrneklerine bakildiginda etanollii klasik ¢oziicl

62



Tablo 3.4 Propolis farkli ¢oziiciilerde ultrases destekli ekstraksiyonun optimizasyonu
sonucu elde edilen 6rneklerin toplam fenolik madde icerigi

Kullanilan S .
cbziicii Toplam Fenolik Bilesen (mg GAE/ 100 g propolis)
Tahmini sonuclar Deneysel sonuclar
Etanol 141.66%¢ 144.30%
DMSO 126.244 132.585%
PG 34.205? 36.254°
DS 3.35%¢ 4.38

ekstraksiyonun toplam fenolik iceriginin yaklasik 3 kati1 oldugu dikkat ¢ekmektedir.
DMSO’lu optimum Orneklerin ise DMSO’lu klasik ¢oziicii ekstraksiyonun 1.5 kati
toplam fenolik icerigi oldugu tespit edilmistir. PG’li optimum propolis 6rneklerinin
toplam fenolik iceriginin PG’li klasik c¢oOziicii ekstraksiyonun neredeyse 4 kat
artarak en yiiksek diizeyde ultrasesin etkinligini ortaya koydugunu gostermektedir.
Sulu optimum propolis 6rnekleri ise klasik c¢oziicti ekstraksiyonundaki sulu propolis
orneklerinin toplam fenolik iceriginin 2.5 kat1 toplam fenolik bilesen icerigine sahiptir.
Elde edilen veriler ve klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile yapilan kiyaslamalar sonucunda,
ultrases destekli ekstraksiyonun optimum sevilerde uygulanmas: propolisin toplam

fenolik iceriginden en cok faydalanilmasi anlamina gelmektedir.

Optimizasyon sonucu 0rneklerin elde edilmesinden sonra, calismada diger analizlerde
klasik coziicti ekstraksiyon ornekleri ile beraber ultrases ekstraksiyonuna ait optimum

ornekler kullanilmistir.

3.2.2 Propolis Ekstraktlarinin Fenolik Bilesenlerin Profili

Propolis 6rneklerinin klasik ¢6ziicii ve optimum ultrases destekli 6rneklerinin (toplam
8 ornek) toplam fenolik igerigi tespit edildikten sonra iceriginde bulunan fenolik
bilesenlerin profili belirlenmistir. Propolis ekstraktlarinin fenolik bilesen profilinin

belirlenmesi icin 6rnekler HPLC cihazi ile analiz edildi.

Bu asamada, her c¢oOziicii icin optimum noktalarda elde edilen ultrases destekli
propolis ekstraktlarinin fenolik bilesen profili, klasik ¢oziicli ekstraktlarinin fenolik
bilesen profili ile karsilastirildi. Tablo 3.5 klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemi ve
ultrases destekli ekstraksiyon yonteminden optimum kosullar altinda elde edilen
propolis ekstraktlarinin bireysel fenolik bilesenlerini mg / 100 g propolis cinsinden

gostermektedir.

Optimum kosullar altinda elde edilen degerler, her bir coziici uygulamasi ve

ekstraksiyon yontemi i¢in karsilastirildi. Tablo 3.5’te goriilebilecegi gibi, yontem tipi
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ve farkli ¢oziicli uygulamalarinin ekstraktlarin fenolik bilesen profili iizerindeki etkisi
anlamli bulunmustur (p <0.05).

Tablo 3.4’de ayni1 satirdaki farkl biiytik harfler ekstraksiyon yonteminin fenolik bilesen
lizerindeki 6nemini gostermektedir (p <0.05). Aym satirdaki farkli kii¢iik harfler,
solvent tipinin fenolik bilesen iizerindeki 6nemini gostermektedir (p <0.05). KE;
Klasik coziicti ekstraksiyonu, UDE; Ultrason destekli ekstraksiyon. DS; Distile su,
DMSO; Dimetil siilfoksit, PG; propilen glikolii ifade etmektedir.

Tablo 3.5 Ultrases ve klasik ¢oziicli yontem kullanilan propolis ekstraktlarinin
fenolik bilesiklerinin konsantrasyonu

Fenolik hilesenler Etamnol DMS0 PG Ds
KCE UDE ECE UDE ECE UDE KCE UDE
Snnjik asit nd nd 2518 3544 nd 1.95 1138 1354
ellajik asit 3,758 4,614 3904 4 565 3.054 33440 {518 0.844
m-lamarik asit 0.218= 0434 0228 0.30%= nd 0.0lce 0.035t 0.18%
o- kumarik: asit 0.198= 0.314 0.16%= 0.39%= nd 0.02d 0.148 0.214
krisin 1890080 177324k 256.36%  335.66% 149.86% 185814 {.348= 3.4244
kafeik asit 4 (78 3.03%= 4148 5.024= 3.03% 3474 1.258e 1.474=
p- kumank: asit 1.208= 1454 1.107= 1442 0.725 0.844% 0.21B4 0.384
feralik asit 0938 11542 0.994= 1.18%= 0.748% 0.824% {138 0224
mirisetin 9418 11334 B415  10.014° §.30% 0414 nd 0.84d
kuersetin 4§78 6.84742 3.888 5384 3864 4.874= nd 0.384
kaempferol 1763 2974 1.93% 25240 1758 2434 0.134 0.154
TPB
48358 146804 35674 12479 12175 33.75% 16588 344
(mg GAE/100 g)
AA
49682 235344 4834 818745 4838 733014 0488 382684
(mg Trolox'g)

Ayni zatirdaki farkh biyiik harfler ekstraksivon yénteminin fenolik bilesen lzerindeki dnemini ghstermektedir (p <0.05). Ay satirdzki farkl

kiigilk harfler, zolvent tipinin fenolik bilesen (zerindeki Gnemini géstermektedir {p <0.05). KCE; Klasik ¢dzich ekstraksiyonu, UDE; Ultrasan
desteldi ekstraksiyon. DS; Distile su, DMS0; Dimetil silfoksit, PG; propilen glikol, TPE; Toplam fenolik bilegen, AA; Anticksidan aktivite.

Elde edilen HPLC analizi sonuclari, c¢oziicliye gore farklilik gostermekle birlikte
propolisin iceriginde sirinjik asit, ellajik asit, m-kumarik asit, o-kumarik asit,
p-kumarik asit, krisin, kafeik asit, feriilik asit, mirisetin, kuersetin ve kaempferolin
varlig1 tespit edilmistir  Bu bilesenler daha Onceki calismalarda rapor edilen
bilesenlerle benzerlik gostermektedir [6, (82, 87, [145]].

Ultrases uygulamasi fenolik bilesen miktarlarinda énemli bir artisa neden olmustur

(p <0.05). Coziicii ve yontem farkliliklarindan bagimsiz olarak, krisin ana fenolik bir
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bilesik olarak belirlenmistir. Mirisetin, kuersetin ve ellajic asit, tiim Ornekler icin en
yogun bulunan diger fenolik bilesenlerdir. Bazi fenolik bilesikler, geleneksel yontemle
tespit edilememekle birlikte, UDE yontemiyle tespit edilmistir. Bu, ekstraksiyon
yonteminin etkisi ile bazi fenoliklerin salinmasiyla aciklanabilir. Ornek olarak, PG
uygulamasinda, sirinjik asit, m-kumarik asit ve o-kumarik asit geleneksel yontemle
tespit edilemezken, bu bilesenler UDE yontemiyle belirlenmistir.

