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OZET

Yapilan bu calismada propolis biyoaktif bilesenleri ultrases destekli ekstraksiyon ydntemi
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon etkinliginin belirlenmesi icin etanol
konsantrasyonu, sicaklik, siire ve kati solvent orani olmak tlizere dort farkli parametre
secilmistir. Secilen bu parametreler en yiiksek toplam fenolik madde, toplam flavonoid
konsantrasyonu, antioksidan kapasite ve balsam verimini elde etmek amaciyla doért degiskenli
ve ikinci dereceden merkezi karma tasarim desenine gore belirlenen deneylerle optimize
edilmistir. Ayrica propolis biyoaktif bilesenlerinin ekstraksiyonu geleneksel yontemle de
gerceklestirilerek yontemlerin ekstraksiyon etkinligine etkisi kiyaslanmistir. Secilen
ekstraksiyon parametreleri icerisinde etanol konsantrasyonu ve kati solvent oraninin toplam
fenolik madde miktar1 ve toplam flavanoid icerigi lizerine 6nemli derecede etkili oldugu
belirlenmistir (p<0.0001). Etanol konsantrasyonu ayrica antioksidan aktivite ve balsam verimi
acisindan da arastirllan parametreler igerisinde 6nemli derecede etkili bulunmustur
(p<0.0001). Ultrases destekli ekstraksiyon sonucunda %90 etanol konsantrasyonunda,
51°C'de, 32 dakika siireyle 1:300 kat1 solvent oraninda gerceklestirilen ekstraksiyonun
maksimum verim eldesi icin optimum kosul oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu optimum
ekstraksiyon kosulu altinda toplam fenolik madde miktar1 252,74+5,77 mg GAE/g, toplam
flavonoid madde miktar1 222,32+1,27 mg CE/g, antioksidan aktivitesi 1,43+0,004 mmol
TEAC/g ve balsam verimi ise %71,99:6,31 olarak tespit edilmistir. %75 etanol
konsantrasyonunda, 50 °C’de, 1:200 kati1 solvent oraninda, 1 giin siire ile gerceklestirilen
geleneksel ekstraksiyon yonteminde ise toplam fenolik madde miktar1 231,48+2,48 mg GAE/g,
toplam flavonoid madde miktar1 240,13+4,39 mg CE/g, antioksidan aktivitesi 1,50+0,04 mmol
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TEAC/g ve balsam verimi ise %58,87:0,12 olarak belirlenmistir. Hem geleneksel hem de
ultrasonik ekstraksiyonla elde edilen propolis 6rneginde ferulik asit (5,31-6,55 mg/g
propolis), kafeik asit (3,34-3,73 mg/g propolis), syringic asit (2,12-2,24 mg/g propolis) ve p-
kumarik asit (2,63-2,95 mg/g propolis) hakim fenolik asitler olarak belirlenirken, kuersetin
(0,14-0,15 mg/g propolis) ve rutin (0,0027-0,0032 mg/g propolis) basat flavonoidler olarak
saptanmistir. Elde edilen sonuglar, propolisteki biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu icin
ultrasonik ekstraksiyon yonteminin geleneksel ekstraksiyon yontemiyle kiyaslandiginda

ekstraksiyon etkinligi ve slire agisindan avantajli bir yontem oldugunu géstermistir.

Anahtar Kavramlar: Propolis, Antioksidan aktivite, Fenolik bilesikler, Ultrasonik

ekstraksiyon, Balsam verimi

Bilim Kodu: 90808
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ABSTRACT

In this study, propolis bioactive compounds extracted with ultrasound assisted extraction
methods. Four different parameters (ethanol concentration, temperature, time and solid
solvent ratio) were selected for determination of extraction efficiency. These selected
parameters were optimized to achieve highest total phenolic content, total flavonoid content,
antioxidant activity and balsam yield by using four variable, and second order central
composite design. Furthermore, the extraction of bioactive compounds of propolis was carried
out by conventional extraction and compared to ultrasonic extraction in terms of extraction
efficiency. Results showed that the ethanol concentration and solid solvent ratio among the
extraction parameters was significantly effective on total phenolic content and total flavonoid
content (p<0.0001). Ethanol concentration was also found significantly effective on
antioxidant activity and balsam yield (p<0.0001). The optimum condition to reach efficient
extraction was determined as 90% ethanol concentration, 32 minute at 51°C with 1:300 solid
solvent ratio. In this optimum condition, the amount of total phenolic content was 252,74+5,77
mg GAE/g, total flavonoid content was 222,32:1,27 mg CE/g, antioxidant activity was
1,430,004 mmol TEAC/g and balsam yield was %71,99:6,31. In conventional extraction,
which was carried out 75% ethanol concentration, 1:200 solid solvent ratio at 50°C during 1
day, the total phenolic content was 231,48+2,48 mg GAE/g, total flavonoid content was
240,13+4,39 mg CE/g, antioxidant activity was 1,50+0,04 mmol TEAC/g and balsam yield was
%158,87+0,12. In both propolis extracts obtained conventional and ultrasonic extraction, ferulic
acid (5,31-6,55 mg/g propolis), caffeic acid (3,34-3,73 mg/g propolis), syringic acid (2,12-2,24
mg/g propolis) and p-coumaric acid (2,63-2,95 mg/g propolis) were found major phenolic

vi



acid while quercetin (0,14-0,15 mg/g propolis) and rutin (0,0027-0,0032 mg/g propolis) were
found major flavonoids. Results showed that ultrasound assisted extraction was better in

terms of extraction efficiency and time when comparing conventional method.

Keywords: Propolis, Antioxidant activity, Phenolic compounds, Ultrasonic extraction, Balsam

yield

Science Code: 90808
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GIRIS

Propolis TSE’ye gore “is¢i arilarin, kovan icerisindeki besinleri, yavru arilar1 ve kendilerini
cesitli patojen mikroorganizmalardan (viriis, bakteri, fungus) korumak amaciyla bitkilerin
yaprak, govde, tomurcuk vb. kisimlarindan topladigi re¢cinemsi maddeleri ve bitki nektarlarini,
baslarinda yer alan salgi bezlerinden salgilanan enzimler ile biyokimyasal degisiklige
ugratarak olusturduklari, ‘ar1 tutkall’ olarak da adlandirilan {irtin” olarak tanimlanmaktadir
(TS 12910). Propolis iiretiminde Cin ilk sirada gelirken, Arjantin, Uruguay, Sili, Brezilya,
Kanada ve Dogu Avrupa iilkelerinde de propolis liretimi yapilmaktadir. Propolisin kimyasal
bilesimi mevsime, toplandiklar1 bolgeye, bitkilerin tir ve cesitliligine goére farklilik
gostermektedir (Pobiega ve ark., 2020). Propolisin renginde, toplandig1 kaynaga bagh olarak
koyu saridan kahverengine, kirmizi ve yesile kadar degisim gozlenebilmektedir (Karlidag ve
Geng, 2007). 10 °C’nin altindaki sicakliklarda oldukea sert ve ¢abuk kirilabilen bir yapiya sahip
olan propolis bu degerin iizerindeki sicakliklarda sakizimsi bir kivam kazanmaya baslayarak,
25 °C-40 °C sicaklikta oldukca yapiskan bir form almaktadir. Flavonoid ve fenolik asitlerce
zengin 300’den fazla bilesen iceren kompleks kimyasal bir yapiya sahip olmakla birlikte genel
olarak regine (%50), mum (%30), esansiyel yaglar (%10), polen (5%) ve diger organik
bilesenlerden (5%) olusmaktadir (Yucel ve ark., 2017). Propolis sahip oldugu zengin icerik
nedeniyle yuzyillardir geleneksel tibbin bir par¢asi olmanin yanmi sira ilag ve kozmetik
sektoriiniin de ilgisini ¢ekmistir. Propolisin sahip oldugu antioksidan ve antimikrobiyel
ozellikler gida alaninda da kullanilmasi noktasinda dikkat ¢ekmektedir. Propolisin bazi
bakteriler, viriisler ve kiifler lizerine etkisi ve raf émriine katkisi bilimsel olarak belirlenmistir
(Dogan ve Hayoglu, 2012). Bu nedenle son yillarda yapay koruyuculara alternatif olarak
gidalarda kullanimi tercih edilmektedir. Ayrica hayatimiza giren pandemi ile birlikte
popiilerlik kazanan gida takviyeleri alaninda da siklikla yararlanilan bir bilesen olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Ancak, propolis ham haliyle kokusu, acimsi tadi ve igerdigi baz bilesenler nedeniyle direk
tiilketime uygun olmadigindan 6ncelikle ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Ekstraksiyon islemi
maserasyon, soxhalet ekstraksiyonu gibi geleneksel yontemlerle yapildiginda uzun
ekstraksiyon siireleri ve asir1 solvent tiiketimi gibi olumsuzluklar ortaya ¢ikabilmektedir. Suda
cozinirligli oldukea diisiik olan propolisin ekstraksiyonunda cesitli organik c¢oziiciiler
kullanilmakla birlikte giiniimiizde ¢evre bilincinin artmasiyla daha cevreci solventlerin ve
ekstraksiyon metotlarinin tercih edilirligi artmaktadir. Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi
son yillarda biyoaktif bilesen ekstraksiyonunda tercih edilen bir yéontem olmakla birlikte bu
yontem, akustik kavitasyon olusturarak solventin 6rnege daha fazla niifuz etmesini saglamakta
ve bdylece materyalden solvente olan kiitle transferini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle,
geleneksel ekstraksiyon yontemine kiyasla, ultrasonik yontem ile hem ekstraksiyon siiresi

kisalmakta hem de etkinlik artmaktadir.



Yapilan bu calisma ile propolisten toplam fenolik madde miktar1 (TPC), toplam flavonoid
icerigi (TFC), antioksidan aktivite (AOA, ABTS) ve balsam verimi acisindan etkin bir
ekstraksiyonun gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Biyoaktif bilesenlerinin ekstraksiyonunda
yenilikci ve cevreci bir yontem olan ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Bilindigi
tizere etkin bir solvent ekstraksiyonunun gergeklestirilmesi icin solvent se¢cimi en onemli
parametrelerden biri olmakla birlikte sicaklik, siire, kati solvent orani ve solvent
konsantrasyonu gibi parametreler de ekstraksiyon verimini etkileyen 6nemli parametrelerdir.
Bu nedenle ekstraksiyon yonteminin optimize edilmesi énem tasimaktadir. Yapilan bu tez
calismasinda sicaklik, siire, kat1 solvent orani ve solvent konsantrasyonunun ekstraksiyon
etkinligine etkisi arastirilmis olup, etkinligin belirlenmesinde matematiksel bir model olan
Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology - RSM) kullamilmistir. Ayrica
ekstraksiyon islemi geleneksel yontemle de gerceklestirilmis olup bu iki yontem arasindaki
farkliliklar arastirilmistir. Yapisi itibariyle ham haliyle tiiketilemeyen ancak saglik iizerine
olumlu etkileri ve yiiksek ticari degeri ile bilinen bu degerli iiriiniin kullanilabilirliginin
artiritlmasi amaciyla hazirlanan tez ¢alismasindan elde edilen veriler ile, ekstraksiyon siiresinin
azaltildig1 buna karsin propolis biyoaktif bilesenlerin yiiksek verim ile ekstrakte edilebildigi
optimum kosullar belirlenmistir. Elde edilen verilerin propolis ekstraktinin gida ve diger
sektorlerin kullanimina uygun kalitede iiretilmesi noktasinda bilgi birikimine katki
saglanmistir. Ayrica iilkemizde 6nemli bir gelir kaynagi olan aricilik sektoriinde de bilincin
artirllarak bu alandaki gelisime ve yapilacak sonraki ¢alismalara katki saglamasi
hedeflenmektedir.



1.BOLUM
LITERATUR OZETi
1.1. Propolisin Tarihgesi

Propolis su anki adin1 Antik Yunancada kentin savunucusu anlamina gelen ‘pro’ ve ‘polis’
sozciiklerinin birlesimiyle almistir. Ilk kez Yunan yazitlarinda rastlanilan bu isim, propolisin
kovani ve kovan icindeki arilar1 enfeksiyonlardan korudugunu kesfetmelerinin ardindan
verilmistir (Kumova ve ark., 2002). Antik dénemlerden giiniimiize kadar tedavi amach
kullanilmakta olan propolis, genellikle yara ve c¢liriik tedavisinde yararlanilan dogal ates
diisiiriicii ve enfeksiyon onleyici olarak kullanilmistir (Castaldo ve Capasso, 2002). Tedavi
amaclh degerlendirilmesinin yani sira Antik Misir'da dlen kisilerin bedenlerinin mikrobiyal
zararlardan korunmasi amaciyla mumyalanmasi isleminde de kullanilmistir. Mumyalama
islemini, arilarin yabanci arilar1 o6ldiriip ardindan propolis ile mumyalamalarini
gozlemleyerek 6grendikleri tahmin edilmektedir (Gonsales ve ark., 2006). Propolisin tarihte
baska bir kullanim alami olan kozmetik sektoriinde ilk kullanimi ise viicut kremlerinin
bilesimine eklenmesi suretiyle Romalilar tarafindan gerceklestirilmis, ardindan da Antik
Yunanllar tarafindan parfiim ana malzemesi olarak degerlendirilmistir (Ahn ve ark., 2007; Li
ve ark., 2008; Aliyazicioglu ve ark., 2013).

1.2. Propolis

Propolis bal arilarinin (Apis mellifera) kavak, mese, kestane ve ¢gam gibi agaclarin ve bazi otsu
bitkilerin tomurcuk, yaprak, gévde, kabuk gibi boliimlerinden topladiklar 6zleri enzimlerle
isleyerek olusturduklari recinemsi dogal bir tiriindiir (Ghisalberti, 1979; Keskin, 2018; Reis ve
ark, 2019). Yapiskan bir formu olmasi sebebiyle kovan igerisine is¢i arilarin yardimiyla
bosaltilarak belirli noktalara biriktirilmekte, birikimi gerceklestirilen triin ise kovan ici
izolasyonunun saglanmasi, kovandaki catlak ve deliklerin kapatilmasi, hasarli peteklerin
tamiri, kovan giris deliginin daraltilmasi gibi pek ¢ok amag icin kullanilmaktadir (Marcucci,
1994; Yavuz ve ark., 2012).

Propolis, aricilarin ¢alisma sartlar1 ve balin toplanmasini zorlastirmasi sebebiyle c¢ita petekli
balin pazarda istenmeyen bir 6zelligi haline gelmis ve aricilar tarafindan arilarin iiretmesini
istemedikleri bir bilesim formuna doénlismiustiir. Ancak, son yillarda aricilikta iiretim
tekniklerinin gelismesi ve aricillarda farkindalik olusmasiyla birlikte propolisin 6nemi
anlasilmis ve lretimi de artirilmistir (Karacaoglu, 1997; Kumova ve ark., 2002; Keskin, 2018).
Tiirkiye'nin zengin bitki 6rtiisti arilarin propolis olusturmasi icin uygun ortami sunmaktadir.
Ayni zamanda propolisin hasat edilen her donemde kendine 6zgii bir formu vardir. Toplama
kolaylig1 ve propolisin kalitesi acisindan sonbahar ve kis mevsimi en uygun dénemdir. Bu
donemlerde soguk havalardan kovan icini korumak isteyen arilar daha kaliteli ve yogun
propolisler lretmektedir. Yaz mevsiminde sicakliktan dolay1 yapiskan bir formda olan

propolisin toplanmasi zorlasmakta ve kovan icinde balmumuyla karisma ihtimali de



artmaktadir. Propolis toplanirken ufalanmamasina, 1siya tabi tutulmamasina ve temiz bir
zemine yayilarak icerisinde bulunan yabanci cisimlerden uzaklastirilmasina 6zen gosterilmesi
gerekmektedir (Karlidag ve Geng¢ 2007).