Su uygulamalarinda, UDE yontemi ile mirisetin ve kuersetin tespit edilebimektedir.
Ultrases yontemi ile krisin miktarlarinda belirli bir artis oldu. Etanolde % 46.7, DMSO
icin % 30.9, PG icin % 24.05 artis olurken, su uygulamasinda 9 kat artig gézlemlendi.
Ultrases uygulamasi ile bazi fenolik bilesiklerin TPC degerindeki artis ve ekstrakte
edilebilirligi diger ¢alismalarla da bildirilmistir [[31, 208]]. Bu, propolisten maksimum
miktarda fenolik bilesen elde etmek icin optimizasyon ve ultrason yardiminin gerekli
oldugunu gostermektedir.

Ekstraksiyon yontemine benzer sekilde, farkli ¢oziicii uygulamalar da fenoliklerin
dagilimi {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (p <0.05). Fenolik bilesen icerigindeki
en yiiksek deger hem klasik ¢oziicii hem de ultrases destekli ekstraksiyonda etanolli
ekstraktlarda elde edilmistir. Ayrica DMSO, diger ¢oziicii uygulamalarindan daha

yliksek krisin icermektedir. Sirinjik asit ise etanollii ekstraktlarda tespit edilememistir.

Propolis 6rneklerinin klasik ¢6ziicii ve optimum ultrases destekli 6érneklerinin farkl
fenolik bilesiklerin ultraviole - goriiniir bolge (UV-VIS) spektrumlarini elde edebilmek
icin kromatogramlar en yiliksek absorbansin elde edildigi 278, 320 ve 360 nm’de
okunmustur. Elde edilen farkli c¢oziiclilere ve ekstraksiyon kosullarina ait propolis
ekstraktlarinin kromatogramlar: Sekil 3.21, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24, Sekil
3.25, Sekil 3.26, Sekil 3.27 ve Sekil 3.28'de gosterilmektedir.
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Sekil 3.21 Propolisin etanollii klasik ¢oziicii ekstraksiyon 6rneklerinin HPLC ile
belirlenen kromatogramlari
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Sekil 3.22 Propolisin etanollii ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin HPLC ile
belirlenen kromatogramlari
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Sekil 3.23 Propolisin DMSO’lu klasik ¢oziicti ekstraksiyon orneklerinin HPLC ile

belirlenen kromatogramlari
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Sekil 3.24 Propolisin DMSO’lu ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin HPLC ile

belirlenen kromatogramlari
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Sekil 3.25 Propolisin PG'li klasik ¢oziicii ekstraksiyon 6rneklerinin HPLC ile
belirlenen kromatogramlari
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Sekil 3.26 Propolisin PG'li ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin HPLC ile
belirlenen kromatogramlari
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Sekil 3.27 Propolisin sulu klasik c¢oziicii ekstraksiyon 6rneklerinin HPLC ile
belirlenen kromatogramlari
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Sekil 3.28 Propolisin sulu ultrases destekli ekstraksiyon 6rneklerinin HPLC ile
belirlenen kromatogramlari

Propolisin farkli coziiclilerde ve iki farkli yontemdeki ekstraktlarina ait
kromatogramlara bakildiginda daha fazla sayida pike sahip olan 6rneklerin icerisinde
¢oziinen fenolik bilesen miktarinin daha fazla oldugu sdylenebilmektedir. Bu
durumda pik sayis1 en fazla olan ultrases uygulanmis 6rneklerin klasik coziici
ekstraksiyonuna tabi tutulmus propolis 6rneklerine gore daha fazla fenolik bilesen

¢ozdiigli goriilmektedir.

Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilere gore pikler degerlendirildiginde ise DMSO’nun
fenolik bilesen iceriginin tespitinde en etkili ¢6ziicli oldugu goriilmektedir. DMSQO’yu

sirasiyla propolis ekstraktlarinda kullanilan etanol, PG ve distile su takip etmektedir.

3.3 Propolis Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasitesi

Farkli coziiciilerle ekstrakte edilmis propolisin ultrases destekli ve klasik coziici
ekstraksiyonuna ait oOrneklerin DPPH yontemi ile antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Tim propolis numuneleri antioksidan aktivite gostermistir. Ultrases
destekli ve klasik coziicii ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmis propolislerin
antioksidan kapasitesi Tablo 3.6’da mg Trolox / 100 g propolis cinsinden verilmistir.
Elde edilen verilere gore ultrases destekli propolis ekstraktlarinin klasik coziict
ekstraksiyonundan daha yiiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu tespit
edilmistir.

Tablo 3.6’da ayni satirdaki farkli biiytik harfler ekstraksiyon yonteminin antioksidan
aktivite tizerindeki onemini gostermektedir (p <0.05). Ayni satirdaki farkl kiiciik
harfler ise, solvent tipinin antioksidan aktivite iizerindeki 6nemini gostermektedir (p
<0.05). KCE; Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, UDE; Ultrason destekli ekstraksiyon. DS;
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Tablo 3.6 Propolis farkli ¢oziiciilerde ultrases destekli ekstraksiyonun optimizasyonu
sonucu elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesi

Kullanilan . . .
cbziicii Antioksidan Kapasitesi (mg Trolox / 100 g propolis)
KCE UDE
Etanol 4.965¢ 835.344¢
DMSO  4.85%° 818.745°
PG 4.838° 835.0144
DS 0.485¢ 382.68%

Distile su, DMSO, Dimetil siilfoksit, PG; propilen glikol olarak kisaltilmistir.

Klasik ¢oziicii yontemlerinin kullanildigi calismalar incelendiginde propolisin etanolli
ekstraktlarinin {izerine etkileri incelendigi bir calismada DPPH yonteminde 1230.7
mikromol Trolox / g, 11.68-275.2 mikromol Trolox / g ve 4431-4663 mikromol
Trolox / g olarak bulunmustur. [[117, [204, |209]]. Bu calismada elde edilen sonuglara
gore klasik c¢oziicii ekstraksiyonuna tabi tutulan propolislerin antioksidan kapasitesi

0.48-4.96 mg Trolox/100 g propolis olarak belirlenmistir.

Propolisin klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarinin antioksidan
kapasitesi ile ultrases destekli ekstraksiyon kiyaslandiginda ultrases uygulamasi

antioksidan kapasitesi miktarinda 6nemli bir artisa sebep olmustur (p <0.05).

Propolis ekstraksiyonunda kullanilan coziiciilerin antioksidan kapasitesi tizerindeki
etkilerine bakildiginda etanol, DMSO ve PG arasinda onemli farkliliklar
goriilmemektedir. =~ Bu nedenle yontem tipi ve farkli coziici uygulamalarinin
ekstraktlarin fenolik bilesenleri {izerindeki etkisi anlamli bulunmustur (p<0.05).
Ancak propolisin sulu c¢oziiciilii ekstraktlarin antioksidan kapasitesi calismada
kullanilan diger coziiciilere gore oldukca diisiiktiir. ~ Cakiroglu’da ABTS radikal
katyonunun absorpsiyon spektrumu yontemi ile farkli ¢oziictiler kullanarak elde
ettigi propolis ekstraktlarinin antioksidan kapasitesini incelemistir. Calismada DMSO,
etanol, gliserol, aseton ve suyun ¢Oziicii olarak kullanildig1 propolis ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesleri sirasiyla 248.50 mmol Trolox / 100 g propolis, 233.08 mmol
Trolox / 100 g propolis, 159.82 mmol Trolox / 100 g propolis, 157.52 mmol Trolox
/ 100 g propolis ve 15.38 mmol Trolox / 100 g propolis olarak belirlenmistir. Elde
edilen bu verilere gore propolis ekstraktinda kullanilan farkli ¢oziiciiler propolisin

antioksidan kapasitesi iizerinde etkili olmaktadir [[76]].

Gidanin sahip oldugu antioksidan kapasitesi, fenolik bilesenler ve flavonoidler
tarafindan desteklenen biyoaktif 6zelliklerdir. Bu destekleyici etki 6zellikle DPPH
yontemi ile daha belirgin tespit edilebilmektedir [210, 211]]. Bu nedenle propolis
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orneklerinin antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik bilesen icerigi arasindaki iligki
arastirllmistir. Arastirmaya gore propolisin antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik

bilesen icerigi arasindaki pozitif bir iligski oldugu gozlenmistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29 Propolis 6rneklerinin antioksidan kapasitesi ile toplam fenolik bilesen
iceriginin regrasyonu

Elde edilen korelasyon egrisi ve toplam fenolik bilesen-antioksidan kapasitesi
sonuclara bakildiginda, propolis 6rneklerinin toplam fenolik bilesen iceriginin yiiksek
olmasi, yliksek antioksidan aktivitenin fenolik maddelerden kaynaklandigini ortaya
koymustur. Daha 6nce yapilmis calismalarda da propolisin toplam fenolik ve flavonoid
icerigi ile antioksidan kapasitesinin yiiksek korelasyona sahip oldugu belirlenmistir [2,
212,213]].

3.4 Propolisin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1 Agar Difiizyon Yontemi ile Propolis Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Ozel-
liklerinin Belirlenmesinden Elde Edilen Sonuclar

Mikroorganizmalar gidalar i¢in bir ¢ok olumlu etkisinin yaninda olumsuz etkileride
icermektedir. Mikroorganizmalarin olumsuz etkileri sonucunda gidalarda toksin
olusumu, istenmeyen renk, koku ve sekil degisiklikleri meydana gelmektedir. Propolis
orneklerinin antimikrobiyal etkileri incelenirken kullanilan mikroorganizmalar

gidalarda olumsuz etkiler olusturabilecek etkilere sahiptir.

Calismada Denizli bolgesinden toplanan propolislerin farkli c¢oziiciiler ve farkl

yontemler ile elde edilen ekstraktlarin gram negatif (-) ve gram pozitif (+)
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bakteriler, maya ve kiifler iizerine olan antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Propolis 6rneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilirken agar difiizyon metodu
kullanilmistir.

Propolis 6rneklerinin (ultrases uygulanan ve uygulanmayan); gidalarda patojen olarak
bilinen Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ve
Salmonella enterica bakterileri iizerine antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi
icin inkiibasyon sonrasinda, deliklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlar1 kumpasla
olctilmiistiir (Sekil 3.30). Petri iizerinde yapilan 6l¢iimler sonucunda propolisin test
bakterileri {izerine antimikrobiyal aktivitesi oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.30 NA (Nutrient Agar) besi yerinde gram+ ve gram- bakteriler iizerine
olusan propolis ekstraktlarinin inhibisyon zonlar1

Propolisin mayalar {izerindeki etkisi Candida albicans kullanilarak belirlenmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, DRBC Agar (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar)
besi yerinde korkbor deliklerinin c¢evresinde olusan inhibisyon zonlar1 kumpasla
olcildi (Sekil 3.31). Yapilan Olciimler sonucunda propolisin farkli ¢oziicii ve
ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstraktlarinin Candida albicans iizerine
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.

Propolis orneklerinin (ultrases uygulanan ve uygulanmayan); antifungal etkileri
Penicillium carneum, Asper gillus flavus ve Asper gillus niger kiifleri kullanilarak
Sekil 3.32, Sekil 3.33 ve Sekil 3.34‘te sirasiyla belirlenmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
PDA (Patates Dekstroz Agar) besi yerinde korkbor deliklerinin cevresinde olusan
inhibisyon zonlar1 kumpasla o6l¢iildii (Sekil 3.36). Yapilan o6lciimler sonucunda
propolisin farkli ¢oziicii ve ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstraktlarinin (sulu
ekstraktlar hari¢) Penicillium carneum, Aspergillus flavus ve Aspergillus niger
kiifleri iizerine yiliksek antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 3.31 DRBC Agar (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar) besi yerinde
olusan propolis ekstraktlarinin inhibisyon zonlar1

Sekil 3.32 PDA Agar (Patates Dekstroz Agar) besi yerinde Penicillium carneum
lizerine olusan propolis ekstraktlarinin inhibisyon zonlari

Sekil 3.33 PDA Agar (Patates Dekstroz Agar) besi yerinde Aspergillus flavus
iizerine olusan propolis ekstraktlarinin inhibisyon zonlar
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Sekil 3.34 PDA Agar (Patates Dekstroz Agar) besi yerinde Aspergillus niger lizerine
olusan propolis ekstraktlarinin inhibisyon zonlari

Antimikrobiyal aktivite tayini sonucunda, propolis ekstraktlarinin kumpasla 6l¢iilen
inhibisyon zonlar1 hesaplanarak mm cinsinden ifade edilmistir (Tablo 3.7). Tablo
3.7ve gore tiim propolis ekstraktlarinin test edilen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal ve antifungal aktivite gosterdigi ve bu etkinin 4-19 mm arasinda
inhibisyon zonuna sahip oldugu tespit edilmistir. Ekstraksiyon yontemlerinin ve

¢Oziicii tipinin etkisi antimikrobiyal aktiviteyi 6nemli 6lciide etkiledi (p <0.05).

Genellikle, propolis ekstraktlarinin antifungal aktivitesinin antimikrobiyal aktiviteden
daha giiclii oldugu belirlenmistir. Propolis ekstreleri gram-pozitif bakteriler tizerinde
gram-negatif bakterilere gore daha giiclii bir antibakteriyel etki gostermistir. Bu
sonuclar, propolis ekstraktlarinin gram-pozitif suslarin hiicre duvari ile gram-negatif
suslarin hiicre duvarindan daha iyi etkilesimi nedeniyle olabilir [[19]]. Bu sonuglar

diger arastirmacilarin bulgulariyla dogrulanmistir [214, 215]].

Calismanin antimikrobiyal aktivite sonuclarinda sulu propolis ekstraktlari disindaki
orneklerin gram+ bakterilere karsi (Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans) daha etkili oldugu gozlenmektedir.Marcucci ve
arkadaglarinin yapmis oldugu calismada, bu bilgiyi dogrular nitelikte propolisin
metanollii ekstraktlarinin gram pozitif bakteriler iizerine inhibitor etkisinin daha
yiiksek oldugunu bildirmistir [216]. Yapilan baska bir arastirmada farkli ¢oziiciilerle
hazirlanan propolis 6ziitlerinin Streptococcus mutans tizerine in vitro antimikrobiyal
aktivitesi calisilmis ve Streptococcus mutans’in bitytimesini engelledigi gozlenmistir
[86].