(a) (b)

Resim 1.1. (a): Propolisin kovandaki ham hali, (b): Propolisin 6giitilmiis toz hali

1.3. Propolisin Kullanim Alanlari

Propolis eczacilik (Park ve ark., 1996; Mitu, 2021; Soés ve ark., 2021), saghk (Sawicka ve ark,,
2012; Arentz ve ark., 2021; Hao ve ark., 2021; Magnavacca ve ark., 2021; Mitu, 2021; Tiirkez
ve ark., 2021; Ugur ve ark., 2021), gida (Tosi ve ark., 2007; Pobiega ve ark., 2019; Cedeno-Pinos
ve ark., 2021; Irigoiti ve ark. 2021), apiterapi (Aydin ve Tekeoglu,2018; Kekecoglu, 2021;
Oztiirk ve ark., 2021), kimya (Zarrin ve Sabzi, 2022), malzeme (Roy ve Rhim, 2020; Bayatbalay
ve ark., 2021; Tirkeen ve ark., 2021), kozmetik (Kashmoola ve Qasim, 2021) ve sanayi gibi
bircok sektdrde cok fonksiyonlu sekilde kullanilmaktadir (Dogan ve Hayoglu, 2012). Tarihten
bugiline kadar saglik alaninda propolisin; doku onarimj, cilt hastaliklari, yanik tedavisi, tilser,
romatizma ve eklem hastaliklarinda olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir (Yavuz ve ark,
2012). Saglk alanindaki bu ¢esitli kullanim olanaklari, ar1 iirtinlerinden maksimum avantaj
elde etmeyi amac edinen apiterapide de propolisten faydalanilmasinin 6niinii agmistir (Ulusoy,
2012). Saghk ve apiterapi gibi alanlarda yararlanilmasinin yani sira, giiniimiizde hastalik
etmenlerinin ilaclara diren¢ géstermeye baslamasi ve kullanilan sentetik ilaclarin olasi yan
etkilerinin goriilmesiyle ila¢ sektériinde kullanimi da oldukca yaygin hale gelmistir. Ilag
sektoriinde dogal antibiyotik olarak tercih edilmekle birlikte kozmetik sektdriinde
antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle viicut losyonu, burun spreyi, yliz maskesi, krem, sampuan

vb. gibi bircok kozmetik iiriiniiniin yapim asamasinda da yararlanilmaktadir (Erdem, 2002).



Antimikrobiyal aktivite, propolisin gida iiriinlerinin raf 6mrii konusunda en ¢ok bilinen ve
katkisi olan 6zelliklerinden biridir. Giiniimiizde tiiketen, gelisen ve ¢alisan toplumlarin yeme
aliskanliklarina gida sektorii ¢6ziim olmaya ¢alismaktadir. Hayatin hizli akisindan kaynaklh
paketli gidalara olan artan talebe ¢6ziim olarak gidalarin hizli bozulmalarini énleyici ve raf
omriini uzatici careler diisiiniilmektedir. Antimikrobiyal aktivitesi sayesinde bakteri, viriis ve
kiif gibi mikroorganizmalari etkisiz hale getirebilmektedir (Dogan ve Hayoglu, 2012). Propolis
gidalarda dogal bir koruyucu ve kaplama materyali olarak tercih edilmektedir. Propolisin
bozulmay1 oOnleyici bir etkisi olmasi sebebiyle, yumrulu bitkilerin saklanmasinda ve
depolanmasinda c¢imlenmeyi engelleyici olarak faydalanilmaktadir. Biyoaktif ambalaj
malzemesi olarak kullanildiginda ise gidayla ambalaj temasi durumunda ambalajdan gidaya
herhangi zararl bir bilesenin gecisinin olmadigi belirlenmistir (Kumova ve ark., 2002; Cunha
ve ark., 2020).

Propolisin insan saghigi tzerine olumlu etkileri nedeniyle son zamanlarda bu alandaki
calismalar artmistir. Onemli bir apiterapik madde olmakla birlikte propolisin antitiimér,
antiinflamatuvar, ¢ogalmay1 onleyici, bagisiklik giiclendirici gibi bircok etki ve aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir (Ahuja ve Ahuja, 2010; Can ve ark., 2015; Pobiega ve ark., 2019). Buna ek
olarak dermatolojik, jinekolojik, mide ve kulak burun bogaz gibi bazi hastalik durumlarina
karsi propolis kullammminin faydalar1 ¢alismalarla sikca gosterilmistir (Marcucci, 1994).
Calismalarca gosterilen medikal faydalarinin propolisin ¢cok yiiksek antioksidatif etkiye sahip
olmasindan kaynaklandig1 bildirilmektedir (Graikou ve ark., 2016). Propolisin sahip oldugu
antioksidatif ve antimikrobiyal etkisinin, bilesiminde bulunan bazi ucucu yaglar ile
flavonoidler olan pinocembrin, galangin, pinobanksin, asetik asit ve kafeik asit esterlerine bagh
oldugu tespit edilmistir (Karlidag ve Geng, 2007; Dezmirean ve ark. 2017). Ayni1 zamanda
antimikrobiyal etkisi; ¢6ziicii tipi, bitki ¢esidi, cografi orijin ve propolisin icerdigi bilesiklere
gore degisiklik gosterebilmektedir (Dezmirean ve ark., 2017).



Tablo 1.1. Propolisin icerdigi bilesenlerin biyolojik aktiviteleri (Yonar, 2017)

Bilesik Biyolojik ve Farmakolojik Etkisi

Flavonoidler Antimikrobiyal
Antioksidan
Antiinflamatuvar
Antitimor
Bagisiklik uyarici
Antikarsinojenik
Gastrik iilser iyilestirici
Antiviral
Kilcal damarlar giiglendirici
Antimikotik
Lokal anestetik
Antibakteriyel
Alifatik ve Aromatik Asitler Antiseptik
Antioksidan
Antiviral
Antibakteriyel
Kollajenik etki
Antihemorajik (kanama 6nleyici)
Terpenler Antibakteriyel
Alkol ve Ketonlar Antifungal
Antioksidan
Bagisiklik uyarici
Antikarsinojenik
Hidrokarbonlar Yara iyilestirici
Karaciger koruyucu
Dis hastaliklarindan koruyucu
Aminoasitler Mitozu uyarici
Protein biyosentezini artirici

Kollajen ve elastinin olusumunu destekleyici

1.4. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolisin kendine 6zgii keskin ve aromatik bir kokusu vardir. Elde edildigi kaynaga, toplanma
zamani ve mevsime gore sekillenen koyu sari, kahverengi, kirmizi ve yesil gibi farkl renkleri
mevcuttur (Brown, 1989). Propolisin kimyasal yapisi, kovanin konumlandirildig1 ¢evrenin
iklimsel ve cografi 6zellikleri, propolisi olusturan arinin tiiri, botanik etkenler gibi bir¢cok farkl

etkene bagh oldugu icin fazlasiyla degisken ve komplekstir (Escriche ve Borras, 2018; Ozdal ve



ark.,, 2019). 300’den fazla farkl bilesik icerdigi bildirilen propolisin kimyasal bilesimi, genel
olarak %50 recine, %30 mum, %10 esansiyel yag, %5 polen, %5 diger organik bilesenler ve
minerallerden olusmaktadir (Yucel ve ark., 2017). Propolisin, 100 °C’de s1v1, 70-80 °C’lerde yar1
swv1, 25-40 °C’lerde yumusak ve cok yapiskan bir formda, 15-25 °C'lerde sakiz kivaminda ve
esnek, 10 °C’'nin altinda ise donmus bir halde bulunup, oldukca sert ve cabuk kirilabilen bir

yapiya sahip oldugu bildirilmistir (Bianchi 1995).

®RECINE ®mMUM =UGUCUYAG =~POLEN mDIGER

Sekil 1.1. Propolisin kimyasal bilesimi

Propolisin yapisinda magnezyum, kalsiyum, potasyum, sodyum, demir gibi elementlerle B1,
B2, B6, C ve E vitaminleri de tespit edilmistir (Deblock-Bostyn, 1982). Ancak, propolisin
yapisinda yag, karbonhidrat, protein, mineral ve vitaminler minér diizeyde bulundugundan
besin degeri oldukg¢a diistktiir. Bu nedenle genellikle dogrudan besin takviyesi olarak
diisiiniilemez. Propolisin yararlh 6zelliklerinin genelde fenolik asit tiirevleri ve flavonoid ihtiva
etmelerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Propolisin ihtiva ettigi en 6nemli grup olarak
flavonoidler goriilmektedir. Tablo 1.2.”de propolisin biyoaktif bilesenleri ve flavonoid
kompozisyonu gosterilmektedir. Flavonoidler ikincil bitki metabolitleri olduklari i¢in insanlar
tarafindan sentezlenemezler ve bu nedenle beslenmede 6nemli bir yerleri vardir (Bankova
2005). Propoliste p-kumarik asit, kafeik asit, esterler (fenil esterler), terpenler (di ve tri
terpenler ve seskiterpenler), aromatik aldehitler, sekerler, seker alkolleri, hidrokarbonlar
bulunmaktadir (Talla ve ark., 2014; Saral, 2018).



Tablo 1.2. Propolisin biyoaktif kompozisyonu

Miktar Kaynak
TPC 1734-3344 mg GAE/100 g Gargouri ve ark.,2019
43,77-97,96 mg GAE/mL Zainal ve ark., 2021
12,54-253,71 mg GAE/g Rajan ve ark., 2021
79,17-174,51 mg GAE/g Al-Juhaimi ve ark,, 2021
2431-127318 mg GAE/L Sagdig ve ark., 2020
4,8-504,2 mg GAE/g Oroian ve ark., 2020b
134,02-327,30 mg GAE/g Shahbaz ve ark., 2021
55,74-91,32 mg GAE/g Andrade ve ark., 2017
3462,4 mg GAE/g Cavalaro ve ark., 2020
28,48-80,24 mg GAE/mL Keskin ve ark., 2020
510-575 mg GAE/g Erdogan ve ark,, 2011
TFC 30,89-59,45 mg QE/g Andrade ve ark., 2017
117-559mg CE/100 g Gargouri ve ark., 2019
41,19-70,19 mg QE/g Al-Juhaimi ve ark., 2021
104-40516 mg/L Sagdig ve ark., 2020
25,09 - 112,49 pg QE/mL Zainal ve ark., 2021
Antioksidan (DPPH) 4431-4663,80 umol TEAC/g Andrade ve ark,, 2017
%37,00-%88,11 Zainal ve ark., 2021
%44,73-73,18 Shahbaz ve ark., 2021
%17,29-53,62 Al-Juhaimi ve ark., 2021
409,6-503,7 mg TEAC/g Erdogan ve ark., 2011
Antioksidan (ABTS) 1868,5-2913,5 umol TEAC/g Andrade ve ark., 2017
18,652 umol TEAC/g Cavalaro ve ark., 2020
109,76 -252,9 umol TEAC/g  Gargouri ve ark.,2019
237,7-285,3 mg TEAC/g Erdogan ve ark., 2011
Flavonoidler Miktar Kaynak
Apigenin 14-1209 mg/L Sagdig ve ark., 2020
5,2-13,4 mg/g Oroian ve ark., 2020b
0,4-3mg/g Pellati ve ark,, 2013
0,09-0,42 mg/g Hu ve ark., 2022
Chrisin 1-10760 mg/L Sagdic ve ark., 2020

62,1-161,7 mg/g
4,2-33 mg/g
641,33 pg/mL
4,06-15,61 mg/g

Oroian ve ark., 2020b
Pellati ve ark., 2013
Bozkus ve ark., 2021
Hu ve ark., 2022

TPC: toplam fenolik konsantrasyonu, TFC: toplam flavonoid konsantrasyonu,

GAE: gallik asit esdegeri, QE: kuersetin esdegeri, TEAC: trolox esdeger antioksidan kapasitesi



Tablo 1.2. Propolisin biyoaktif kompozisyonu (Devam)

Flavonoidler Miktar Kaynak
Galangin 36-11987 mg/L Sagdi¢ ve ark., 2020
8,8-23 mg/g Oroian ve ark., 2020b
1,1-16,3 mg/g Pellati ve ark., 2013
534,11 pg/mL Bozkus ve ark., 2021
0,57-3,41 mg/g Hu ve ark., 2022
Isorhamnetin 5-2221 mg/L Sagdig ve ark., 2020
8,8-23 mg/g Oroian ve ark., 2020b
0,5-3,8 mg/g Pellati ve ark., 2013
0,29-0,78 mg/g Hu ve ark., 2022
Kaempferol 1-1292 mg/L Sagdig ve ark., 2020
5,1-13,4mg/g Oroian ve ark., 2020b
0,9-25mg/g Pellati ve ark., 2013
98,72 pg/mL Bozkus ve ark., 2021
0,08-12,21 mg/g Rajan ve ark., 2021
0,03-0,11 mg/g Hu ve ark., 2022
Myristin 2-295 mg/L Sagdig ve ark., 2020
95,5-248,7 mg/g Oroian ve ark., 2020b
2,32 ug/mL Bozkus ve ark., 2021
Naringenin 2-959 mg/L Sagdic ve ark., 2020
372,39 pg/mL Bozkus ve ark., 2021
Pinobanksin 33-8778 mg/L Sagdi¢ ve ark., 2020
0,9-7,8 mg/g Pellati ve ark., 2013
0,37-2,47 mg/g Hu ve ark., 2022
Pinocembrin 12-7822 mg/L Sagdic ve ark., 2020
6,6-17,2 mg/g Oroian ve ark., 2020b
4,2-25 mg/g Pellati ve ark.,, 2013
572,67 pg/mL Bozkus ve ark., 2021
2,51-6,58 mg/g Hu ve ark., 2022
Kuersetin 4-2105 mg/L Sagdig ve ark., 2020
4,8-12,4 mg/g Oroian ve ark., 2020b
0,5-2,5mg/g Pellati ve ark., 2013
40,69 pg/mL Bozkus ve ark., 2021

0,06-6,17 mg/g

Rajan ve ark., 2021

TPC: toplam fenolik konsantrasyonu, TFC: toplam flavonoid konsantrasyonu,

GAE: gallik asit esdegeri, QE: kuersetin esdegeri, TEAC: trolox esdeger antioksidan kapasitesi



Tablo 1.2. Propolisin biyoaktif kompozisyonu (Devam)

Flavonoidler Miktar Kaynak

Rutin 4-2164 mg/L Sagdi¢ ve ark., 2020
29-75,6 mg/g Oroian ve ark., 2020b
0,11-1,62mg/ g Rajan ve ark., 2021

Katesin 1-48 mg/L Sagdig ve ark., 2020
0,04-2,33 mg/g Rajan ve ark., 2021

Fenolik asitler Miktar Kaynak

4-OH Benzoik Asit 9-401 mg/L Sagdig ve ark., 2020
43,17 mg/kg Shahbaz ve ark., 2021

Kafeik Asit 326-6474 mg/L Sagdic ve ark., 2020
8,1-21 mg/g Oroian ve ark., 2020b
2,3-6,7 mg/g Pellati ve ark.,, 2013
66 pg/mL Bozkus ve ark., 2021

Kafeik Asit Fenil Ester
(CAPE)

Klorojenik Asit

Epigallokatesin

Ferulik Asit

[soferulik Asit

0,05-6,84 mg/g
4,13-21,66 mg/kg
0,043-7,128 mg/g
0,33-1,73 mg/g
7-5054 mg/L
2,3-13,1 mg/g
630,67 pg/mL
1-1139 mg/L
10,20 pg/mL
0,07-19,35 mg/g
6,33-31,80 mg/kg
52,193-148,151 pg/g
5-102 mg/L
0,33-3,39 mg/g
3-1561 mg/L
0,90-56,44 mg/g
4,74-24,32 mg/kg
0,11-0,37 mg/g
2,3-8,7 mg/g
1,3-3mg/g
0,34-1,47 mg/g

Rajan ve ark., 2021
Shahbaz ve ark., 2021
Rebiai ve ark., 2021
Hu ve ark., 2022
Sagdi¢ ve ark., 2020
Pellati ve ark., 2013
Bozkus ve ark., 2021
Sagdic ve ark., 2020
Bozkus ve ark., 2021
Rajan ve ark., 2021
Shahbaz ve ark., 2021
Rebiai ve ark., 2021
Sagdic ve ark., 2020
Rajan ve ark., 2021
Sagdic ve ark., 2020
Rajan ve ark., 2021
Shahbaz ve ark., 2021
Hu ve ark., 2022
Pellati ve ark., 2013
Pellati ve ark., 2013
Hu ve ark., 2022

TPC: toplam fenolik konsantrasyonu, TFC: toplam flavonoid konsantrasyonu,

GAE: gallik asit esdegeri, QE: kuersetin esdegeri, TEAC: trolox esdeger antioksidan kapasitesi
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Tablo 1.2. Propolisin biyoaktif kompozisyonu (Devam)

Fenolik asitler Miktar Kaynak

Gallik Asit 1-92 mg/L Sagdic ve ark., 2020
0,21-13,77 mg/kg Shahbaz ve ark., 2021
0,328-0,440 mg/g Rebiai ve ark., 2021
0,03-0,30 mg/g Rajan ve ark., 2021

Protokatesik Asit 3-235 mg/L Sagdig ve ark., 2020
0,06-0,52 mg/g Rajan ve ark., 2021

m-Kumarik Asit 1-2268 mg/L Sagdic ve ark., 2020
1,33-13,57 mg/kg Shahbaz ve ark., 2021

p-Kumarik Asit 3-7315 mg/L Sagdig ve ark., 2020
104,3-271,7 mg/g Oroian ve ark., 2020b
1,9-10,2 mg/g Pellati ve ark., 2013

Transsinamik Asit

Vanilik Asit

1,21-45,78 mg/g
2,86-14,98 mg/kg
3,0849-278,980 ug/g
0,29-1 mg/g
37-3532 mg/L

91,49 pg/mL

8-5064 mg/L
12,67-26,81 mg/kg

Rajan ve ark., 2021
Shahbaz ve ark., 2021
Rebiai ve ark,, 2021
Hu ve ark., 2022
Sagdic ve ark., 2020
Bozkus ve ark., 2021
Sagdic ve ark., 2020
Shahbaz ve ark., 2021

TPC: toplam fenolik konsantrasyonu, TFC: toplam flavonoid konsantrasyonu,

GAE: gallik asit esdegeri, QE: kuersetin esdegeri, TEAC: trolox esdeger antioksidan kapasitesi

1.5. Propolis Ekstraksiyon Yontemleri

Propolisin biyoaktif bilesenlerce zengin kompleks bir yapisi olmasinin yani sira ham haliyle
recineli, suda az ¢oziinen, viskoz, giiclii tat ve koku gibi yapisal ozelliklerinden dolayi
biyoetkinligi ve dogal haliyle kullanilabilirligi kisitlanmaktadir. Bu nedenle tiiketime
uygunlugunun artirilmasi i¢in ekstrakte edilmesi gerekmektedir (Keskin, 2018). Ekstraksiyon
sirasinda vaksh bir dokusu olmasi sebebiyle apolar 6zellikteki yapidan biyoaktif kismin
ayrilmasi oldukc¢a zor hale gelmektedir ve bu zor siirecin kolaylastirilmasi agisindan
ekstraksiyon asamalarinda kullanilacak solvent ve segilecek ekstraksiyon yontemi 6nem arz
etmektedir (Yildiz, 2020).