UAE, tiim numuneler i¢cin KCE’ye kiyasla inhibisyon bolgesi capini 6nemli Olciide
arttirdi.  Ayn1 yontemler arasinda, etanollii ekstraktlar digerlerine gore daha
yliksek antimikrobiyal aktivite gostermistir (p <0.05). Propolisin etanol ve DMSO
ekstraktlari, PG ve DS’ninkinden daha yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledi.

Bununla birlikte, propolisin DS ekstraktlari, tiim test mikroorganizmalarina karsi cok
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zayif bir inhibitor etki gostermistir.

Propolisin antimikrobiyal aktivitesinin, fenolikler, flavonoidler, aromatik asitler ve
esterler gibi bilesenlerinden kaynaklandigi bildirilmektedir [[74]. Yiiksek fenolik
bilesik seviyeleri enzimlerin denatiirasyonuna ve bakteriyel hiicre 6liimiine neden
olabilir [217]. Bu nedenle, propolisin ultrases destekli ekstraksiyon oOrnekleri,
propolisin geleneksel ekstraksiyon Orneklerine kiyasla test mikroorganizmalarinin
gelismesi tizerinde oldukca inhibitor bir etki gostermistir. Propolisin sonuc olarak test
mikroorganizmalarina karsi aktif inhibitor bir etkiye sahip oldugu bulunmustur [[218~
221]].

Tablo 3.7 Propolis ekstraktlarinin test mikroorganizmalari {izerine antimikrobiyal
aktivitesi

Mikroorganizmalar Etanol DMSO PG D&

KECE UDE ECE TUDE EKCE TUDE EKCE UDE

Escherichia coli 0137HT ATCC 43838 7608 0204 T20%  R00% 6405 8204 3008 6204
Listeria monocytogenss ATCC 13932 10258 12504 10208 12404 Q605 11004 6.008= 7.00%
Safmonella typhimurium ATCC14028 7258 B30 TS0B BI0AT G20 7404 4208 500
Staphylecoccus aureus ATCC 29213 B.30%=  10.00% 2.20F 10004 TO0F' 8504 6408 7504
Streptococcus mudars UA130

10208 11.50% 9205 10804 220F 0404 7108 780%
(ATCC T00610)
Carndida albicans 10231 0308 11204 9208 10404 0005 10404F 4405 4904
Penicillium carneum IBT14 042 19508 21504 14405 16804 13205 15804 £20B4 7204
Aspergillus flavus ATCC 13317 12208 15204 11505 12704 11005 12304 60084 B30M
Aspergillus niger ATOCO642 11,508 12.50% 11205 11.50% 10.00% 10804 7.508= 7204

Testler g tekrarl yapildi. inhibisyon zonlannin caplanmin degerleri mm cinsinden verilmistir. Aymi satirdaki farkll biyiik harfler ekstraksiyon
yanteminin antimikrobiyal aktivite Gzerindeki &nemini gdstermektedir (p =0.05). Aym saurdaki farkh kigik harfler, solwent tipinin
antimikrobiyal aktivite Gzerindeki Snemini géstermektadir {p <0.05). KCE; Klasik ¢izici ekstraksiyonu, UDE; Ultrases destekli ekstraksivon. DS;
Damitilrmig su, DMV30, Dimetil sdlfoksit, PG; propilen.

Pobiega ve arkadaslari, ultrases islemi zamanindaki artisin test mikroorganizmalarina
kars1 daha giiclii bir inhibitor etki gosterdigini bildirmistir [222]]. Daha uzun ultrases
uygulama siirelerinin daha yiiksek flavonoid ve fenol igerigi ve antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Ertirk ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada kullanilan propolisin etanolli
ekstrakt1 yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterirken sulu propolis ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesinin sadece Streptococcus mutans (RSHE 676) iizerine
oldugu belirlenmistir [|81]]. Bu sonuglar suyun propolis icerisindeki antimikrobiyal
Ozellikteki bilesenleri ¢6zememesinden kaynaklandigini ortaya koymaktadir. Bu
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nedenle ultrases destekli ekstraksiyon yontemi uygulanmasi propolisin sulu
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin az da olsa iyilesmesini saglamaktadir.

Propolisin antifungal aktiviteleri icin yapilan calismalar incelediginde; propolisin
fistiklarda aflatoksin iireten en 6nemli kiifler olan Aspergillus flavus ve Aspergillus
parasiticus’un biiylimesi tizerindeki etkisini belirlenmistir. ~ Yapilan calismada;
heksan, diklorometan, metanol ve su ¢oziicii olarak ekstraksiyon icin kullanilmis ve
antifungal etkilere sahip oldugu goriilmiistiir [221[]. Ancak Penicillium carneum ve
Aspergillus niger lizerine caligmalara rastlanmamaktadir. Calisma sonucunda ise
propolis ekstraktlarinin kiiflere karsi en yiiksek inhibisyon etkisi ortalama 13 mm ile

Penicillium carneum tizerindedir.

Propolis ekstraktlarinin elde edilmesinde farkli c¢oziiciilerin ve yOntemlerin
kullanilmasi propolisin antimikrobiyal aktivitesini etkilemektedir. Ancak bu etkilerin

mikroorganizmanin tiiriine gore degistig de unutulmamalidir.

Bu incelemede kullanilan mikroorganizmalarin gidalarda olumsuz etkiler
olusturabilecek etkilere sahip olmasi, propolisin antimikrobiyal aktivitesinin
etkinliginin ne kadar yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Propolisin antimikrobiyal
aktivitesinin yiliksek olmasi nedeniyle gidalarda bu mikroorganizmalarin ortaya

cikardig1 zararh etkilere karsi antimikrobiyal madde olarak kullanilabilir.

3.4.2 Propolis Ekstraktlarinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK)

Antimikrobiyal aktivite degerleri belirlenen farkli ¢6ziicii ve yontemle elde edilen
propolis ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi etki ettigi minimum
inhibisyon konsantrasyonu degerleri belirlenmistir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonu degerleri belirlenirken agar difiisyon metoduna gore, orneklerin
farkli konsantrasyonlar1 (1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 ug/mL) hazirlanarak, test
mikroorganizmalarina olan etkisi korkborla acilan deliklerin cevresindeki inhibisyon
zonlarmin kumpasla élciilmesi ile belirlenmistir (Tablo 3.8). Inhibisyon zonlarmin
caplarinin degerleri mm cinsinden verilmistir. Ekstraksiyon yontemlerinin ve ¢6ziici
tipinin etkisi minimum inhibisyon konsantrasyonundaki degerleri onemli olciide
etkilemistir (p <0.05).

Elde edilen verilere gore propolis ekstraktlarinin 1:100 konsantrasyonuna kadar
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmektedir. DS’li ekstraktlar hari¢c diger
coziicilerde 1:1000 ve DMSO’lu ultraseste c¢oziinmiis ekstraktlarda 1:10000
konsantrasyonunda propolisin inhibisyon etkisine rastlanmaktadir.Darwish ve

arkadaslarinin, Candida albicans, Candida krusei ve Candida glabrata

75



tizerine yapmis oldugu minimum inhibisyon konsantrasyonu calismalarinda diisiik
konsantrasyonlarda bile etanollii propolis ekstraktlarinin C. albicans ve C. glabrata

izerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanmistir [223]].

Tablo 3.8 Propolis ekstraktlarinin test mikroorganizmalari {izerine minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerleri

Etanol DMSO PG D5
KCE UDE KCE UDE KCE UDE KCE UDE

10% 107 10%  10* 107 10°  10% 107 10%  10¢ 107 10% 10¢ 10t 107 10% 10?107 10%  10¢ 10° 10 102
Ec. 4 4 3 5 4 4 3 3 3 4 4 4 3 3 3 3 4 4 3 2z i3
Lm. 5 4 3 7 5 3 6 & 4 7 4 a4 3 6§ 4 3 7 5 4 3 2
st 4 3 3 5 5 3 4 a4 a4 5 4 3 3 3 3 5 5 4 2 2 33
So. 4 4 3 4 a4 3 4 a4 3 5 4 4 3 4 4 3 4 4 3 3
sm. & 5 3 7 5 3 5 4 3 5 4 3 4 a 5 4 3 3 i 3
Ca. 5 5 4 B B 4 7 4 3 7 6 4 5 5 £ 4 4 2
Pc 10 T 3 15 8 4 10 7 12 8 3 & 11 8 4
Af T & - 8 5 - 3 5 1 8 6 10 5
An. 4 & - 5 5 4 F O £ 3 - - 4 3 - 5 4

KCE; Klazik gfzicl ekstraksiyonu, UDE; Ultrases desteldi ekstrzksiyon. DS; Damutileniz su, DM3O, Dimetil suffoksit, PG; propilen glikol. E.c.: Escherichiz coli, Lm.: Listeria
monacytagenes, 5.1 Salmonella typhimurivem, 5.a.: Staphylococous sureus, 3.m.: Streptococcus mutans, Coa.: Candida slbicans, P.c: Penidllium carmeum, Af.: Aspergillus flavus, A
Aspergillus niger. Testler (g tekrarl yapildi. inhibisyon zonlanmin gaplanmin degerleri mm cinsinden verilmigtir.

3.5 Propolis Ekstraktlarinin Enkapsiile Edilmesi

3.5.1 Enkapsiile Edilmis Propolislerin Enkapsiilasyon Verimliligi

Propolisin enkapsiilasyon yontemi, sadece DS’li 6rneklerde siiblimasyon prensibine
dayanan dondurarak kurutma yoluyla gerceklestirilmistir. Dondurarak kurutmanin
sonucu, propolis kati toz bir formda iiretilmistir (Sekil 3.35). Dondurarak kurutmadan
elde edilen enkapsiile propolis 6rneklerine bakildiginda ultrases destekli 6rneklerden

biraz daha farkli renkte oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.35 Dondurarak kurutucuda enkapsiile edilmis propolis 6rnekleri (1) kontrol
(40 ml su: 8 g arap zamki), (2) KCE propolis (40 ml DS’li propolis: 8 g arap zamki),
(3) UDE propolis (40 ml DS’li propolis: 8 g arap zamki)
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Arap zamki ile enkapsiile edilmis propolis 6rneklerinin, enkapsiilasyon verimliligi
kontrol o6rneginde % 58.1, KCE'li sulu propolis 6rneginde % 56.3, UDEli sulu
propolis 6rneginde % 51.4 olarak belirlenmistir. Kapsiilleme verimliliginin sonuclari
duvar malzemesine gore degismektedir. Duvar malzemesi degistirilerek yapilan bir
calismada piring ve bezelye proteinleri diger proteinlerden 6nemli 6lciide daha yiiksek

verimlilik degerlerine sahip oldugu belirlenmistir [[160]].

Propolisin enkapsiile edildigi diger bir calismada ise kapsiillenmis 6rnekte en yiiksek
fenolik bilesik icerigi maltodekstrin duvar malzemesi olarak kullanildiginda elde
edilmistir. Arap zamki da kullanilan calismada kullanilan kurutma isleminden
bagimsiz olarak en diisiik fenolik bilesen icerigine sahip oldugu belirlenmistir [224].
Bu davranais, kapsiilleme verimliliginin, kapsiillenmis bilesiklere ve kullanilan kaplama

malzemesine biiyiik 6lciide bagli olmasiyla aciklanabilir [225]].

3.5.2 Enkapsiile Edilmis Propolislerin Mikroyapisal Ozellikleri

Arap zamki ile dondurarak kurutma yontemi ile enkapsiile edilmis propolis toz
partikiillerinin, taramal elektron mikroskobu (SEM) tarafindan 10000x ve 50000’lik
biiyiikliiklerde goriiniimleri elde edilmistir (Sekil 3.36).

Enkapsiile propolislerin goriintiileri incelendiginde, partikiillerin bic¢imsiz camsi
sekiller sergiledigi goriilmektedir. Olusan bu bicimsiz camsi sekildeki yap1 formu
dondurarak kurutma sirasinda partikiillerin toplanma ve biitiinlesmesi ile meydana
gelmektedir [[226].

Elde edilen goriintiilerde enkapsiile propolislerin gézeneksiz ve piirlizsiiz bir ylizeye
sahip olduklar1 goézlemlenmektedir. Bu durum kaplama materyalinin propolisleri
iyi bir sekilde enkapsiile ettigini gostermektedir. Arap zamki ile enkapsiile edilmis
propolis partikiillerinin analizi diger calismalardaki sonuglarla benzerlik gostermistir
[207, 227]. Tonon ve arkadaslari, piiriizsiiz ylizeylere sahip parcaciklarin piiriizlii
ylzeylere sahip olanlardan daha az temas alanlari oldugunu bildirmis ve bunun
onlar1 oksidasyon gibi bozunma reaksiyonlarina karsi daha korunakli hale getirdigini
belirlemistir [228]].

Enkapsiile partikiillerin iyi bir kapsiilleme matris bariyeri ve ¢ekirdek malzemenin
daha iyi korunmasini tesvik ettigi icin minimal catlama veya piiriizliiliik ile diizgiin bir
ylizeye sahip olmasi arzu edilir [[207, |229]]. Enkapsiile propolislerde olusan bu camsi
ve piiriizsiiz yap: enkapsiile edilmis propolisin fenoliklerini 1siya ve oksijene maruz
kalmaktan koruyabilir [230]. Goriintiiler ayrica KCE-DS’li ve UDE-DS’li enkapsiile

propolis ornekleri karsilastirildiginda ve UDE’li enkapsiile propolis oOrneklerinin
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ag= 10,00 K X ! Mag = 500 K X } Mag= 1.00 K X

ag= 10.00 KX |} . Mag= 500K X[} . Mag= 100KX

Mag= 10.00 K X | | Mag= 500 KX || Mag= 100K X

Sekil 3.36 Enkapsiile edilen propolis 6érneklerinin SEM goriintiisii (1) kontrol
(su:arap zamki), (2) KCE-DS propolis,(3) UDE-DS propolis

daha yuvarlatilmis koselere sahip oldugu goriilmektedir. Bu da UDE-DS’li propolis
orneklerinin 1siya ve oksijene kars1 daha iyi korunmasini saglayacaktir.

3.6 Enkapsiile Edilmis Propolis Ekstraktlarinin Balda Kullanilmasi

Propolisin normalde tiiketilmesine engel olan organoleptik 6zellikleri nedeniyle balda
kullanilmistir. Bal 6rneklerine enkapsiile edilen kontrol (arap zamki+su), enkapsiile
edilmis klasik ¢oziicii uygulanan DS’li propolis (KCE-EDS) ve enkapsiile edilmis
ultrases destekli DS’li propolis (UDE-EDS) oOrneklerinden % 0.1, % 0.3 ve % 0.5
konsantrasyonlarina sahip karisimlar hazirlanmistir (Sekil 3.37). Bdylelikle balin ve

propolisin sahip oldugu sinerjik etki ve propolisin tiiketilebilirligi arttirilmaktadir.