Geleneksel ekstraksiyonda; siire kayb1 yasanmasi, yiiksek miktarda ve saflikta solvente ihtiyac
duyulmasi, kullanilan solventin uzaklastirilma zorlugu, biyoaktif bilesen kaybi, sicakliga
duyarli olan bilesenlerin termal bozunumu, fazla maliyet harcanmasina karsin diisiik

performans alinmasi gibi bazi dezavantajlar farkli ekstraksiyon yontemlerinin kullanimini
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artirarak minimalize edilmeye c¢alisiimaktadir (Sengiil ve Topdas, 2019). Geleneksel
ekstraksiyona alternatif olarak kullanilan modern ekstraksiyon teknikleri cevreye verilen
zararin minimumda tutulmasi sebebiyle yesil teknikler olarak da adlandirilmaktadir. Yesil
ekstraksiyon tekniklerine, ultrasonik ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, derin
otektik ¢oziiciilerle ekstraksiyon yontemleri drnek verilebilmektedir (Yildiz, 2020). Yesil
tekniklerin giivenilir olmasi, daha az kimyasal kullanilmasi, diisiik enerji harcanmas;, kirliligin
en aza indirgenebilir olmasi, zaman kaybi yaratmamasi, yenilenebilir hammadde kullanimina
olanak saglamasi son yillarda gida teknolojileri agisindan tercih edilme nedenleri arasinda

gosterilmektedir (Sengiil ve Topdas, 2019).

1.5.1. Mikrodalga Yardiml Ekstraksiyon

300 GHz ile 300 MHz araliginda bulunan elektromanyetik alanlar mikrodalgalardir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon, mikrodalga enerjisi yardimiyla materyalden bir sivi
icerisinde ¢6ziinebilen maddelerin ekstraksiyonu seklinde tanimlanabilen yeni bir tekniktir
(Sengiil ve Topdas, 2019). Mikrodalga enerjisi gibi yeni teknikler gida ve 6zellikle analitik
kimya alaninda ekstraksiyon, kurutma, ¢6zindiirme, nem tayini vb. islemlerde siklikla
kullanilmaktadir (Yaman ve Kuleasan, 2016). Ekstraksiyon isleminde kullanilan mikrodalga
tekniginin temel prensibi polar molekiillerin tizerinde olusan mikrodalgalarin yarattig: etkiye
dayanmaktadir ve ardi ardina gerceklesen iic adimi icermektedir. Ilk adimda iyonlarin
yonlerini belirlemesi sonucu molekiiller arasi ¢arpismalar 1s1 liretimi meydana getirmekte ve
1siyla beraber basincin artmasi sonucu malzemenin aktif kisimlarindan ¢6ziinen maddelerin
ayrilmas1 gerceklesmektedir. Ikinci adim ¢éziiciiniin iiriin matriksi boyunca difiizyonunu ve
son adim ise Uriin matriksinden c¢déziiciiye ¢ozlinen maddelerin salinimimi kapsamaktadir.
Mikrodalga yardimh ekstraksiyonun ¢alisma prensibini olusturan bu ii¢ adim ile ekstraksiyon
veriminin artmasi, siirenin kisalmasi, 1sitmanin hizlanmasi, ekipman boyutunun kii¢iilmesi,

solvent kullaniminin azalmasi gibi pek ¢cok avantaj saglanmaktadir (Sengiil ve Topdas, 2019).

Hamzah ve Leo’nun (2015), yaptiklar1 calismada Malezya’'nin Trigona sehrine ait propolisin
sicaklik, siire, kat1 solvent orani ve gii¢ gibi farkli parametreler kullanarak mikrodalga destekli
ekstraksiyonunu gergeklestirmislerdir. Propolisin mikrodalga destekli ekstraksiyonu igin
optimizasyon kosullarini; 1:5 kat1 solvent orani, 300 W mikrodalga giicii ve 115 °C sicaklik
seklinde tespit etmislerdir. Calisma sonucu olarak mikrodalga tekniginin propolis
ekstraksiyonunda alternatif olabilecegi ve daha az ¢oziici kullanilarak 20 dakikada
gerceklestirilen ekstraksiyonla liretilen ekstraktin, maserasyonla elde edilen ekstrakttan daha
Ustlin kaliteye sahip oldugu bildirilmistir. Benzer bir calisma olan Pellati ve ark.,, (2013)
tarafindan yapilan ¢alismada Italya’nin farkl bélgelerinden alinan ham propolisten fenolik
asitlerin ve flavonoidlerin hizh ekstraksiyonu i¢in yanit yiizeyi deneysel tasarim metodu

araciligiyla bir mikrodalga destekli ekstraksiyon gelistirip, ekstraksiyon verimi optimize
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edilmistir. Geleneksel yonteme kiyasla mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde solvent

kullaniminin ve siirenin azaldig1 sonucuna varilmistir.

Oroian ve ark,nin (2020a), yaptiklar1 ¢alismada Romanya’dan temin ettikleri propolisi
mikrodalga destekli ekstraksiyon, maserasyon ve ultrases destekli ekstraksiyon yontemiyle
ekstrakte etmislerdir. Ekstraksiyon verimi en yiiksek ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle elde
edilirken (%97), mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde ettikleri verimin de (%96)
maserasyondan (%91) daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada ii¢ farkh
ekstraksiyon yontemiyle biyoaktif bilesenleri belirlenen propolis icin en uygun teknigin
ultrases oldugu ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun maserasyona kiyasla tistiin 6zellikler
gosterdigi sonuca varilmistir. Sonug¢ olarak yapilan tiim c¢alismalar mikrodalga destekli
ekstraksiyon yonteminin maserasyon tekniginden daha avantajli oldugunu, ultrasesin de

mikrodalga destekli ekstraksiyondan daha avantajli oldugunu géstermistir.

1.5.2. Derin Otektik Céziicii Ekstraksiyonu

20. yiizyilin baslarindan beri dikkat ceken derin o6tektik ¢oziiciilerle ekstraksiyon yontemi
cevreci, siirdiiriilebilir ve diisiik maliyetli bir yontem olarak son yillarda etkin bir sekilde
biyoaktif bilesenlerin ve nutrientlerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Genel olarak derin
otektik cozelti, kuvvetli hidrojen bag: alicisi (kolin Kkloriir) ve hidrojen donériinden (glikoz,
sukroz, fruktoz, oksalik asit ve malik asit) olusmaktadir (Cunha ve Fernandes. 2018).
Hazirlanan bu ¢ozelti karbonhidrat tiirevi, iire tiirevi ve Kkloriir tuzunun hidrojen bagi
etkilesimi ile meydana gelmektedir (Rufd ve Konig, 2012). Ge¢misten giiniimiize hazirlanmis
ilk derin 6tektik ¢ozelti ise kolin kloriir ve ¢inko kloriirtin 100 °C’'nin altinda karistirilmasi ile
olusturulmustur. Daha sonra farkh asitler eklenerek derin 6tektik solventler (DOS)
gelistirilmistir. Bilesenleri degistirilerek farkh kimyasal 6zelliklere sahip DOS cozeltileri elde
edilebilmesi, kullanilan c¢o6ziiciilerin yanici ve ucucu olmamasi, kokusuz, renksiz, kolay
hazirlanmasi, klasik ¢éziiclilerde ¢éziinmeyen seliiloz gibi organik ve inorganik maddeleri
cOzebilmesi gibi 6zellikleri bu teknigin avantajlar arasinda yer almaktadir (Abbott ve ark,
2001; Ozgiir, 2021).

Derin otektik ekstraksiyon yonteminde siklikla kullanilan kolin kloriir, kuarter amonyum tuzu
ve alkol iceren ayn1 zamanda suda ¢abuk ¢6ziinebilen bir bilesiktir (Kantar ve ark., 2021). Kolin
Kloriir bilesiginin diisiik buhar basinci ve erime noktasina sahip olmasi, geri dontisiimiinii
kolaylastirmakta ve tercih edilmesini saglamaktadir. Ayrica kolin Kkloriir gibi avantajh
solventler kullanilarak gergeklestirilen bu ekstraksiyon yonteminin ultrases ve mikrodalga
gibi diger yesil tekniklerle kullanilmasi ekstraksiyon verimini artirarak kisa siirede istenilen
sonuglara ulagilmasim saglamaktadir (Kantar ve ark., 2021; Ozgiir, 2021). Propolisin derin
otektik solvent ekstraksiyonunun yayginlasmasiyla bu alanda yapilan calismalarda artmistir.

Dos Santos ve ark.'nin (2021), yiirittiikleri calismada kirmizi propolisin toplam flavonoid,
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antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin iyonik siv1 ve derin 6tektik solvent ekstraksiyonu
incelenmistir. Calismada propolisin ekstraksiyonu icin kolin klortir ile 1:2 molar oranlarinda
ti¢c farkli bilesen (gliserol, 1,4 biitandiol, levunilik asit) kullanilarak derin 6tektik solventler
hazirlanmistir. Hazirlanan c¢oziiciilere 3,3 dakika boyunca ultrases destekli ekstraksiyon
uygulanmistir. Calisma kosullar1 altinda toplam flavonoid miktar1 36,30-394,39 mg RuE/g
olarak tespit edilirken, antioksidan aktivitesi 5,48-7595,77 pmol TEAC/g bulunmustur. Yapilan
calismanin sonucu olarak ultrases destekli ekstraksiyon ve derin 6tektik solvent tekniklerinin
beraber kullanilmasiyla kirmizi propolisin ekstraksiyonunda ytiksek antioksidan aktiviteye
sahip baz1 fitokimyasallarin geri kazanildigi bildirilmistir. Ayrica ekstraktlarin
Salmonella enteritidis ve Staphylococcus aureus gibi baz1 bakterilerin gelisimini engelleyerek
mikrobiyolojik analizlerde olumlu etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Derin 6tektik
ekstraksiyon kullanilarak yapilan calismalar, c¢6ziiciilerin biyobozunur olmasi, toksik
olmamasi ve diisliik maliyetle kisa siirede sentezlenebilir olmasiyla avantaj sagladigini ve yesil
tekniklerle beraber kullandiginda etkisinin arttigini net bir sekilde gostermistir.

1.5.3. Basinch Siv1 Ekstraksiyonu

Basingh siv1 ekstraksiyonu ya da bir diger adiyla hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu 20,3
MPa’a kadar cikabilen yiiksek basinglar ve 40-200 °C arasi sicakliklarda kapali bir ortamda
gerceklestirilmektedir (Erdogan ve ark., 2011). Basingli siv1 ekstraksiyon yonteminde temel
amag, sivinin ylksek sicaklik ve basing kullanarak ekstraksiyonunu gergeklestirmektir.
Uygulanan yiiksek sicaklik ve basing, ornegin icine ¢oziicinlin daha iyi niifuz etmesini
saglamaktadir. Yaygin olarak ekstraksiyonda sicaklik, ¢oziiciiniin kaynama noktasinin
ustiindeki bir degerde kullanilmaktadir. Sicaklikla birlikte kaynama noktasinin tizerine ¢ikilsa
bile basin¢ sayesinde ¢o6zilicii sivi halde kalmaktadir. Coziiciilerin sivi halde kalmasi
ekstraksiyon siiresi boyunca ¢oziicii kayb1 yasanmasinin 6niline gegmektedir. Diisiik ¢oziicii
tiikketimiyle olumlu cevresel etkiler goriilmektedir. Basinglhi sivi ekstraksiyonunda, temel
olarak ¢6ziiniirliigiiniin ve kiitle transfer hizinin artmasiyla yiiksek ekstraksiyon verimleri elde
edilmektedir. Ekstraksiyonun yiiksek sicakliklarda gerceklesmesi, diisiik sicakliklarda
bitkilerdeki biyoaktif kisimlarin esktrakte edilmesinde etkisiz olan su gibi ¢dziictilerin verimli

bir sekilde kullanimina olanak saglamaktadir.

Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonunun geleneksel ekstraksiyon yontemleri ile
kiyaslandiginda, zaman kaybini azaltan ve daha az kati solvent oranlari gerektiren bir yontem

oldugu bildirilmistir (Erdogan ve ark., 2011; Sanchez Camargo ve ark., 2016).

Basingh sivi ekstraksiyonunu verim agisindan etkileyen iki temel faktér sicaklik ve basing
seklinde aciklanabilmektedir. Ekstraksiyon sirasinda uygulanan yiliksek sicaklik benzer
molekiiller arasindaki cekme ve yapisma kuvvetlerini en aza indirgeyerek gerekli aktivasyon

enerjisini azaltmaktadir. Ayni zamanda ¢oziiciinlin yiizey gerilimini diisiirerek kavite
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olusumunu kolaylastirmaktadir. Boylelikle maddeler daha hizli ¢6ziinmekte ve ekstraksiyon
kinetigi hizlanarak verim artmaktadir. Ekstraksiyon verimini etkileyen bir diger faktor olan
yuksek basin¢ uygulamasi ¢éziiciiniin yiiksek sicaklikta kaynamasinin 6niine gecerek sivi halde
kalmasini saglamakta ve belirlenen ekstraksiyon kosullar1 altinda geleneksel ekstraksiyon

yontemlerinden daha hizli ger¢eklesmesini saglamaktadir (Biiyliktuncel, 2012).

Erdogan ve ark. (2011), yaptiklari ¢calismada iilkenin farkli noktalarindan topladiklari propolis
orneklerini basingh sivi ekstraksiyonu yardimiyla ekstrakte edip antiradikal kapasiteleri ve
toplam fenolik igeriklerini tespit etmeyi amaglamislardir. Ekstraksiyonun optimizasyonu
amaciyla solvent konsantrasyonu, sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve basing gibi farkli degiskenler
kullanmislardir. Basingli siv1 ekstraksiyonu sonucu toplam fenolik madde miktarin1 510-575
mg GAE/g bulmuslardir. Ayn1 zamanda DPPH reaktifi kullanilarak yapilan antioksidan
aktiviteyi 1,6-503,7 mg TEAC/g tespit ederken, ABTS yontemi kullanilarak yapilan antioksidan
aktiviteyi 1,8-285,3 mg TEAC/g bulduklarini bildirmislerdir. Literatiirde basin¢li sivi
ekstraksiyonu ile yapilan ¢alismalar propolisten biyoaktif bilesiklerin elde edilmesi i¢in bu
yontemin uygun oldugunu gostermistir. Ancak, 1siya dayanikli olmayan 6rneklerde yiiksek
sicakligin termal bozunuma sebep olmasi basingh sivi ekstraksiyonunun dezavantajlari

arasinda yer almaktadir (Biiytktuncel, 2012).

1.5.4. Ultrasonik Ekstraksiyon

Insan kulaginin algilayabileceginin iizerindeki ses dalgalar1 ultrasonik ses dalgalaridir. Gida
sektoriinde 10 MHz ile 20 kHz frekans araligindaki ultrasonik ses dalgali alet ve ekipmanlar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ultrasonik ses uygulamalari ytksek ve diisiik enerjili olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir ve gruplandirmada enerji miktar1 en 6nemli kriter olarak baz
alinirken sesin giicti, yogunlugu, ses enerji yogunlugu da olduk¢ca 6nem arz etmektedir. Diistik
enerjili ultrasonik uygulamalarda kullanilan referans; 1 W/cm? 'den diisiik ses yogunlugu ve
100 kHz'den yiiksek frekansken, ytliksek enerjili ultrasonik uygulamalarda kullanilan referans
ise 1 W/cm?den yiiksek ses yogunlugu ve 18-100 kHz 'den daha diisiik frekans aralig1 olarak
belirlenmistir (Cavuldak ve ark., 2016). Yiiksek frekansl diisiik enerjili ultrasonik uygulamalar
gidanin yapisinda kimyasal ve fiziksel etkilesimler meydana getirmedigi icin fizikokimyasal
ozelliklerinin tespitinde kullanilmaktadir. Diisiik frekansh yiliksek enerjili ultrasonik
uygulamalarda ise gidanin yapisinda kimyasal ya da fiziksel degisimler meydana gelmekte ve

hedeflenen bilesiklerin ekstraksiyonu icin kullanilabilmektedir (Oroian ve ark., 2020b).