Enkapsiile edilmis sulu propolis ekstraktlarinin balda kullanimi1 disinda yapilan
calismalar sahip oldugu ylizey karakteristikleri ve higroskobik 6zelliklerinden dolay1
enkapsiile edilmis etanolle ¢oziindiiriilen propolis 6rneklerinin peynir ve puding gibi
gida maddelerinin formiilasyonunda kullanilabilir oldugunu ortaya ¢ikarmustir [160]].
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Sekil 3.37 Balda farkli oranlarda kullanilan enkapsiile edilmis propolis ekstraktlari

Baska bir calismada Arap zamki ve oktenil siiksinik anhidrit (OSA) nisastasi
kullanilarak sprey kurutucuda enkapsiile edilmis etanollii propolis numuneleri
tiretilmisti.  Bu islem propolisin antioksidan aktivitesinin korunmasina ve oda
sicakliginda depolama sirasinda soguk suda yiiksek oranda dagilabilen bir toz formda
elde edilmesini saglamustir [231]].

Propolis ekstraksiyonunda enkapsiilasyon teknolojisinin uygulanmasi, gida
endiistrisindeki uygulamalarda antimikrobiyal ve antioksidan katki maddesi

kullanimlar1 gibi cesitli alanlarda propolis kullanimini artirabilir.

3.6.1 Balli Enkapsiile Edilmis Propolis Karisimlarinin Toplam Fenolik Ozellikleri

Enkapsiile edilmis DS’li propolis orneklerinin balli karisimlarinin toplam fenolik
bilesen icerigi belirlenmistir (Tablo 3.9). Tabloya gore enkapsiile propolislerin, balla
karistirildiktan sonra balin fenolik icerigi tizerine katki sagladigi goriilmektedir. Ayrica
kullanilan enkapsiile propolis konsantrasyonu arttirildik¢a karisimlarin toplam fenolik
bilesen icerigi artmistir. Buradan anlasilacag iizere propolisler enkapsiile edildikten
sonra fenolik bilesen iceriklerini korumaktadir.Enkapsiile edilmis propolislerin fenolik
bilesen iceriklerini korumasinda kullanilan kaplama materyalinin etkisi burada

goriilmektedir.

Tablo 3.9 Enkapsiile edilmis DS’li propolis 6rneklerinin balli karisimlarinin toplam
fenolik bilesen icerigi

Coziicii Toplam Fenolik Bilesen (mg GAE / 100 g karisim)

0.1 0.3 0.5

Kontrol (bal) 1,60 1,79 1,87
KCE-DS 1,95 2,17 2.23
UDE-DS 2,13 2,25 2,59
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Arap zamki kullanilarak yapilan baska bir calisma da propolisin sahip oldugu
bilesiklerin kaybin1 onleyerek daha yiiksek bir tutma elde etmis ve toplam fenolik
bilesen ve antioksidan kapasitesini azaltmamistir [232]]. Da Silva ve dig. (2013)
ayrica Arap zamkinin, spreyle kurutma sirasinda biyoaktif bilesikleri korumak icin
diger tasiyicilardan daha iyi oldugunu bulmuslardir [231].

3.6.2 Balli Enkapsiile Edilmis Propolis Karisimlarinin Antioksidan Ozellikleri

Enkapsiile edilmis DS’li propolis oOrneklerinin balli karisimlarinin antioksidan
kapasitesi belirlenmistir (Tablo 3.10).Tabloya gore enkapsiile propolislerin, balla
karistirildiktan sonra balin antioksidan kapasitesi iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1
goriilmektedir (p< 0.05). Balda kullanilan UDE’li enkapsiile propolis 6rneklerinin
ve KCFE’li enkapsiile propolis orneklerinin karigimin antioksidan kapasitesi iizerine
onemli bir farklilik icermedigi tespit edilmistir (p< 0.05). Bu nedenle sulu
propolis ekstraktlarinin enkapsiile edilmesi ve ardindan bala katilmasi sonucu var
olan antioksidan aktivitesinin propolis ekstrakti iceriginin azalmasindan dolay etkili

olmadig1 séylenebilir.

Tablo 3.10 Enkapsiile edilmis DS’li propolis 6rneklerinin balli karisimlarinin
antioksidan kapasitesi

CGoziicl Antioksidan Kapasitesi (mg Trolox / 100 g propolis)

0.1 0.3 0.5
Kontrol (bal) 0,160** 0,161¢° 0,163
KCE-DS 0,167¢® 0,171 0.173¢b
UDE-DS 0,176%% 0,178 0,183

Yapilan ¢alismalara bakildiginda enkapsiile edilmis propolislerin kullanilmis oldugu
bal o6rneklerinde propolisin balin antioksidan kapasitesi iizerine etkili olmasinda
kullanilan kaplama materyalinin 6nemli oldugu bidirilmistir. Da Porto ve arkadaslari,
arap zamki kullanilan enkapsiile propolislerde DPPH yontemi ile antioksidan
etkinliginin tespitinin daha yiiksek oldugunu ve bu yontemle kurutma islemlerinde
kullanilan kapsiilleme malzeme miktarini diisiirildiigiinii belirlemistir [207]]. Busch
ve arkadaglar ise arap zamkinin DPPH antioksidan kapasitesini daha yiiksek
bir sekilde tutuldugunu bildirmistir [232].Bu nedenle karisimdaki antioksidan
aktivitesinin 6nemli bulunamamasinin sebebinin kaplama materyaline ait olmadig:

distiniilmektedir.

3.6.3 Baldaki Enkapsiile Edilmis Propolislerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Calismada klasik coziicii ve ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen

distile sulu enkapsiile propolis 6rneklerinin balli karisimlarinin Escherichia coli,
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Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Candida albicans, Penicillium carneum, Aspergillus
flavus ve Aspergillus niger iizerine antimikrobial oOzellikleri incelenmistir.
Propolis 6rneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilirken agar difiizyon metodu
kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayini sonucunda, enkapsiile propolis iceren
balli karisimlarin besi yerlerinde olusturdugu inhibisyon zonlari1 kumpasla 6l¢iilmiistiir
(Sekil 3.38). Sekil gore tiim propolis ekstraktlarinin test edilen mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal ve antifungal aktivite gostermedigi tespit edilmistir.

Sekil 3.38 Balda farkli oranlarda kullanilan enkapsiile edilmis propolis ekstraktlari

Propolisin antimikrobiyal aktivitesi icerisinde bulunan yiiksek miktardaki fenolikler,
flavonoidler, aromatik asitler ve esterler gibi bilesenlerin mikroorganizmalardaki
enzimlerin denatiirasyonuna ve bakteriyel hiicre oliimiine neden olmasindan ileri
gelmektedir [217]. Ancak enkapsiile propolis iceren balli karigimlardaki toplam
fenolik bilesen orani antimikrobiyal aktivite i¢in yeterli bulunmamaktadir. Ciinkii hem
enkapsiilasyon icin kullanilan DS’li propolis ekstraktlarinin toplam fenolik icerigine
sahip olmasi hem bu ekstraktlardan alinan Orneklerin enkapsiile edilirken ve bala
kanistirilitken seyreltilmesi sonucu fenolik bilesen icerigi seyrelmistir. Boylelikle
enkapsiile edilmeden oOnceki sulu propolis ekstraktlarinin diisiik antimikrobiyal
etkinligi daha da azalarak etksini kaybetmistir.

3.6.4 Enkapsiile Propolis ilave Edilmis Balin Duyusal Ozellikleri

Duyusal analiz kapsaminda koku, tat, renk, doku ve genel kabul edilebilirlik 6zellikleri
bakimindan farkli (%,1 %,3 ve %,5) konsantrasyonlardaki KCE’li ve UDE'li enkapsiile

sulu propolis iceren ballar, enkapsiilasyon kontrol grubunu (EKG) iceren (su+arap
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zambki) ballar ve sadece propolis iceren bal arasinda fakliliklar belirlemeye calisilmistir
(Sekil 3.39).

Sekil 3.39 Balda farkli oranlarda kullanilan enkapsiile edilmis propolis karisimlari

Panelistler tarafindan yapilan puanlamalarin ortalamasi alinarak degerlendirme
yapilmistir (Tablo 3.11). Elde edilen verilere gore toplam begenilirlik agisindan
enkapsiile kontrol grubu ornekleri (EKG) iceren ballar, klasik ¢oziiciilii enkapsiile
ekstrakt (KCEE) ornekleri iceren ballar ve ultrases destekli enkapsiile ekstrakt (UDEE)
ornekleri iceren ballar sirasiyla daha cok begenilmistir. Ama genel kabul edilebilirlik
acisindan biitiin ballar kabul edilebilir olarak tiiketime uygun bulunmustur. Gruplar
icerisindeki farkli konsantrasyonlarda kullanilan enkapsiile propolis 6rnekleri iceren
ballar arasinda 6neli bir farklilik gériilmemistir.

Renk acisindan ornekler degerlendirildiginde 1 numarali 6rnekten 10 numaral
ornege dogru gidildikce renk begenilirliginin diistiigi goriilmektedir. Bunun nedeni
karisimlarin balin dogal renginden uzaklagsmasidir. Bu renk degisimi begenilirligi

diisiirse de genel kabul edilirligi etkilememistir.

Propoliste tiiketilebilirligi en cok etkileyen faktorlerden bir tanesi sahip oldugu
kokudur. Bu koku propolislerin enkapsiile edilmesiyle en aza indirilmeye c¢alisiimistir.
Duyusal analiz sonucu elde edilen verilerde enkapsiile propolis katilan bal
ornekleriyle propolis katilmayan o6rnekler arasinda 6nemli bir farkin olmadigini ortaya
koymaktadir.

Balin sahip oldugu tada enkapsiile propolislerin etkisi incelendiginde tadi etkiledigi
gozlemlenmistir. Duyusal analizden elde edilen sonuclara gore propolis az veya
cok konulmasi tadda belirlenmesi gii¢c bir farklilik olustururken hi¢c konulmamasi

ve konulmasi arasinda onemli derecede belirlenebilir bir farklilik gézlemlenmistir
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Tablo 3.11 Duyusal analiz sonuclari

Ornek no Koku Tat Renk Doku Kivam Geflel k‘f‘b.ul

edilebilirlik
01 (0.3 propolis+bal) 4.2 4.7 4.8 4.4 4.5 4.4
02 (0.1 EKG+bal) 41 4.7 4.1 4.3 4.4 4.2
03 (0,3 EKG+bal) 42 46 3.6 4.0 4.5 4.2
04 (0,5 EKG+bal) 3.9 46 34 4.1 4.5 3.9
05 (0,1 KCEE+bal) 40 39 33 4.0 3.7 3.7
06 (0,3 KCEE+bal) 40 39 3.2 4.3 3.8 3.7
07 (0,5 KCEE+bal) 39 4.0 3.1 4.2 3.5 3.7
08 (0,1 UDEE+bal) 39 3.8 3.1 4.3 3.7 3.6
09 (0,3 UDEE+bal) 3.6 39 3.1 4.4 3.8 3.6
10 (0,5 UDEE+bal) 3.3 39 31 4.2 3.6 3.5

(p<0.005).

Bala katilan enkapsiile edilmis propolislerin doku {tizerine etkisi incelendiginde
propolis katilan 6rneklerin balin dokusunu degistirmedigi belirlenmistir. Panelistlere
gore bal agiza alindiktan sonra herhangi bir piitiirliilik veya asir1 yapigskanlik
hissedilmemistir. Cignenebilirlik ve yutma hissinde kontrol 6rneginden farkli bir

yaklasim yasanmamuistir.

Balin fiziksel Ozelliklerinden olan kivamin enkapsiile propolis katilmasiyla bala
yogunluk kattig1 tespit edilmistir. Bu yogunlugun algilanabilen belirgin bir diizeyde
oldugu ifade edilmistir. Bala enkapsiile propolis katilmasiyla yogunlasmayla balin
vizkozitesi artmis ve akiskanligi azalmistir. Bunun nedeninin propolisin enkapsiile
edildigi arap zamki maddesidir. Arap zamkinin suda iyi ¢6ziinen bir madde olmasi
sebebi ile balin icerisinde bulunan serbest su molekiillerini baglayarak balin kivamini

koyulastirdig1 diistiniilmektedir.

Yapilan calismalarda propolis et iiriinlerinde % 0.5’in altindaki konsantrasyonlarda
propolis kullanimu tiiketiciler agisindan kabul gormektedir [|63, |69]. Ayrica yapilan
baska bir calismada propolisin tadinin bastirilmasi amaci ile taze balik burgerlerinde
propolis konsantrasyonunu % 5 kullanilmis ancak kabul edilebilirligi arttirmak icin
iirlintin formiilasyonuna patates gevregi ve sizma zeytinyagi gibi yeni bilesenler

eklenmistir.

Tadim analizi gerceklestirilen panelistler tarafindan enkapsiile edilerek bal icerisine
katilan propolis karisimlari arasindan 2 7 ve 10 numarali 6rnekler en begenilen tirtinler
olmustur. 2 numaral iiriin icerisinde propolis icermezken, 7 numaral iriin %0.5
oraninda enkapsiile edilmis KCE'li DS propolis ekstratin1 ve 10 numarali tirtin %0.5

oraninda enkapsiile edilmis UDE'li DS propolis ekstratini icermektedir.