Ultrasonik ses; kavitasyonu, hiicre membraninda incelmeyi, mikroorganizmalar iizerinde
oldiirticii etkiye neden olan lokal 1sinmay1 ve serbest radikal olusumunu saglamaktadir.
Ultrasonik ses dalgalar1 materyalin yiizeyine ¢arptiginda bir gli¢ yaratmakta ve bu gii¢ hiicre
duvarlarini mekanik olarak parcalayarak madde gecisini saglamaktadir. Hiicre duvarinin

yikilmasiyla hiicre icindeki sivi ekstrakt hiicre disina kolayca cikabilmektedir ve boylelikle
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partikiil capinin azalmasi sonucunda kati ve sivi kisimlar arasindaki yiizey alani artmaktadir.
Ultrasonik ses dalgalarinin mekanik aktivitesi, solventin dokulara dogru olan dagilimin
hizlandirarak hiicre duvar1 pargalanmasini ve hiicre i¢i bilesenlerin ¢o6ziicliiye kolayca
gecmesini saglamaktadir (Cavuldak ve ark., 2016; Cavalaro ve ark., 2019; Oroian ve ark,
2020b).

Ultrases, kullanildig1 bazi sistemlerde tek basina yeterli olurken bazilarinda 1s1 ve /veya basing
gibi islemlerle kombine edilerek kullanilmaktadir ve bu kombine sistemlere termosonikasyon,
manosonikasyon, = manotermosonikasyon = uygulamalar1  6rnek  verilebilmektedir.
Termosonikasyon; ultrases ve sicaklik kombinasyonuyken, manosonikasyon ultrases ve basing
kombinasyonlu bir uygulama olarak belirtilmektedir. Manotermosonikasyon ise basing,
sicaklik ve ultrases uygulamasinin kombinasyonuyla gerceklesen islem seklinde
adlandirilmaktadir (Knorr ve ark., 2004; Rahman, 2007). Ultrases destekli ekstraksiyon
geleneksel yontemlere kiyasla daha yiiksek geri kazanim elde edilebilecek yesil bir teknik
olarak gorilmektedir. Yesil ve modern teknikler olarak gosterilen mikrodalga, yiiksek
hidrostatik basing destekli ekstraksiyon ve siiper kritik akiskan ekstraksiyonu gibi
ekstraksiyon yontemleriyle karsilastirildiginda, ultrasesin kullanim kolaylig1 ve cihazin daha
diisiik maliyetli olmasi avantaj saglamaktadir. Ultrasesin, ekstraksiyon ve ayirma siireglerinde
karismayan fazlar arasinda kiitle transferi sagladigi ve homojenizasyona yardimci oldugu
bilinmektedir. Son arastirmalar, ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin ¢éziicii kullanimini
azaltmasi, diisiik sicakliklarda calisma kolayligi saglayarak bazi aktif bilesiklerin termal
bozunmasini 6nlemesiyle daha kisa stirelerde bir¢ok bilesigin ekstraksiyonunu sagladigini

gostermektedir (Cavalaro ve ark., 2019; Oroian ve ark., 2020b).

Belirtilen son arastirmalara 6rnek olarak Cavalaro ve ark. (2020), yaptiklari calismada biberiye
ve yesil propolisi ultrases destekli ekstraksiyonla ekstrakte edip antioksidan sonugclarini
karsilastirmayl amacglamiglardir. Calismada kullanilacak yesil propolisi 40 kHz frekansta
1sitmali bir ultrases banyosunda, 1:35 kati solvent oraninda, %99 etanol kullanarak 3-25 °C'de
20 dakika boyunca ekstrakte etmislerdir. Belirtilen ekstraksiyon kosullari altinda; propolisteki
toplam fenolik madde miktarin1 3462,4 mg GAE/g bulunmusken, DPPH yontemi ile bakilan
antioksidan kapasitesini 18,652 pmol TEAC/g seklinde tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak
ultrases destekli ekstraksiyon kosullarinin propolis icin antioksidan bilesiklerin geri
kazanimini artirdig1 ve yesil propolisin ultrases yardimi ile {iretilen bitki 6ziine kiyasla daha
yuksek antioksidan kapasite sundugu belirlenmistir. Calismada gelistirilen her iki ekstraktin
da gida ve kozmetik amacl kullanima yonelik antioksidan kapasiteye sahip dogal icerikler

iretmeye uygun oldugu bildirilmistir.

Yesil propolis kullanilarak gerceklestirilen baska bir ¢alisma olan Andrade ve ark. (2017),
yaptiklar1 ¢calismada Brezilya'nin yesil, kahverengi ve kirmizi propolisinin biyoaktif bilesen
icerigini ve antioksidan aktivitesini degerlendirmislerdir. Propolisleri 35 °C’de %70’lik

etanolde 60 dk, 2:15 kat1 solvent oraninda ultrasonik ekstraksiyona tabi tutmuslar ve bunun
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neticesinde toplam fenolik madde miktarin1i 56 mg GAE/g bulmuslardir. Bu sonuglar yesil
propoliste maksimum 90,6 mg GAE/g olarak belirlenirken, kirmizi propoliste maksimum elde
ettikleri deger 91,3 mg GAE/g olmustur. Toplam flavonoid miktari kahverengi propoliste 30,9
mg QE/g bulunmusken, yesil propoliste maksimum 59,5 mg QE/g ve kirmizi propoliste 31,5
mg QE/g olarak saptanmistir. Antioksidan kapasitesine DPPH yo6ntemi ile bakilmis ve
kahverengi propolis 45-4431umol TEAC/g, yesil propolis 80-4554 umol TEAC/g, kirmizi
propoliste 68-4664 pmol TEAC/g bulunmustur. ABTS serbest radikaliyle yaptiklar
antioksidan tayininde ise kahverengi propoliste antioksidan aktivite 131-1868 umol TEAC/g,
yesil propoliste 21-2215 pmol TEAC/g, kirmizi propoliste ise 95-2914 pmol TEAC/g olarak
bulmuslardir. Calismanin sonucu olarak kirmizi, kahverengi ve yesil gibi farkl tiirlerden
Brezilya propolisinin etanolik ekstraktlarinin, yiiksek flavonoid ve fenolik bilesik icerigiyle

yuksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Tablo 1.3.’de ultrasonik ekstraksiyonla ilgili yapilan ¢alismalardaki ekstraksiyon parametreleri
gosterilmistir. Yuriitiilen calismalarda yaygin olarak sicaklik, stire, kati1 solvent orani ve ¢oziicii
konsantrasyonu ekstraksiyon parametresi olarak belirlenmektedir. Genellikle ¢oziicii olarak
etanoliin farkli konsantrasyonlar1 kullanilirken dimetilsiilfoksit, propilen glikol vb.
coziiclilerden de yararlanildigl gorilmektedir. Calismalarda kati solvent oranlart 1:9-1:10
araliginda sicaklik ise 25-75 °C araliginda degismektedir. Ekstraksiyon stiresi olarak neredeyse
her calismada farkl stireler secilirken minimum 2-3 dakika, maksimum 60 dakika secilmistir.
Oroian ve ark. (2020b), ultrasonik genlik, sicaklik, ¢oziicii konsantrasyonu ve siire gibi
bagimsiz degiskenleri yaptiklar1 calismada kullanarak propolisteki biyoaktif bilesenlerin
ultrases destekli ekstraksiyonu tizerine etkisini incelemislerdir. Ekstraksiyondan en yiiksek
verimin elde edildigi optimum kosullar; %100 ultrasonik amplitude, %70 solvent
konsantrasyonu, 58 °C ve 30 dakika olarak belirlenmistir. Belirlenen kosullar altinda toplam
fenolik madde miktar1 459,9 mg GAE/g, toplam flavonoid miktar1 220,6 mg QE/g ve balsam
icerigi de %1,95 olarak bildirilmistir. Ayrica, propolisin yiiksek miktarda kaempferol (228,8
mg/g), mirisetin (115,5 mg/g), luteolin (27,2 mg/g) ve kuersetin (25,2 mg/g) gibi fenolik
bilesikler icerdigi sonucuna ulasilmistir. Yapilan bu ¢alisma ile ultrases destekli ekstraksiyon
yonteminin propolisin yapisindan biyoaktif bilesenlerin ekstrakte edilmesi i¢in uygun

oldugunu gostermistir.
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Tablo 1.3. Propolis ile ilgili yapilan ¢alismalardaki ultrasonik ekstraksiyon kosullari

Kati-Solvent Sicaklik Siire Kullanilan Céziicii ve Kaynak

Orani Konsantrasyonu

1:9 — 30 dk %70 etanol Sorucu, 2015

1:10 75°C 40 dk %60 etanol Acun ve Gil, 2021

1:9 — 30 dk %70 etanol Sariyev ve ark., 2019

1:10 58-60 °C 2-3dk %70 etanol, %100 Bakkaloglu ve ark.,
DMSO0,%100 PG 2021

1:9 — 15 dk %70 etanol Nyandwi, 2017

1:10 Odasicakhgt 60 dk %70 etanol Ugak, 2018

DMSO: dimetilsiilfoksit, PG: propilen glikol

Sambou ve ark, (2020) Kanada propolisinin ekstraksiyonunda soxhalet, mikrodalga ve
ultrases destekli ekstraksiyon yontemlerine uygun solventi belirlemek amaciyla on farkh
solvent (su, metanol, etanol, aseton, etil asetat, diklorometan, etil asetat-hekzan (1:1), etil
asetat-hekzan (4:1), etil asetat-hekzan (1:4), hekzan) kullanmiglardir. Ug farkh ekstraksiyon
yontemi gerceklestirilmesine ragmen, polar ¢o6ziiciilerle (etanol ve metanol vb.) toplam fenolik
ve flavonoid miktarlar1 benzer diizeylerde tespit edilmistir. Calisma sonucunda ultrases
destekli aseton solventiyle gerceklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen propolis ekstraktinin
en yluksek antiradikal potansiyeli gosterdigi bildirilmistir (IC50 = 48 pg/mL). Ultrasesin ytliksek
antiradikal aktiviteye sahip molekiillerin ekstraksiyonunu oda sicakliginda bile
destekleyebildigi bildirilmistir. Propolisin biyoaktif bilesiklerinin ekstraksiyonunda polar
coziiciilerle soxhalet veya maserasyon gibi geleneksel yontemler tercih edilmekteyken yapilan
bu ¢alismayla birlikte cevreci yesil bir teknik olan ultrasesin propolis verimi agisindan 6nemi

vurgulanmistir.

Gargouri ve ark. (2019), dort farkli1 bolgeden temin edilen Tunus propolisinin fitokimyasal
bilesimini ve biyolojik 6zelliklerini inceledikleri bir ¢alisma yiriitmiislerdir. Bu baglamda
propolisi geleneksel ve ultrases destekli ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte ederek toplam
fenolik, flavonoid, ABTS serbest radikal, hidroksil radikalleri siipiirme yetenekleri ve
antimikrobiyal aktiviteleri acisindan karsilastirarak degerlendirmislerdir. Ultrases destekli

ekstraksiyon i¢in 2 g propolis karanlik kosullarda 30 mL %80’lik etanol ile ultrasonik bir
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banyoda 20 dakika boyunca 40 kHz i1sitma frekansiyla ekstre edilmistir. Toplam fenolik madde
miktar1 Folin Ciocalteau reaktifi kullanilarak analiz edilmis ve 1734-3344 mg GAE/100 g
bulunmustur. Toplam flavanol iceriginin ise 117-559 mg CE/100 g arasinda degisen
flavanollerden olustugu bildirilmistir. Propolis orneklerinin antioksidan kapasitesi, ABTS
radikal katyon renk giderme testi ile gerceklestirilmis ve antioksidan aktivitesi 109,8-252,9
umol TEAC/g araliginda bulunmustur. Calismanin sonucu olarak Tunus propolisinde genistein,
galangin ve CAPE'nin (kafeik asit fenetil ester) en ¢ok bulunan fenolik bilesikler oldugu ve
Tunus propolisinin ytliksek antioksidan, antiinflamatuvar ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Antioksidanlar ve biyolojik aktivitelerin cogu icin en iyi ekstraksiyon tekniginin

ultrases destekli ekstraksiyon oldugu tespit edilmistir.

Yapilan calismalar propolisin tiim tiirleri i¢in biyoaktif bilesenler agisindan en verimli
ekstraksiyon tekniginin ultrases destekli ekstraksiyon oldugunu acikca gostermektedir. Farkl
ekstraksiyon teknikleri kullanilarak gerceklestirilen c¢alismalarda ultrases destekli
ekstraksiyonun diger ekstraksiyon tekniklerine kiyasla toplam fenolik, flavonoid ve
antioksidan aktiviteden maksimum verim elde etmek agisindan istiin ozellikler sergiledigi
gorilmektedir. Propolis ekstraksiyonu ile ilgili yesil tekniklere giren bu yontemin ekstraksiyon
verimini artirmasi, daha kisa siirelerde gercekleserek zaman kaybini onlemesi, ¢oziicii
kullaniminda azalma saglamasi ve ekstraktlarin biyolojik aktivitesi acisindan umut vadettigi

yapilan calismalar neticesinde kanitlanmistir.
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2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Ham propolis érnegi, Bolu ilinin Gerede ilcesine bagh ikinci Afsar kdyiindeki (40°48’ N, 32°11’
E) aktif olarak aricilik yapan yerel bir aricidan yaklasik 350 g olarak temin edilmistir.
Propolisin kaynagi bolgede hakim olan ¢icek florasi ve cam agaclaridir. Rengi ise kizila calan
kahverengidir. 2020 yilinin sonbahar mevsiminde ham haliyle kovan diplerinden, giris
deliginden, cita aralarindan kazima yontemiyle toplanilmistir. Arastirma kapsaminda
ekstrakte edilip kullanilacak olan ham propolis érnegi toplandiktan sonra Hitit Universitesi
Gida Miihendisligi Boliimii'ne getirilmistir. Ardindan 40 °C’de etiivde (Memmert, UN 55,
Almanya) 2 giin boyunca kurutulmus ve nem miktar1 hizli nem tayin cihaziyla (Shimadzu
Moisture Analyzer, TypeM0C634) %1,38+0,11 olarak belirlenmistir. Kurutulan propolis analiz
oncesinde kahve 6giitliclisiinde 6giitiiliip toz haline getirildikten sonra partikil boyutu 420 pm
olan elekten gecirilmistir. Kahverengi siselere konulan toz propolis analize kadar

buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilmistir.

Folin Ciocalteu reaktifi, gallik asit, ABTS (2,2'-Azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit),
Trolox ve (+)-Katesin Sigma (St. Louis, Missouri) firmasindan satin alinmistir. Etanol ve diger

tiim reaktifler analitik saflikta olup Merck’ten (Darmstad, Germany) temin edilmistir.

2.2. Propolisin Geleneksel Ekstraksiyonu

Propolisin geleneksel solvent ekstraksiyonu Pobiega ve ark. (2019) tarafindan Onerilen
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. 0,1 g tartilan toz propolis, %75’lik etanol ve saf suyla
1:200 kati solvent oraninda 50 °C’de calkalamali su banyosunda ekstrakte edilmistir.
Calkalamali su banyosu (Wise Bath, Daihan Scientific, Kore) 200 rpm’de calistirilmistir.
Ekstraksiyon siiresi 1 glin olacak sekilde gergeklestirilmistir ve ekstraksiyon yapildiktan sonra
tiipler 5000 rpm’de 15 dk santrifiij (Sigma, 3-30K, Almanya) islemine tabi tutulup ekstraksiyon

islemi tamamlanmistir.

2.3. Propolisin Ultrasonik Ekstraksiyonu

Biyoaktif bilesenlerin ultrases destekli ekstraksiyonunda, uygulanan parametrelerin verim
iizerine etkileri tepki ylizey yontemi ile dért degiskenli ve ikinci dereceden merkezi karma
tasarim sistemine gore hazirlanan ve merkez noktada 6 tekrar denemenin bulundugu 30 adet

deney yapilarak belirlenmistir (Tablo 2.1.). Bu anlamda solvent konsantrasyonu (etanol:su),
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sicaklik, kat1 solvent orani, siire degiskenler olarak belirlenmistir. Toz haline gelen propolis
0,0001 g hassas terazide (Precisa Gravimetrics, XB220 A, isvi¢re) tartip, tartimlar not
edilmistir. Her bir propolise farkli konsantrasyonlardaki (%50-100) etanol, farkli kat1 solvent
oranlarinda (1:100-1:300) eklenmistir.