83



Duyusal analiz sonuglari toplu olarak ele alindiginda propolisin ekstrakte iriinlerinin
enkapsiile edilerek bala katilmasi propolisin tek basina katilmasindan hem biyoaktif

ozellikleri hem de duyusal 6zellikleri acisindan daha faydali olacagi belirlenmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

Art iriinlerinden biri olan propolis oldukca onemli bir fonksiyonel {iriindiir.
Propolisin sahip oldugu fonksiyonel ozellikleri kazandiran biyoaktif bilesiklerin
basinda fenolik bilesikler gelmektedir. =~ Fenolik bilesiklerin tespitinde ise en
onemli nokta ekstraksiyondur. Bu nedenle once ekstraksiyonun etkin bir
sekilde yapilmasi gerekmektedir. Calismada propolis ekstrakte edilirken etanol,
DMSO (dimetilsiilfoksit), propilen glikol (PG) ve distile su (DS) ¢oziicii olarak
kullanilmistir. Kullanilan c¢éziiciiler propolisteki fenolik bilesen ekstraksiyon etkinligi
etkilemistir. ~ Ekstraksiyon asamasinda kullanilacak c¢oziiciiniin etkinligi disinda
etkinligin arttirilmasi icin ultrases ekstraksiyonu yontemi kullanilmistir. Ayrica her iki
etkinligin arttirilmasi ile birlikte optimizasyon calismasi yapilarak propolisin fenolik
maddeler gibi biyoaktif bilesenlerinin en yiiksek bulundugu ekstraksiyon yontemi
belirlenmistir. Optimum Ornek yontemlerinin belirlenmesi ile hem klasik ¢6ziiciilii
ekstraksiyon yontemi Orneklerinin hem de ultrases destekli ekstraksiyon yontemi

orneklerinin FTIR ve Raman spektroskopilerinde karakterizasyonu yapilmaistir.

Elde edilen propolis orneklerinin toplam fenolik bilesen madde icerigi Folin
Folin-Ciocalteu yontemi ile elde edilmistir. Propolisleri fenolik maddelerin
karakterizasyonu ise HPLC yontemiyle belirlenmistir. Propoliste diger bir biyoaktif
bilesen olan antioksidanlarin tayininde DPPH (1,1 — Difenil — 2 — pikrilhidrazil)
serbest radikal giderim yontemi kullanilmistir. En yiiksek fenolik bilesen icerigi
sirasiyla ¢oziiciiler icin etanol, DMSO, PG ve su seklindedir. Ekstraksiyonda ise ultrases
kullanilan 6rneklerin kullanilmayan 6rneklere oranla daha yiiksek fenolik icerige sahip
oldugu belirlendi. Propolisin sahip oldugu antioksidan 6zelliklerde fenolik bilesen
icerigi ile dogru orant1 gostermistir. Bu nedenle en yiiksek antioksidan kapasitesi
sirastyla coziiciiler icin etanol, DMSO, PG ve su seklindedir. Ekstraksiyonda ise
ultrases kullanilan 6rnekler kullanilmayan 6rneklere oranla daha ytiiksek antioksidan

kapasitesine sahiptir.

Propolisin antimikrobiyal 0Ozellikleri iceriginde bulunan bir¢ok bilesenden
kaynaklanmaktadir. Propolisin antimikrobiyal aktivitesi; Escherichia coli
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0157H7 (ATCC®43888), Listeria monocytogenes (ATCC®13932), Salmonella
typhimurium (ATCC®14028), Staphylococcus aureus (ATCC®29213),
Streptococcus mutans  UA159 (ATCC®700610), Candida albicans
(ATCC®10251), Penicillium carneum (IBT14®042), Aspergillus flavus
(ATCC(R)15517) ve Aspergillus niger (ATCC(r)9642) iizerinde calisilmistir. Elde
edilen bulgulara gore propolis ekstraktlarinin antifungal etkinligi antibakteriyel
etkinliginden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica propolisin sahip oldugu
fenolik bilesen icerigi arttikca mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal etkisi de
artmaktadir. Bu nedenle en yiiksek antimikrobiyal etki sirasiyla ¢oziiciilerde etanol,
DMSO, PG ve su seklindedir. Ekstraksiyon etkinligine bakildiginda ise ultrases
kullanilan 6rnekler kullanilmayan 6rneklere oranla daha yiiksek antimikrobiyal etki

gostermistir.

Antimikrobiyal etkileri ile gidalarda kullanimi raf omri tzerine etkili olabilirken,
propolisin ham haldeki hedonik ozellikleri tiiketiciler tarafindan tercih
edilmemektedir. Bu nedenle propolisin sulu c¢oziiciide elde edilen ekstraktlar
dondurarak kurutucuda arap zamki kullanilarak enkapsiile edilmistir. Enkapsiile
edilen propolis ekstraktlar1 SEM cihazi kullanilarak goriinttilenmistir. Enkapsiilasyon
islemi sonrasinda balda kullanilarak hedonik oOzellikleri belirlenmistir. ~ Balda
kullanimindan elde edilen bulgularda enkapsiile propolis ekstraktli balli karisim
hedonik (duyusal) 6zellikleri acisindan genel olarak kabul edilmistir. Enkapsiile ile

birlikte tadin ve kokunun maskelendigi belirlenmistir.

Enkapsiile propolis ekstraktli balli karisimlar toplam fenolik icerigi ve antioksidan
kapasitesi bakimindan incelenmis ve enkapsiile propolis ekstrakti: ilavesinin balin
antioksidan ve fenolik bilesen icerigine katki saglamadigi belirlenmistir. Ayn1 zmanda
enkapsiile propolisli balli karisimin Escherichia coli 0157H7 (ATCC(r)43888),
Listeria monocytogenes (ATCC(r)13932), Salmonella  typhimurium
(ATCC®14028), Staphylococcus aureus (ATCC®29213), Streptococcus mutans
UA159 (ATCC(R)700610), Candida albicans (ATCC(r)10251), Penicillium
carneum (IBT14(r)042), Aspergillus flavus (ATCC(r)15517) ve Aspergillus niger
(ATCC@9642) lizerine antimikrobiyal etkisine rastlanmamaistir.

Biitlin bu veriler géz o6ntine alindiginda su, dimetilsiikfoksit (DMSO), propilen glikol
(PG) gibi c¢oziiciiler ve ultrases (US) yontemlerinin kullanilmasiyla etanoliin
kullanimindan kaynakli dezavantajlar ortadan kaldirilmis olup Tiirkiye’deki
propolislerin kimyasal bilesenlerinin tespitine katki saglanmistir. Alkollii ¢oziiciilere

alternatif bulunarak helal tiiketim ihtiyacina cevap verilmistir.

Katildig1 iirtinlerin raf omrii propolisin antimikrobiyal etkisi sayesinde dogal olarak
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uzamaktadir. Saglik acisindan hem insanlarda hem de hayvanlarda kullaniminda
dogal antibiyotik Ozellikleri sayesinde hicbir sakincasi bulunmadan tedavilerde
kullanimina olanak saglanacaktir. Yapilan bu calismayla dogal gida katki maddesi
olarak propolis ekstraktinin kullaniminin sadece gida sektoriine degil ayni zamanda
propolisin enkapsiile edilerek gida maddelerinde insan tiiketimine uygun sekilde
kullanilmasi, ila¢ ve kozmetik sanayiine uygun hammadde saglanmasi ve dogal katki

maddesi (antimikrobiyal ve antioksidan) tiretimine temel olusturulmustur.
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A.1 Duyusal Analiz Formu
PANELIST

Yas :
Cinsiyet :
Talimatlar

Size verilen oOrnekleri belirtilen Ozelliklere gore asagidaki skalayr kullanarak
(5-4-3-2-1) degerlendiriniz. Varsa tercih ettiginiz 6rnegi belirtiniz.

Skala
5: Cok iyi. 4: Iyi 3: Kabul edilebilir. 2: Zorlukla kabul edilebilir. 1: Kabul edilemez.

Tablo A.1 Duyusal analiz formu

Ornek no | Koku | Tat | Renk | Doku | Kivam Geflel k?b}ll
edilebilirlik
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
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