Ultrasonik su banyosu (Sonorex DigiPlus DL 255 H Bandelin, BANDELIN electronic GmbH &
Co.) 30-70 °C (£2 °C) sicaklik araliginda %100 genlik ile calistirilmistir. Stire sonunda propolis

ekstraktlar1 5000 rpm’de 15 dk santrifiijlenip, ekstraksiyon islemi tamamlanmistir.

Tablo 2.1. Tepki ylizey yanit yontemi faktorleri ve seviyeleri

Faktor Seviye
-1 0 1
A:Solvent Konsantrasyonu (%) 50 75 100
B:Ekstraksiyon Sicakligi (°C) 30 50 70
C:Kat1 Solvent Orani (g:mL) 1:100 1:200 1:300
D:Ekstraksiyon Siiresi (dakika) 10 30 50

-1: calisma araliginin alt siniry, 0: ¢alisma araliginin orta degeri, +1: ¢alisma araliginin st sinir1

2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini Giizel (2021) tarafindan yapilan Folin Ciocalteu yéntemine gore
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen teknik, fenolik maddelerin Folin ayiracimi alkali bir
ortamda indirgemeleri sonucu, oksitlenmis forma doniistiikleri bir redoks reaksiyonuna yol
acmaktadir. Bu reaksiyon neticesinde indirgenmis olan Folinin meydana getirdigi mavi rengin

spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda sahide karsi okunmasina dayanmaktadir.

Analiz 6ncesinde kullanilacak olan Na;COs c¢ozeltisi (%7,5) ve Folin ¢ozeltisi (0,2 N)
hazirlanmistir.  Propolis  6rneklerinde  ultrasonik ve  geleneksel ekstraksiyon
gerceklestirildikten sonra uygun oranlarda seyreltilen ekstraktlardan 50 pL deney tiipiine
alinmis ve lzerine 2,5 mL Folin Ciocalteu c¢ozeltisi ilave edilerek tiip etkili bir sekilde
karistirllmis ve 3 dakika bekletilmistir. Ustiine 2 mL Na,COj3 ¢ozeltisi ilave edilip deney tiipii
bir kez daha iyice karistirilmistir. Deney tiipii karanlik bir ortamda 1 saat bekletildikten sonra
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) sahide karsi 760 nm’de absorbans
Olctimleri yapilmistir. Propolis 6rneklerindeki fenolik madde icerigi gallik asit kullanilarak
hazirlanan standart egriden hesaplanmistir. Bu amagla 25-600 mg gallik asit/L

konsantrasyonlarinda 9 farkli standart ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerde de propolis
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orneklerinde gerceklestirilen analiz basamaklar1 gerceklestirilip 760 nm’de absorbans
degerleri tespit edilmistir. Tespit edilen absorbans degerlerine karsilik gallik asit
konsantrasyonlarindan olusan bir grafik ¢izdirilmistir. Ardindan lineer regresyon analizi ile
gallik asit standart egrisi (R2=0,9992) ve egriyi tanmimlayan esitlige (y=0,0011x-0,0006)
ulasilmistir. Propolis 6rneklerindeki toplam fenolik bilesen miktari gallik asit standart egrisini

tanimlayan esitlikten hesaplanarak sonuclar “mg gallik asit/g” cinsinden belirlenmistir.

0,800

0,700 - y=0,0011x-0,0006
R*=0,9992

0,600 -
0,500 A
0,400 -

0,300 -

Absorbans (A;40)

0,200 -

0,100 -

0,000 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

Gallik asit konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 2.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

2.5. Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid analizi Popova ve ark. (2007) tarafindan 6nerilen yonteme gore kolorimetrik
olarak spektrofotometrede (415 nm) yapilan dl¢iim ile belirlenmistir. Analize baslamadan
once, bu analizde kullanilacak NaOH (1M), AlClz (%10) ve NaNO: (%5) cozeltileri
hazirlanmistir. Ultrasonik ve geleneksel ekstraksiyonu gerceklestirilen ve uygun oranda
seyreltilen 6rneklerden deney tiipiine 1 mL alip bunun tizerine 300 ul NaNO; ¢ozeltisi eklenip
vortekslenmis ve 5 dk beklenmistir. Ardindan 300 upL AlCl; c¢ozeltisi eklenip iyice
karistirildiktan sonra tekrar 5 dk beklenerek tizerine 2 mL NaOH ¢6zeltisi eklenip karistirilmis
ve son hacim 10 mL olacak sekilde saf suyla tamamlanmistir. Elde edilen karisim tekrar
vortekslenip 30 dk karanlik bir ortamda bekletilmistir. Deney tiipii 30 dk karanlikta
bekletildikten sonra spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) ayni prosediirde

hazirlanmis olan sahide karsi 415 nm’de absorbansi belirlenmistir.

Propolis drneklerindeki flavonoid madde miktar1 katesinin standart egrisinden faydalanarak

belirlenmistir. Katesin stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu stok ¢ézeltiden 10, 25,50, 100, 150, 200,
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300, 600 mg katesin/L konsantrasyonlarinda 8 farkli standart ¢ézelti hazirlanmistir. Bu
cozeltilerde de propolis 6rneklerinde gerceklestirilen analiz basamaklar1 gerceklestirilip 415
nm’de absorbans degerleri tespit edilmistir. Tespit edilen absorbans degerlerine karsilik
katesin konsantrasyonlarindan olusan grafik ¢izdirilmistir. Ardindan lineer regresyon analizi
ile katesin standart egrisi (R?=0,9909) ve egriyi tanimlayan esitlie (y=0,0031x-0,0954)
ulasilmistir. Propolis o6rneklerinin toplam flavonoid miktar1 katesin standart egrisini
tanimlayan denklemden hesaplatilmis ve toplam flavonoid madde miktar1 mg CE/g propolis

olarak ifade edilmistir.
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Sekil 2.2. Katesin kalibrasyon egrisi

2.6. ABTS Antioksidan Tayini

Propolis ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla Arts ve ark.nin
(2001) yaptiklar calismada 6nerdikleri yontem kullanilmistir. Bu yontem kullanilarak yapilan
antioksidan tayini, potasyum persiilfat ve ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik
asit) arasindaki reaksiyon sonucu mavi/yesil renkli ABTS** radikal katyonunun meydana
gelmesi ve katyon tarafindan tutulan antioksidatif bilesiklerin miktariyla sentetik
antioksidanin (Trolox) standart miktarlarinin karsilastirilarak bagil 6l¢timiiniin ¢ikarilmasina
dayanmaktadir. Yapilan ol¢iimler, ABTS** radikalinin kaybolusunun spektrofotometreyle

tespiti seklinde gerceklesmistir.

Analiz 6ncesinde 2,45 mM potasyum persiilfat ¢6zeltisi hazirlanip, bu ¢6zeltiden de ABTS (7
mM) c¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ABTS c¢dézeltisi, 20 °C'de 12-16 saat arasinda
inkiibatorde ABTS** radikal c¢o6zelti olusana kadar bekletilmistir. Ardindan Trolox

standartlarinin ve orneklerin seyreltilmesinde yararlanilacak olan PBS (fosfat tamponu;
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Phosphate Buffer Saline) ¢6zeltisi hazirlanmistir. 7,4 pH’l1 bu PBS ¢6zeltisi hazirlanirken fosfat
tamponunun (0,1 M) iistiine NaCl (8,77 g) ilave edilip 1 L'ye tamamlanmistir. Propolis
ekstraktlar1 yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugundan PBS ile analiz Oncesinde
seyreltilmistir. Absorbans 6l¢iimii yapmak icin tek kullanimlik mikro kiivetlerle 734 nm’de
calisilmis ve analiz 6ncesinde ABTS** radikal ¢6zeltisi 734 nm’de absorbansi 0,700+0,02 olacak
bicimde seyreltik hale getirilmistir. Kiivete 1900 pL seyreltik ABTS*+ ¢c6zeltisinden eklenmis ve
PBS cozeltisine karsi spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) baslangi¢c absorbans

degeri okunmustur.

Kiivet icerisindeki radikal ¢6zeltiye 100 pL 6rnekten eklendikten hemen sonra kronometre
calistiritip 6 dk beklendikten sonra her bir dakikada bir 6l¢iim yapilarak absorbanslar not
edilmistir. Bu absorbans degerleri baz alinarak baslangi¢c degerine gore inhibisyon orani

asagida verilen formiile gore hesaplanmistir (Esitlik 2.1).

Baslangi¢ absorbans degeri - Son absorbans degeri, 100

inhibisyon oran1 (%) = (2.1)

Baslangi¢ absorbans degeri

Ornekten 100 pL alinarak gerceklestirilen bu islemler 2 defa tekrar edilmistir. Ardindan yiizde
inhibisyon oranlarinin ortalamasi belirlenmistir. Propolis Orneklerinin antioksidan
aktivitelerinin hesaplanmasi amaciyla 62,57 mg Trolox tartihlp 100 mL’ye PBS ile
tamamlanarak 2,5 mM Trolox stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok Trolox ¢ozeltisinden belirli
miktarlarda alinarak 0,03-0,25 mM konsantrasyon aralifinda 5 standart c¢ozeltisi
hazirlanmistir.  Hazirlanan  Trolox standart c¢dzeltilerine 6rneklere  uygulanan
spektrofotometrik analiz asamalar1 aym sekilde uygulanmistir. Inhibisyon degerlerinin
ortalamasi alinarak Trolox konsantrasyonuna karsi grafik olusturulmus ve Trolox standart
egrisi (R* = 0,9865) ve egriyi tamimlayan esitlik (y = 237,42x + 4,9794) elde edilmistir. Sonuglar
g propolis 6rneginde mmol TEAC (Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi; Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) olarak verilmistir.
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2.7. Balsam Tayini

Propolis ekstrakt orneklerinde balsam verimin hesaplanmasi Oroian ve ark.min (2020b)
yaptiklari ¢alismada kullanilan yéntem minér diizeyde revize edilerek yapilmistir. Bu yonteme
gore ekstraksiyon verimi, 5 g propolis ekstraktinin fanl bir etiivde (Memmert, UN 55,
Almanya) 70 °C’de sabit agirliga gelinceye kadar buharlastirilmasiyla belirlenmistir. Kurutma
sonras1 desikatorde sogutulan 6rnekler tartilarak balsam yiizdesi asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Esitlik 2.2).

Kuru Etanolik Oziitiin Agirlig
T8 4 100 (2.2)

Balsam Verimi =
alsam Ve Ham Propolisin Agirligi

2.8. Fenolik Dagiliminin Belirlenmesi (LC-MS/MS)

LC-MS/MS (Siv1 Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi, Thermo Scientific) ile fenolik
dagihmin belirlenmesi Hitit Universitesi Bilimsel Arastirma Merkezinde (HUBTUAM)
gerceklestirilmistir. Geleneksel ve ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle optimum kosulda
ekstrakte edilen propolis 6rnekleri 0,45 um’lik siringa filtresinden siiziilen 6rnekler 2 mL
amber renkli cam siselere (vial) alinmistir ve bekletilmeden analiz edilmistir. Fenolik
bilesenlerin LC-MS/MS ile (Resim 2.1) kantitatif olarak belirlenmesinde %0,1 asitlendirilmis
su (%A) ile metanol (%B) ¢oziicii olarak segilmistir. Metoda iliskin eliisyon profili Tablo 2.2’de
MS/MS kosullar ise Tablo 2.3’de sunulmustur. Coziicii akis hiz1 0,7 mL/dk ve kolon (ODS
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HYPERSIL 4,6*250 mm 5um kolon) firim1 sicakhigi 30 °C, enjeksiyon hacmi 20 uL olarak

belirlenmistir.

Resim 2.1. LC-MS/MS (Siv1 Kromatografisi Tandem MS Kiitle Spektroskopisi) Cihazi

Tablo 2.2. Eliisyon profili

Eliisyon siiresi (dakika) (%A) (%B)
0 100 0
1 100 0
22 5 95
25 5 95
30 0 100

Tablo 2.3. MS/MS cihaz kosullari

Cappilary Temperature 300°C
Vaporizer Temperature 350°C
Sheat Gas Pressure (Arb) 30
Aux Gas Pressure (Arb) 13
Sprey Voltage (V) (Pozitive Polarity) 4000
Sprey Voltage (V) (Negative Polarity) 2500
Discharge Current (pA) 4,0
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2.9. Deneysel Ve istatiksel Tasarim

Bu calismada solvent konsantrasyonu (A), ekstraksiyon sicakligi (B), kat1 solvent orani (C) ve
ekstraksiyon siiresi (D) bagimsiz degiskenler olarak belirlenmis olup, belirlenen dért bagimsiz
degiskenin 3 seviyesi ile merkezi karma tasarim ile deney plani olusturularak degiskenlerin
toplam fenolik bilesen, toplam flavonoid icerigi, antioksidan aktivite ve balsam verimi
etkinligine etkisi ile optimum kosul arastirllmistir. Faktorlere ait kodlanmis seviyeler Tablo
2.1’de sunulmustur. Optimizasyon calismasi hesaplamalar1 ve grafikleri Design Expert
(versiyon 7, USA) programi kullanilarak belirlenmistir. Optimum kosul ve model validasyonu
icin uygulanan deneyler iki tekrarl olarak yiiriitiilmiistiir. Ikinci dereceden polinoma ait

denklem Esitlik 2.3’de sunulmustur.

n n n
y=by+ Z(bi x;) + Z(bii x?) + Z (bij x;x;) (2.3)
i=1 i=1 ij=1

Esitlikte y; toplam fenolik madde, toplam flavonoid icerigi, antioksidan kapasite ve balsam
verimine iliskin tahmini yaniti gostermekteyken, x;; kodlanmis degiskenleri (etanol
konsantrasyonu, sicaklik, siire, kati:solvent orani), by; denklem sabiti, b;; lineer etkiyi, b;;;

kuadratik etkiyi, b;; ise interaksiyon etkisini gostermektedir.

27



3. BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
3.1. Modelleme ve istatistiksel Analiz

Biyoaktif bilesenlerin ultrases destekli ekstraksiyonunda, uygulanan parametrelerin verim
lizerine etkileri tepki yiizey yanit yontemi ile dort degiskenli ve ikinci dereceden merkezi
karma tasarim sistemine gore hazirlanan ve merkez noktada 6 tekrar denemenin bulundugu
30 adet deney yapilarak belirlenmistir. Bu anlamda solvent konsantrasyonu (A), sicaklik (B),
kat1 solvent orani (C), siire (D) degiskenler olarak belirlenmistir. Ikinci dereceden bir polinom
denklemi, coklu regresyon analizi yoluyla gézlemlenen verilerden tiiretilmistir. Ikinci

mertebeden polinom denklemleri kodlanmis halleriyle asagida verilmistir.

TPC =244,24 +24,950A + 3,13eB + 19,53¢C + 3,30eD + 2,200AeB + 4,550 A¢( + 1,460AeD - 0,62¢Be(
+ 7,150BeD - 8,23e(CeD - 17,210A2 - 4,540B2 + 0,55¢(2 - 2,56¢D? - 1,76eAeBe( - 0,762AeBeD
+ 7,100AeCeD - 3,17¢Be(CeD

TFC =222,90 + 47,72¢A + 0,48eB + 25,94eC - 7,23eD + 8,850/A¢B - 13,47¢A¢C +  8,69¢A¢D  +

9,52¢Be( + 13,13¢BeD + 6,90eCeD - 34,08¢A°- 1,945 - 11,33¢C° + 1,15¢D° - 12,25¢AeBe( -
11,08¢AeBeD -2,560AeCeD - 3,24eB ¢CeD

AOA=1,35+0,47¢A + 0,031eB + 0,12¢C + 0,046eD + 3,760E-003¢AeB - 0,093¢Ae¢(C - 5,681F

003eAeD -0,12¢BeC - 0,0479BeD - 0,039+CeD - 0,360A°- 7,694E-003B° + 0,12+C’- 0,059+ D"
+ 6,455E-0039AeBeC + 6,951E-003eAeBeD - 0,020A¢CeD - 0,029¢BeCeD

Balsam = 64,28 + 9,500A + 1,84eB + 1,40¢C - 0,93¢D + 2,09¢A¢B - 1,11eA¢(C - 0,13%AeD + 2,04¢B«C

+3,47eBeD - 0,079¢CeD - 5,150A% + 2,645 + 0,69¢C°- 0,46eD* - 3,600AeBeC - 2,62AeBeD
+0,550AeCeD - 0,78eBeCeD

Deneysel veri modellerinin istatistiksel analiz sonu¢lar1 (ANOVA) Tablo 3.1.'de verilmistir.
Biitiin modeller deneysel verilere uygunluk fonksiyonuna gére se¢ilmis olup kullanilan her
model ikinci dereceden polinom yanit yiizey modelidir. Se¢ilmis olan modelin uygunlugu RZ,
adj-Rz?, F degeri ve p degerleriyle belirlenmistir. Tiim yanitlar i¢cin se¢ilen model maksimum R2
ve adj-R? degerini gostermistir (TPC 0,973-0,929; TFC 0,972-0,926; AOA 0,956-0,886 ve
balsam 0,873-0,666). Incelenen parametrelerin modelleri, parametrelerin tahmini igin
Onerilen modelin gecerliligini dogrulayan diisiik p degerlerine (balsam 0,0095 ve TPC, TFC,
AOA < 0,0001) sahiptir. Deneylerin dogrulugu ve giivenilirligi varyans katsayisi ile analiz
edilmis olup, diisiik varyans katsayis1 (TPC 3,46; TFC 7,55; AOA 12,74 ve balsam 9,16)

deneylerin dogrulugunu ve tutarhligini gostermektedir

28



3.2. Ekstraksiyon Parametrelerinin Optimizasyonu ve Modellerin Dogrulanmasi

Propolisten biyoaktif bilesenler ve balsam ekstraksiyonu i¢in optimum kosul; 1:300 kati
solvent orani, %90,1 etanol konsantrasyonu, 51,5 °C ve 32,48 dakika olarak belirlenmistir.
Belirlenen optimum kosullarda toplam fenolik madde miktar1 276,078 mg GAE/g, toplam
flavonoid miktar1 246,826 mg CE/g, antioksidan aktivite 1,68 mmol TEAC/g, balsam verimi ise
%69,70 olarak hesaplanmistir. Ekstraksiyon i¢in belirlenen kosullarin pratikteki uygulamasi
icin 1:300 kat1 solvent orani, %90 etanol konsantrasyonu, 51 °C ve 32 dakika secilmistir.
Optimum kosullar altinda 6lciilen toplam fenolik madde miktar1 252,74+5,77 mg GAE/g,
toplam flavonoid miktar1 222,32+1,27 mg CE/g, antioksidan aktivite1,43+0,004 mmol TEAC/g,
balsam verimi ise %71,99+6,31 olarak belirlenmistir. Calismamizda optimum kosulun yani sira
Tablo 3.2.'de sunulan 7 farkli ekstraksiyon kosulu random olarak belirlenerek bu noktalarda
da arastirilan parametreler icin deneysel veriler elde edilmis ve model yardimiyla tahminlenen
sonuglar ile karsilastirllmistir. Tahmini ve deneysel sonuclarin karsilastirilmasi Sekil 3.1.de

sunulmustur
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Tablo 3.1. Balsam miktari, toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde miktar1 ve antioksidan aktivite icin model yanitinin ANOVA

analizi
Source DF Balsam (%) DF TPC (mg GAE/g) DF TFC (mg CE/g) DF AOA (umol TEAC/g)
F-value | p-value F-value | p-value F-value | p-value F-value p-value
Model 18 4.21 0.0095 18 22.29 <0.0001 18 21.14 <0.0001 18 13.56 <0.0001
A 1 48.95 <0.0001 1 177.02 <0.0001 1 188.58 <0.0001 1 174.81 <0.0001
B 1 1.84 0.2026 1 2.79 0.1233 1 0.019 0.8923 1 0.76 0.4021
C 1 1.06 0.3260 1 108.46 <0.0001 1 55.70 <0.0001 1 11.85 0.0055
D 1 0.47 0.5078 1 3.10 0.1061 1 4.33 0.0616 1 1.70 0.2184
AB 70.07 0.1741 77.19 0.2931 1253.33 | 0.0352 2.262E-004 | 0.9216
AC 19.79 0.4562 331.42 0.0429 2903.65 | 0.0038 0.14 0.0295
AD 0.27 0.9292 34.01 0.4789 1208.80 | 0.0379 5.164E-004 | 0.8819
BC 66.69 0.1840 6.17 0.7607 1448.71 | 0.0255 0.23 0.0084
BD 193.10 0.0345 817.81 0.0042 2758.26 | 0.0045 0.035 0.2359
CcD 0.099 0.9574 1082.93 0.0017 760.79 0.0882 0.024 0.3192
A2 68.64 0.1782 767.47 0.0051 3009.17 | 0.0034 0.33 0.0026
B2 18.03 0.4765 53.33 0.3784 9.71 0.8365 1.534E-004 | 0.9354
C2 1.23 0.8508 0.79 0.9133 332.38 0.2420 0.039 0.2139
D2 0.54 0.9009 16.97 0.6148 343 0.9023 9.096E-003 | 0.5363
ABC 207.15 0.0296 49.84 0.3939 2399.54 | 0.0068 6.668E-004 | 0.8659
ABD 109.45 0.0967 9.14 0.7112 1963.84 | 0.0120 7.731E-004 | 0.8557
ACD 490 0.7082 805.91 0.0044 104.56 0.5024 6.481E-003 | 0.6007
BCD 9.73 0.5990 160.47 0.1396 167.71 0.3985 0.014 0.4497
R2 0.8731 0.9733 0.9719 0.9569
AdjR? 0.6656 0.9297 0.9259 0.8863
CV% 9.16 3.46 7.55 12.74
Adeq.Pre 8.597 20.090 16.256 13.477
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Tablo 3.2. Bazi kontrol noktalarindan segilen propolis érneklerinin TPC, TFC, AOA ve balsam

sonuglari
Ornek Céziicii Sicaklik Kat1 Siire TPC TFC AOA Balsam
No Derisimi (°Q) Solvent (Dk) (mgGAE/g) (mg CE/g) (mmol (%)
(%) Orani TEAC/g)
w/v)
D1 95 70 1:300 50 251,38+3,13 283,35£3,13 1,52+0,04 67,62
D2 70 30 1:100 10 209,84+5,14 305,94+31,35 1,31+0,05 65,79
D3 65 70 1:300 45  248,68+10,37 265,86+8,81 1,43+0,08 71,21
D4 80 30 1:300 10 238,81+0,00 286,69+6,68 1,39+0,01 68,23
D5 85 60 1:300 10 241,66%4,00 264,2345,33  1,46+x0,11 62,99
D6 50 50 1:100 30 229,15+42,47 180,15%+3,28 0,48+0,05 48,74
D7 60 60 1:200 40 237,74+0,34 246,52+13,16 0,74+0,04 65,99

Tablo 3.3. Baz1 kontrol noktalarindan secilen propolis 6rneklerinin modelden iiretilen TPC,

TFC, AOA ve balsam sonuglari

Ornek Céziicii Sicakhik Kati Siire TPC TFC AOA Balsam
No Derigimi (°Q) Solvent (DKk) (mg (mg (mmol (%)
(%) Orani GAE/g) CE/g) TEAC/g)

wW/v)
D1 95 70 1:300 50 278,78 264,66 1.43 75,53
D2 70 30 1:100 10 208,33 220,47 0,93 70,27
D3 65 70 1:300 45 243,69 243,64 1,21 71,71
D4 80 30 1:300 10 267,19 243,43 1,62 69,55
D5 85 60 1:300 10 271,24 253,57 1,64 70,83
D6 50 50 1:100 30 187,75 91,46 0,45 47,98
D7 60 60 1:200 40 225,64 181,48 0,96 58,83
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Sekil 3.1. (a) TPC'nin deneysel ve tahmini verilerin karsilastirilmasi, (b) TFC’'nin deneysel ve
tahmini verilerin karsilastirilmasi, (c) AOA’'nin deneysel ve tahmini verilerin karsilastirilmasi,

(d) balsam veriminin deneysel ve tahmini verilerin karsilastirilmasi

3.3. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Analiz Sonuclari

Calismamizda incelenen ekstraksiyon parametrelerinin toplam fenolik bilesen verimine etkisi
Sekil 3.2. ve Tablo 3.4. sunulmustur. Propolis 6rneklerinde toplam fenolik madde miktar1 %50
etanol, 1:100 kat1 solvent orani, 70 °C’de 10 dakikalik ultrases uygulamasiyla minimum
diizeyde (147,22 mg GAE/g) ekstrakte edilirken %100 etanol, 1:300 kat1 solvent oraninda 70
°C’de, 50 dk ekstrakte edildiginde maksimum degere (284,92 mg GAE/g) ulasilmistir. Tablo
3.1."de sunulan ANOVA sonuglarina goére propolisten biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda
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en donemli parametre etanol konsantrasyonu (p<0.0001) ve kat1 solvent orani (p<0.0001)
olarak belirlenmistir. Etanol konsantrasyonunu %40’dan %@80’e artirilmasiyla TPC
konsantrasyonu %42,43 artis gostermektedir. Kat1 solvent oraninin 1:100’den 1:300’e artisi
ile birlikte ise TPC %19,41 oraninda artis gostermektedir. Elde edilen bu sonuclar etanol
konsantrasyonu ve kat1 solvent oranindaki artisla birlikte fenolik madde miktarinin da arttigini
gostermektedir. Benzer sekilde Oroian ve ark. (2020b) yaptiklar1 modelleme ¢alismasinda
propolis orneklerinde etanol konsantrasyonunun %40’dan %80’e artirilmasiyla ekstrakte
edilen toplam fenolik madde miktarinin %42,87 oraninda arttigini belirlemislerdir. Riciputi ve
ark. (2018) tarafindan patates atiklarindan polifenollerin ekstrakte edildigi calismada da
etanol konsantrasyonu, ekstraksiyon verimi iizerine etkili en onemli parametre olarak
belirlenmistir. Fenolik bilesen ekstraksiyonunda en o6nemli faktorlerden biri ¢dzgenin
polaritesidir. Bu nedenle alkoliin tek basina ¢6zgen olarak kullanilmasindan ziyade belli
oranda su ile karistirilarak kullanilmasi ile ekstraksiyon verimi artabilmektedir. Nitekim,
etanol konsantrasyonunun %40’dan %75,30’a artirilmasiyla Sparganii rhizoma bitkisinden
fenolik bilesen ektraksiyonunda verim artis1 gozlenmistir (Wang ve ark., 2013). Bu durum
¢Ozgen polaritesinin yani sira fenolik icerigi ile de ilgili olabilmektedir (Shirzad ve ark., 2017).
Bunun yari sira arastirilan parametreler arasindaki interaksiyonlar (BD, CD) ekstraksiyon
verimi iizerine etkili olmaktadir (Tablo 3.1.). Degisken interaksiyonlarinin toplam fenolik
madde lizerine etkileri Sekil 3.2.’de sunulmustur. Ekstraksiyon sicakligi (B) ve ekstraksiyon
stiresi (D) propolisten toplam fenolik madde ekstraksiyonu {lizerine etkili olan
interaksiyonlardir (p<0.005). Kat1 solvent orani (C) ve ekstraksiyon siiresi (D) interaksiyonu
da ekstraksiyon verimi {izerine etkili olmaktadir (p<0.005).

Shirzad ve ark. (2017) tarafindan zeytin yapraklarinda fenolik bilesen ekstrasyonunun
optimize edildigi calismada toplam fenolik ekstraksiyonunda etanol konsantrasyonu ve siire
arasindaki interaksiyonun verim tlizerine énemli etkisinin oldugunu belirlemislerdir. Curcuma
zedoaria yapraklarindan fenolik bilesenlerin ultrasonik ekstraksiyonunda ise sicaklik ve
sturedeki artisla birlikte ekstraksiyon veriminin arttif1 belirlenmistir. Diger yandan ytliksek
sicaklik (80 °C), uzun ekstraksiyon stiresi (120 dakika) kombinasyonunun ekstraksiyon verimi
lizerine olumsuz etkisi oldugu yapilan calismalarda belirlenmistir (Azahar ve ark. 2017). De
Morais ve ark., (2021) Brezilya kirmizi propolisinin maserasyon yontemiyle ekstraksiyonuyla
ilgili yaptiklar1 ¢alismada etanol konsantrasyonunu artirdikca hem fenolik ekstraksiyonun
hem de antioksidan aktivitenin bliyiik 6l¢iide arttigini tespit etmislerdir. TPC verimi icin etanol
konsantrasyonu %60'tan %90'a yiikseldiginde TPC degerlerinin 123 mg GAE/g'dan 135 mg
GAE/g'ye arttigini gozlemlemistir.

Calismamizda elde etttigimiz toplam fenolik bilesen miktarlarini yapilan diger calismalarla
kiyasladigimizda uyguladigimiz ekstraksiyon parametreleri ile daha yiiksek TPC degerleri elde
edildigi goriilmistir. Ornegin, Bouchelaghem ve ark. (2022), Macaristanin alti farkh

bolgesinden toplanan propolis 6rneklerini 2:9 kat1 solvent oraninda, %80’lik etanol kullanarak
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70 °C’'de 30 dk maserasyon islemiyle toplam fenolik madde miktarin1 10,4-71,1 mg GAE/g

olarak tespit etmislerdir.

Analizimizde elde ettigimiz minimum toplam fenolik madde miktar1 bu calismada elde edilen
minimum degerden yaklasik 15 kat, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ise bu
calismanin maksimum degerinden 4 kat daha ytiksek olarak tespit edilmistir. Baska bir ¢alisma
olarak Aboulghazi ve ark. (2022), Fas propolisinin ultrasonik ekstraksiyonuyla
gerceklestirdikleri analizde toplam fenolik madde miktarim1 192 mg GAE/g olarak tespit
etmislerdir. Bu calismada elde edilen toplam fenolik madde miktarinin ise elde ettigimiz

maksimum degerden 1,5 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Rajan ve ark. (2021), yaptiklar1 ¢alismada Brezilya kahverengi propolisini %80 etanol
konsantrasyonu kullanarak ardisik solvent ekstraksiyonuyla ekstrakte etmis ve toplam fenolik
madde miktarint 214,13-383,6 mg GAE/g olarak bildirmislerdir. Yaptigimiz c¢alismada
ultrasonik ekstraksiyonla benzer sonuglar elde etmis olmamiz ardisik solvent
ekstraksiyonuyla ultrasonik ekstraksiyonunun toplam fenolik madde verimi agisindan
benzerlikler sergiledigini gostermektedir. Andrade ve ark. (2017), Brezilya'min yesil,
kahverengi ve kirmizi propolisini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada propolis 6rneklerinin 35
°C’'de %70’lik etanolde 60 dk, 2:15 kati solvent oraninda ultrasonik ekstraksiyona tabi
tutulduklarini bildirmislerdir. Bu ekstraksiyon kosullari altinda toplam fenolik madde
miktarint 55,7 mg GAE/g olarak bulmuslardir. Toplam fenolik madde konsantrasyonu yesil
propoliste maksimum 90,6 mg GAE/g olarak belirlenmisken, kirmizi propoliste maksimum
elde ettikleri deger 91,3 mg GAE/g olmustur. Yapilan bu calismanin elde ettigi maksimum
degerden (55,7 mg GAE/g), yaptigimiz ¢calisma sonuglarinin (284,9 mg GAE/g) yaklasik 5 kat
ylksek oldugu goriilmektedir.

Yaptigimiz calismada geleneksel ekstraksiyon teknigini kullanarak Tablo 3.4."de gosterildigi
iizere %75 etanol konsantrasyonunda, 50 °C'de, 1:200 kat1 solvent oraninda, 1 giin siire ile
gerceklestirilen yontemde toplam fenolik madde miktar1 231,48+2,48 mg GAE/g olarak tespit
edilmistir. Optimum kosullarda ultrases destekli ekstraksiyonla elde ettigimiz toplam fenolik
sonuglarinin (252,74+5,77 mg GAE/g) geleneksel ekstraksiyondan daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar, propolisteki biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in ultrasonik
ekstraksiyon yonteminin geleneksel ekstraksiyon yontemiyle kiyaslandiginda toplam fenolik

madde miktar1 agisindan avantajli bir yontem oldugunu géstermistir.
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Toplam Fenolik

Toplam Fenolik

(mg GAE/g)

Toplam Fenolik

(mg GAE/g)

Toplam Fenolik
(mg GAE/g)

Toplam Fenolik
(mg GAE/g)

Toplam Fenolik
(mg GAE/g)

Sekil 3.2. Ekstraksiyon parametrelerinin TPC lizerine etkisi
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Tablo 3.4. Propolis 6rneklerinin ekstraksiyon kosullari ile TPC, TFC, AOA ve balsam

miktarlari
Ornek | Coziicii Sicaklik | Oran | Siire TPC TFC AOA Balsam
No Derisimi (°Q) (Dk) (mg GAE/g) (mg CE/g) (mmol (%)
(%) TEAC/g)
1 50 30 1:300 10 220,67+4,12 180,11+£12,48 0,70£0,05 53,72
2 75 50 1:300 30 265,83+4,16 218,58+24,29 1,59+0,33 66,11
3 50 70 1:300 10 227,03+3,98 174,03£2,31 0,7940,03 59,82
4 75 50 1.200 30 246,91+2,67 225,28+7,98 1,32+0,06 70,31
5 100 30 1:300 10 271,20+6,33 230,15+14,93 1,61+0,17 73,22
6 75 70 1:200 30 239,95+11,79 216,38+6,59 1,22+0,09 69,63
7 50 70 1:100 10 147,22+7,19 51,57+3,95 0,44+0,19 34,48
8 100 30 1:300 50 260,91+9,92 235,26+18,00 1,64+0,05 65,50
9 100 70 1:100 50 239,55+2,61 220,95+1,32 1,73+0,03 73,28
10 75 50 1:100 30 222,82+291 211,99+2,97 1,26+0,04 66,04
11 75 50 1:200 30 254,86+9,69 220,27+14,94 1,22+0,24 64,49
12 50 30 1:100 10 180,25+7,25 171,42+2,98 0,14+0,04 41,36
13 75 50 1:200 50 244,58+5,59 228,41+2,38 1,23+0,07 66,04
14 75 50 1:200 10 237,84%6,27 227,11+6,02 1,27+£0,02 63,81
15 50 70 1:300 50 198,45+£16,48 | 194,17+11,96 0,62+0,11 61,18
16 50 30 1:300 50 195,29+7,31 130,14£19,92 1,04+0,34 45,62
17 75 30 1:200 30 238,52+7,25 232,97+1,76 1,38+0,05 66,41
18 75 50 1:200 30 241,75+11,80 | 207,59+14,52 1,60+£0,05 58,81
19 75 50 1:200 30 245,01+15,78 | 210,29+14,19 1,32+0,07 63,13
20 50 70 1:100 50 214,75%3,36 60,63+1,19 0,64+0,02 53,25
21 100 70 1:300 50 284,92+9,71 255,17+22,13 1,46+0,06 76,35
22 50 50 1:200 30 201,36%3,29 153,9649,61 0,59+0,12 50,36
23 100 70 1:100 10 219,74+7,35 224,99+8,09 1,62+0,04 79,47
24 100 70 1:300 10 260,16+4,46 241,03+10,82 1,53+0,03 71,99
25 75 50 1:200 30 236,97+4,40 228,06+2,34 1,41+0,07 68,10
26 50 30 1:100 50 181,35+5,53 56,92+4,31 0,26+0,22 45,36
27 100 30 1:100 10 211,76+8,33 202,36+4,84 1,19+0,16 65,83
28 100 50 1:200 30 251,76%5,57 231,10+3,96 1,31£0,16 70,11
29 75 50 1:200 30 242,77+2,61 223,61%9,12 1,56+0,11 64,04
30 100 30 1:100 50 215,47+8,84 190,94+3,79 1,52+0,18 64,86
C 75 50 1:200 | 24h 231,53+2,48 240,13+4,39 1,50+0,04 58,87

1-30: ultrases destekli ekstraktlar, C: geleneksel ekstrakt, TPC: toplam fenolik konsantrasyonu, GAE:

gallik asit esdegeri, TFC: toplam flavonoid konsantrasyonu, CE: Katesin esdegeri, AOA: Antioksidan

aktivite, TEAC: trolox esdeger antioksidan kapasitesi

3.4. Toplam Flavonoid Madde Miktari Analiz Sonuglari

Calismamizin sonucunda ekstraksiyon parametrelerinin toplam flavonoid bilesen verimine

etkisi Sekil 3.3. ve Tablo 3.4. sunulmustur. 30 farkli propolis 6rneginde toplam flavonoid
madde miktar1t %50 etanol, 1:100 kati solvent orani, 70 °C’de 10 dakikalik ultrases
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uygulamasiyla minimum diizeyde (51,57 mg CE/g) ekstrakte edilirken %100 etanol, 1:300 kat1
solvent oraninda 70 °C’de, 50 dk ekstrakte edildiginde maksimum degere (255,17 mg CE/g)
ulasilmistir. Tablo 3.1. ‘de sunulan ANOVA sonuglarina gore propolisten biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda en énemli parametre etanol konsantrasyonu (p<0.0001) ve kat1 solvent
orani (p<0.0001) olarak belirlenmistir. Etanol konsantrasyonunun %40’dan %80’e
artirdmasiyla TFC konsantrasyonu %97,83 artis gostermektedir. Kati solvent oraninin
1:100’den 1:300’e artisi ile birlikte ise TFC %19,06 oraninda artis gostermektedir. Elde edilen
bu sonuglar etanol konsantrasyonu ve kati solvent oranindaki artisla birlikte flavonoid madde

miktarinin da arttigini1 géstermektedir.

Sheng ve ark’nin (2013), yaptiklar1 Flos Populi’‘den maserasyon yontemiyle flavonoid
ekstraksiyonunda kati solvent oraninin 1:5’ ten 1:15’e ¢ikarilmasiyla flavonoid veriminin
biiyiik oranda arttig1 bildirilmistir. Baska bir ¢alisma olan Oroian ve ark. (2020b) yaptiklari
modelleme calismasinda propolis 6rneklerinde etanol konsantrasyonunun %40’dan %80’e
artirilmasiyla ekstrakte edilen toplam flavonoid madde miktarinin %175 oraninda arttigim
belirlemislerdir. Jing ve ark. (2015) Alfalfa bitkisinden flavonoidlerin ultrasonik ekstraksiyonu
lizerine yaptiklari ¢alismada yaptigimiz ¢alismaya paralel olarak, etanol konsantrasyonunun
%20’den %50’ye arttilmasiyla TFC veriminin arttigini gozlemlemis ve bunu ikili ¢dziici
sisteminin mono ¢6ziicii sisteminden daha iistlin oldugu sonucuyla iliskilendirmislerdir. Ayni
sekilde kat1 solvent oraninda 1:20°’den 1:60’a artilmasiyla TFC veriminin arttifini tespit
etmislerdir. Ancak 1:60 kati solvent oranindan sonra TFC veriminin diistiigli gozlemlenmis ve
bunun sebebi olarak flavonoidlerin ¢6ziilmesini engelleyecek safsizliklarin daha fazla miktarda

cozuldiigi gosterilmistir.

Arastirilan parametreler arasindaki interaksiyonlar (AC, BD) ekstraksiyon verimi iizerine
etkili olmaktadir (Tablo 3.1.). Degisken interaksiyonlarinin toplam flavonoid madde {izerine
etkileri Sekil 3.3.’de sunulmustur. Etanol konsantrasyonu (A) ve kati solvent oram (C)
propolisten toplam flavonoid madde ekstraksiyonu tlizerine etkili olan interaksiyonlardir
(p<0.005). Ekstraksiyon sicakligi (B) ve ekstraksiyon siiresi (D) interaksiyonu da ekstraksiyon
verimi izerine etkili olmaktadir (p<0.005). Prasad ve ark. (2012) kahverengi mangodan
flavonoid ekstraksiyonunun optimizasyonuyla ilgili yaptiklari ¢alismada kati solvent oraninin
1:20’den 1:42’e yiikseldiginde ekstrakt veriminin %32,1’den %38,3'e yiikseldigi
gorilmektedir ve bunun nedenini hiicrelere daha fazla ¢oziiciiniin girerek daha fazla

miktardaki bilesigin hiicre icine niifuz etmesi olarak belirtmislerdir.

Yine ayni ¢alismada %30-50 etanol konsantrasyonlarinda daha diisiik TFC verimi (10835-
18115 pg QE /g) elde edilirken etanol konsantrasyonundaki %50-68'lik artis ile daha yliksek
TFC verimi (25396 ug QE /g) elde edildigi goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglari Andrade ve ark.’nin (2017) Brezilya kahverengi propolisinin
biyoaktif bilesen igeriginin  degerlendirilmesine iliskin = yaptiklar1  ¢alismayla

karsilastirildiginda ¢calismamizda elde edilen sonuclarin daha yiiksek oldugu gorilmektedir.
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Andrade ve ark. (2017), kahverengi propolise 35 °C’de, %70’lik etanolde, 2:15 kat1 solvent
oraninda, 60 dk ultrasonik ekstraksiyon islemi uygulayarak toplam flavonoid madde miktarim
30,89 mg QE/g bulmuslardir. Calismamizda ise minimum toplam flavonoid madde miktarini
(51,57 mg CE/g) elde ettigimiz ekstraksiyon kosullari; 70 °C, %50’lik etanol, 1:100 kat1 solvent
orani ve 10 dk ultrasonik ekstraksiyon islemi seklindedir. Calismamizda diger ¢alismaya
kiyasla 6 kat daha hizli ekstraksiyon islemi gerceklesmis olup daha az ¢6ziicii kullanarak daha
verimli TFC elde edildigi goriilmektedir. Maksimum olarak elde ettigimiz toplam flavonoid
madde miktarinin (255,17 mg CE/g) ise Andrade ve ark.’nin (2017) yaptiklari calismadan elde
edilen sonuctan yaklasik 8 kat daha yliksek oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara benzer sonuclar elde eden bir ¢alisma gerceklestiren
Gargouri ve ark. (2019), 1:15 kat1 solvent oraninda, %80’lik etanolde 20 dk ultrasonik
ekstraksiyon islemine tabi tuttuklar1 propolisten toplam flavonoid madde miktarim1 117 mg
CE/100 olarak tespit etmislerdir. Bouchelaghem ve ark. (2022), Macaristan'in alt1 farkh
bolgesinden toplanan propolis 6rneklerini 2:9 kati solvent oraninda, %80°lik etanol kullanarak
70 °C'de 30 dk maserasyon islemiyle yaptiklari ¢alismada ise toplam flavonoid madde
miktarini 33,8-273,2 mg CE /g olarak tespit etmislerdir. Bu sonuglar ¢calismamizdaki sonuglarla
benzerlik gostermektedir.

Yaptigimiz calismada geleneksel ekstraksiyon teknigini kullanarak Tablo 3.4.’de gosterildigi
lizere %75 etanol konsantrasyonunda, 50 °C’de, 1:200 kati solvent oraninda, 1 giin stire ile
gerceklestirilen yontemde toplam flavonoid madde miktar1 240,13+4,39 mg CE/g olarak tespit
edilmistir. %100 etanol konsantrasyonu, 1:300 kat1 solvent oraninda, 70 °C'de 50 dk siire
kosullarinda ultrases destekli ekstraksiyonla maksimum verim elde ettigimiz toplam flavonoid
sonuglarinin (255,17+22,13 mg CE/g) geleneksel ekstraksiyondan daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar, propolisteki biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in ultrasonik
ekstraksiyon yonteminin geleneksel ekstraksiyon yontemiyle kiyaslandiginda toplam

flavonoid madde miktar1 agisindan avantajli bir yontem oldugunu géstermistir.
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Sekil 3.3. Ekstraksiyon parametrelerinin TFC iizerine etkisi

3.5. ABTS Antioksidan Kapasitesi Analiz Sonuclari

Calismamizda incelenen ekstraksiyon parametrelerinin antioksidan kapasitesine etkisi Sekil
3.4.ve Tablo 3.4. sunulmustur. Propolis 6rneklerinde antioksidan kapasitesi %50 etanol, 1:100
kat1 solvent orani, 30 °C’de 10 dakikalik ultrases uygulamasiyla minimum diizeyde (0,14 mmol
TEAC/g) ekstrakte edilirken, %100 etanol, 1:100 kati solvent oraninda 70 °C’de, 50 dk
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ekstrakte edildiginde maksimum degere (1,73 mmol TEAC/g) ulasiimistir. Tablo 3.1.de
sunulan ANOVA sonuglarina gore propolisten biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda en
onemli parametre etanol Kkonsantrasyonu (p<0.0001) olarak belirlenmistir. Etanol
konsantrasyonunun %40’dan %80’e artirilmasiyla antioksidan kapasitesi yaklasik olarak 4,5
kat artis gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar etanol konsantrasyonundaki artisla birlikte

antioksidan kapasitesinin de arttigini géstermektedir.

Aybastier ve ark., (2013) metanol konsantrasyonunu %50’e kadar artirdiklarinda bogiirtlen
yapraklarindan ultrasonik ekstraksiyonla antioksidan bilesiklerin veriminin arttigini tespit
etmislerdir. Gong ve ark, (2012) kadife c¢icegiyle yaptiklar1 c¢alismada etanol
konsantrasyonunda %60’1n lizerine ¢ikildik¢a slirenin de artmasiyla paralel olarak antioksidan
aktivitenin arttigini ve daha sonrasinda sabit bir seviyede kaldigini belirlemislerdir. Yapilan bu
calismalar ¢6zlct konsantrasyonunun antioksidan veriminde etkili bir parametre oldugunu

gostermektedir.

Andrade ve ark., (2017) yaptiklar1 calismada kahverengi propolisin ultrasonik ekstraktinda
ABTS yontemiyle bakilan antioksidan aktivitesini ortalama olarak 1,86 mmol TEAC/g
bulmuslardir. Bulunan bu degerin ¢alismamiz sonucunda elde edilen degerlere oldukc¢a yakin
oldugu gorilmektedir. Benzer sonuglar elde edilen baska bir ¢alisma olan Cavalaro ve ark,,
(2020) yaptiklar1 calismayla %99 etanol, 1:35 kati1 solvent, 20 dk ve 25 °C ultrasonik
ekstraksiyon kosullar altinda ekstrakte ettikleri propolisi biberiye ile biyoaktif bilesenler
acisindan karsilastirmislardir. ABTS yontemiyle tespit edilen antioksidan aktiviteyi 1,34 mmol
TEAC/g olarak tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda maksimum etanol konsantrasyonunda (%99
etanol) antioksidan verimininin en yiiksek oldugunu bununda 6ziitlenen ana bilesiklerin polar

olmayan 6zelliklere sahip olmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Gargouri ve ark. (2019), Tunus propolisini 1:15 kat1 solvent oraninda, 20 dk, %80 etanol
konsantrasyonunda ultrasonik ekstraksiyona tabi tutarak propolis ekstraktinda antioksidan
aktivite kapasitesini 0,11-0,25 mmol TEAC/g olarak tespit etmislerdir. Bulunan bu sonuglar
bizim ¢alismamizla karsilastirildiginda elde ettikleri maksimum degerden (0,25 mmol
TEAC/g) kendi ¢alismamizda elde edilen degerin (1,73 mmol TEAC/g) yaklasik olarak 7 kat
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Erdogan ve ark., (2011) basingh sivi ekstraksiyon
yontemiyle yaptiklari ¢galismada propolis 6rneklerinin antioksidan aktivitesini 237,7-285,3 mg
TEAC/g olarak tespit etmislerdir. Bu degerlerden calismamizda elde ettigimiz sonuglarimizin

yaklasik 2 kat daha fazla antioksidan verimi ac¢isindan tistiin oldugu goriilmektedir.

Yaptigimiz calismada geleneksel ekstraksiyon teknigini kullanarak Tablo 3.4.’de gosterildigi
iizere %75 etanol konsantrasyonunda, 50 °C'de, 1:200 kat1 solvent oraninda, 1 giin siire ile
gerceklestirilen yontemde antioksidan kapasitesi 1,50:0,04 mmol TEAC/g olarak tespit
edilmistir. %100 etanol konsantrasyonu, 1:100 kat1 solvent oraninda, 70 °C'de 50 dk siire
kosullarinda ultrases destekli ekstraksiyonla maksimum verim elde ettigimiz antioksidan

kapasitesi sonuclariin (1,73+0,03 mmol TEAC/g) geleneksel ekstraksiyondan daha ytliksek
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oldugu goriilmektedir. Bu sonuclar, propolisteki biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu icin
ultrasonik ekstraksiyon yonteminin geleneksel ekstraksiyon ydntemiyle kiyaslandiginda

antioksidan kapasitesi agisindan avantajli bir yontem oldugunu gostermistir.

(mmol TEAC/g)

Antioksidan Aktivite
(mmol TEAC/g)
Antioksidan Aktivite
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Sekil 3.4. Ekstraksiyon parametrelerinin AOA lizerine etkisi

3.6. Balsam Tayini Sonuglari

Yapilan ¢alismamizin sonucunda ekstraksiyon parametrelerinin propolisin balsam verimine

etkisi Sekil 3.5. ve Tablo 3.4. sunulmustur. Analiz sonucunda 30 farkli propolis 6rneginde
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balsam verimi minimum %?34,48 bulunurken maksimum %79,47 olarak tespit edilmigtir.
Minimum balsam verimi (%34,48) bulunan 6rnek %50 etanol, 1:100 kat1 solvent orani, 70
°C’de 10 dk ekstrakte edilirken maksimum balsam verimi (%79,47) tespit edilen 6rnek ise
%7100 etanol konsantrasyonu, 1:100 kati solvent oraninda 70 °C’'de, 10 dk ekstrakte edilmistir.
Tablo 3.1.de sunulan ANOVA sonuclarina gore propolisten biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda ve balsam veriminde en oOnemli parametre etanol konsantrasyonu
(p<0.0001) olarak belirlenmistir. Etanol konsantrasyonunun %40’dan %80’e artirilmasiyla
balsam verimi %52,13 artis gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar etanol

konsantrasyonundaki artisla birlikte balsam verimininde arttigini géstermektedir.

Coziiciide (etanol) ¢coziinen kisim seklinde tanimlanan balsam degeri arttikga propolisin
kalitesinin arttig1 belirtilmektedir. Propoliste yiiksek oranda balsam ve re¢inenin varligi daha
az ¢oziinmeyen madde ve daha az mum iceriginin bir géstergesidir. Yaptifimiz ¢alisma ile ayni
metodu kullanarak balsam verimi elde eden Oroian ve ark. (2020b) yaptiklari calismada
etanol konsantrasyonunu %40'tan %80'e ¢ikarttiklarinda balsam igeriginin %150 arttigim
tespit etmislerdir. Modifiye edilmis ekstraksiyon kosullar1 altinda balsam verimini %1,95
bulmuslardir, buda bizim ¢alismamizda elde ettigimiz maksimum degerden yaklasik 40 kat
daha diisiik bir degerdir. Keskin (2019), yaptig1 calismada balsam miktar tayinini etil alkol
ekstraksiyon yontemine gore yaparak sulu ve etanolik propolis ekstraktlarinin % balsam
degerinin %0,1-95 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Coziicii olarak su kullanilan
ekstraktlarla ¢oziicii olarak etanol kullanilan ekstraktlardaki balsam miktari arasindaki farkin
yuksekligi ¢oziiciiye gore balsam miktarinin degistigini gostermektedir. Benzer bir calisma
olarak Popova ve ark. (2013), Rusya menseili propoliste balsam verimini %52,3-66 olarak
tespit etmislerdir. Maksimum olarak elde ettikleri balsam veriminden (%66) bizim
calismamizda elde ettigimiz maksimum balsam verimi (%79,47) yaklasik olarak 1,2 kat daha
yuksek cikmistir.

Esriche ve Borras'in (2018) yaptiklari ¢alisma ile Bonvehi ve Gutiérrez’in (2011) yaptiklari
calisma benzer olup elde edilen sonuglar anlaminda da benzerlik tasimaktadir. Esriche ve
Borras (2018) calistiklar1 propoliste 48,3-76,9 g/100 balsam verimi elde ederken Bonvehi ve
Gutiérrez (2011) 52.5-76,2 g/100 g balsam verimi elde etmistir. Ayni propolis érneginde
calisilarak farkli balsam verimlerinin elde edilmesinin ana nedeni olarak propolisin farkl
kovanlardan toplanmis olabilmesi, igerisinde ihtiva ettigi bocek kalintilar1 ve kazima islemi

esnasinda kovandan gelebilecek ahsap parcalari, balmumu gibi safsizliklar gosterilmektedir.

Yaptigimiz calismada geleneksel ekstraksiyon teknigini kullanarak Tablo 3.4.de gosterildigi
tizere %75 etanol konsantrasyonunda, 50 °C’de, 1:200 kat1 solvent oraninda, 1 giin stire ile
gerceklestirilen yontemde balsam verimi 9%58,87+0,12 olarak tespit edilmistir. Optimum
kosullarda ultrases destekli ekstraksiyonla elde ettigimiz balsam verimi sonugclarinin
(%71,99+6,31) geleneksel ekstraksiyondan daha ytliksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar,

propolisteki biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu icin ultrasonik ekstraksiyon yonteminin

42



geleneksel ekstraksiyon yontemiyle kiyaslandiginda etanolde ¢6zlinen madde miktar: seklinde

ifade edilen balsam verimi acisindan avantajl bir yontem oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.5. Ekstraksiyon parametrelerinin balsam verimi tizerine etkisi

3.7. Fenolik Dagilim Sonuglar1 (LC-MS/MS)

LC-MS/MS cihaz ile analizi gercgeklestirilen geleneksel ve ultrasonik ekstraklarin her ikisinde
de Tablo 3.5.'de gosterildigi lizere basat fenolik asit ferulik asit olarak tespit edilmistir.
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Ultrasonik ekstrakta sirasiyla kafeik asit, p-kumarik asit, syringic asit, protekatekuik aldehit,
vannilin, kuersetin, taxifolin, protekatekuik asit, rutin, epikatesin, salisilik asit ve katesin olmak
tizere 13 adet flavonoid ve fenolik asit belirlenmistir. Calismamizda oldugu gibi Sagdi¢ ve ark.,
(2020) inceledikleri 6rneklerin cogunda hakim fenolik olarak kafeik asit ve p-kumarik asiti
belirlemislerdir. Ultrasonik ekstraktla gerceklestirilen analiz sonucunda 4-OH-benzoik asit,
rozmanirik asit, ellagic asit, kaempferol, apigenin ve flavon tespit edilememistir. Geleneksel
ekstraktla yapilan analiz sonucunda ferulik asit basta olmak iizere sirasiyla kafeik asit, p-
kumarik asit, syringic asit, protekatekuik aldehit, vannilin, kuersetin, protekatekuik asit,
taxifolin, rutin, salisilik asit ve katesin olmak tlizere 12 adet flavonoid ve fenolik asit
belirlenmistir. Ultrasonik ekstrakta epikatesin tespit edilebilirken geleneksel ekstraksiyonda
epikatesin tespit edilememistir. 4-OH-benzoik asit, rozmanirik asit, ellagic asit, kaempferol,

apigenin ve flavonda geleneksel ekstrakta tespit edilemeyen diger flavonoid tiirleridir.

Tablo 3.5. Orneklerdeki fenolik sonuglari

Fenolik Bilesen Geleneksel Ekstrakt Ultrasonik Ekstrakt
(mg/g propolis) (mg/g propolis)

Protekatekuik Asit 0,0576 0,0510
Protekatekuik Aldehit 0,7045 0,7351
Katesin 0,0004 0,0003
Epikatesin TE 0,0008
Kafeik Asit 3,3401 3,7324
Syringic Asit 2,1170 2,2426
Vannilin 0,1662 0,1577
Taxifolin 0,0514 0,0551
p-Kumarik Asit 2,6288 2,9516
Ferulik Asit 5,3123 6,5522
4-0H- Benzoik Asit TE TE
Salisilik Asit 0,0006 0,0007
Rozmarinik Asit TE TE
Rutin 0,0027 0,0032
Ellagic Asit TE TE
Kuersetin 0,1488 0,1442
Kaempferol TE TE
Apigenin TE TE
Flavone TE TE

TE: tespit edilemedi

Ultrasonik ekstrakta tespit edilen protekatekuik aldehit, kafeik asit, sryingic asit, p-kumarik
asit ve ferulik asitin LC-MS/MS kromatogrami sirasiyla Sekil 3.7.da gosterilmektedir. Hikim
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fenolik asit olan ferulik asit geleneksel ekstrakta kiyasla ultrasonik ekstraktta %23,32
oraninda daha ytlksek tespit edilmistir. Ayn1 zamanda geleneksel ekstrakta tespit edilen
protekatekuik aldehit, kafeik asit, sryingic asit, p-kumarik asit ve ferulik asitin LC-MS/MS
kromatogrami sirasiyla Sekil 3.6.’da gosterilmektedir. Ultrasonik ekstrakta; protekatekuik
aldehit (%4,32), kafeik asit (%11,72), syringic asit (%5,91), taxifolin (%7,19), p-kumarik asit
(%12,26), salisilik asit (%9,68) ve rutin (%17,78) geleneksel ekstraktta tespit edilenden daha

fazla miktarda tespit edilmistir.
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Sekil 3.6. Geleneksel ekstrakt 6rnegi icerisinde yer alan protekatekuik aldehit, kafeik asit,

sryingic asit, p-kumarik asit ve ferulik asitin LC-MS/MS kromatogrami

Hu ve ark. 2022 kavak kaynakli propolisle yaptiklar1 ¢alismada temmuz ayinda toplanan
propoliste maksimum ferulik asit (0,37 mg/g) tespit ederken, ocak ayinda topladiklari

propoliste ise minimum ferulik asit (0,11 mg/g) tespit etmislerdir. Yaptigimiz calismada tespit
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edilen ferulik asit miktar1 (6,5522 mg/g propolis) ise Hu ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada
belirlenen maksimum ferulik asit miktarinin yaklasik olarak 17 kati1 olarak tespit edilmistir.
Pellati ve ark. 2013 italya’da bahar ayinda toplanan propolisle yaptiklar1 calismada
calismamizda da belirtildigi gibi hakim fenolik asit olarak ferulik asit, p-kumarik asit ve kafeik
asiti bulmuslardir ve ferulik asit miktarini 2,3-8,7 mg/g olarak tespit etmislerdir. 9 farkh
propolis 6rnegiyle calisilmis ve 7 propolis 6érneginde ¢alismamizdan daha diisiik sonug elde
edildigi gorilmistiir. Rajan ve ark. 2021 Brezilya propolisiyle 50°C’de yaptiklari ¢alismada
1,37-1,74 mg/g ferulik asit tespit etmislerdir ve bu ¢alismamizda elde ettigimiz sonucun 3,7

kat daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Hu ve ark.’nin yaptiklari calismada kafeik asit miktar1 0,33-1,73 mg/g olarak belirlenirken,
calismamizda ultrases destekli ekstraktta kafeik asit miktar1 3,7324 mg/g propolis olarak
tespit edilmistir. Bu deger Hu ve ark.’nin yaptiklar1 ¢calismada elde edilen degerin yaklasik
olarak 2 kat1 seklindedir. Rajan ve ark. 2021 kahverengi propolisle yaptiklari ¢alismada 0,12
mg/g kafeik asit tespit etmislerdir ve bu deger yaklasik olarak bizim sonucumuzdan 31 kat
daha diigtiktiir. Hu ve ark. 2022 yaptiklar ¢alismada fenolik asitlerden olan p-kumarik asit
miktarini 0,29-1 mg/g olarak tespit ederken yaptigimiz ¢alismada p-kumarik asit miktari
2,9516 mg/g propolis olarak belirlenmistir. Buda yapilan ¢alismayla Hu ve ark.’nin yaptiklari
calismada elde edilen sonugtan yaklasik olarak 3 kat daha yliksek sonuc eldesi saglandiginin

bir gdstergesidir.

Oroian ve ark. (2020b) yaptiklar1 calismada propolisin optimum kosullar altinda
ekstraksiyonunda kafeik asidi 0,41 mg/g olarak bulurken yaptigimiz ¢alismada kafeik asit
3,7324 mg/g propolis olarak tespit edilmistir. Aynm1 calismada p-kumarik asit tespit
edilemezken rozmarinik asit (8,44 mg/g) ve kaempferol (228,8 mg/g) tespit edilmistir ve
calismamizda ise rozmarinik asit ve kaempferol tespit edilemezken 2,9516 mg/g propolis p-
kumarik asit tespit edilmistir. Pellati ve ark. 2013 yaptiklari calismada kafeik asit miktarini 3,4
mg/g ve p-kumarik asit miktarin1 9,6 mg/g tespit ederken yaptigimiz ¢alismada ise kafeik asit
miktan 3,7324 mg/g propolis p-kumarik asit miktar ise 2,9516 mg/g propolis olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 3.7. Ultrasonik ekstrakt drnegi icerisinde yer alan protekatekuik aldehit, kafeik asit,
sryingic asit, p-kumarik asit ve ferulik asitin LC-MS/MS kromatogrami

Gargouri ve ark. (2019), Tunus propolisiyle yaptiklar1 ¢calismada sirasiyla ferulik asit miktari
0,103 mg/g propolis, kafeik asit miktar1 0,178 mg/g propolis ve p-kumarik asit miktar1 0,105
mg/g propolis olarak tespit edilirken yaptigimiz ¢alismada sirasiyla ferulik asit 6,5522 mg/g
propolis, kafeik asit 3,7324 mg/g propolis ve p-kumarik asitte 2,9516 mg/g propolis olarak
tespit edilmistir. Gallik asit, rozmanirik asit, kaempferol ve apigenin yaptigimiz ¢alismada
tespit edilemezken Gargouri ve ark.’nin yaptiklari calismada tespit edilmistir. Aymi sekilde
calismamizda katesin tespit edilirken onlarin yaptiklari calismada katesin tespit edilememistir.
Erdogan ve ark.’nin 2011 Anadolu propolisiyle yaptiklar: calismada kafeik asit miktarini 466,8
mg/kg ve p-kumarik asit miktarini 17,14 mg/kg tespit etmisler. Yaptigimiz calismada ise kafeik
asit miktar1 bu calismanin yaklasik olarak 8 kati1 ve p-kumarik asit miktar1 ise bu ¢alismanin

yaklasik olarak 172 kati olarak bulunmustur.

Taranan literatir sonuglar1 mg/g, mg/g propolis, mg/mL, mg/100 g propolis, mg/kg, mg/g

ekstrakt, mg/g balsam vb. bir¢ok farkli birimle verildiginden dolay1 propolisin sonugclarim
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karsilastirip kiyaslamak ¢ok gii¢ bir hale gelmektedir. Bu anlamda propolisin standardizasyonu
oldukca zorlagmaktadir. Bunun disinda propolisin biyoaktif bilesen icerigi kovanin bulundugu
bolgede hakim olan bitki drtiisiine, mevsime ve iklim kosullarina, toplanma zamani ve sekline
benzer bir¢ok faktore gore degismektedir. Bu sebeple elde edilen tiim sonuglarin birbirinden
farkli olmasi olduk¢a normal kabul edilmektedir. Her ¢calismada farkli renk, farkli ay ve farkl
cografi oOzelliklerden propolisler kullanilmasi sonuclardaki bu dalgalanmanin ana nedeni

olarak gosterilebilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Ham haliyle tiiketilemeyen bir iirtin olan propolisten yiiksek fayda saglanabilmesi amaciyla
ekstraksiyon isleminin gerceklestirilmesi gereklidir. Bugiine kadar kullanilmis olan geleneksel
ekstraksiyon yontemlerinin zaman ve fazla miktarda ¢6ziicii gerektirdigi bilinmektedir. Bu
sebeple giinlimiizde yesil ekstraksiyon teknikleri giderek popiilerlik kazanmaktadir. Daha az
¢ozlicli ile daha kisa siirelerde ekstraksiyon islemini gerceklestirme kolaylig1 saglayan yesil
tekniklerden birisi olan ultrases destekli ekstraksiyon sistemi, tez ¢alismamizda kullanilmis
olup, bu ekstraksiyon teknigini etkileyebilecek olan sicaklik, ¢oziicii konsantrasyonu, kati
solvent orani ve siire gibi parametrelerin ekstraksiyon verimi iizerine etkisini incelemekte

¢alismamizin amaglarindan biri olmustur.

Biyoaktif bilesenlerin ultrases destekli ekstraksiyonunda, uygulanan parametrelerin verim
uizerine etkileri tepki yiizey yanit yontemi ile dort degiskenli ve ikinci dereceden merkezi
karma tasarim sistemine gére merkez noktada 6 tekrar denemenin bulundugu 30 adet deney
yapilarak belirlenmistir. ikinci dereceden polinom denklemine gére ultrases destekli
ekstraksiyon sonucunda %90 etanol konsantrasyonunda, 51°C’de, 32 dakika siireyle 1:300 kati
solvent oraninda gergeklestirilen ekstraksiyonun maksimum verim eldesi i¢in optimum kogul
oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu optimum ekstraksiyon kosullar1 altinda toplam fenolik
madde miktar1 252,74+5,77 mg GAE /g, toplam flavonoid madde miktar1 222,32+1,27 mg CE/g,
antioksidan aktivitesi 1,43+0,004 mmol TEAC/g ve balsam verimi ise %71,99+6,31 olarak
tespit edilmistir. Ekstraksiyon parametrelerinin etkinlige etkisi kiyaslandiginda toplam fenolik
bilesen ve toplam flavonoid igerigin etkin bir sekilde ekstraksiyonunun saglanabilmesi i¢in
solvent konsatrasyonu ve kati solvent oraninin énemli derecede etkili oldugu belirlenmistir.
Antioksidan aktivite ve balsam verimi icin ise solvent konsantrasyonunun en 6nemli

parametre oldugu belirlenmistir (p<0.0001).

Calismamizin bir diger amaci1 ise propolisin geleneksel ekstraksiyonu ve ultrasonik
ekstraksiyonu ile elde edilme parametrelerinin karsilastirilmasidir. Bu amacla, %75 etanol
konsantrasyonunda, 50 °C’de, 1:200 kati1 solvent oraninda, 1 giin siire ile gercgeklestirilen
geleneksel ekstraksiyon yonteminde ise toplam fenolik madde miktar1 231,48+2,48 mg GAE/g,
toplam flavonoid madde miktar1 240,13+4,39 mg CE/g, antioksidan aktivitesi 1,50+0,04 mmol
TEAC/g ve balsam verimi ise %58,87 olarak belirlenmistir. Calisma sonuclar1 propolisteki
biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu icin ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin geleneksel
ekstraksiyon yontemiyle kiyaslandiginda toplam fenolik madde, balsam verimi, ekstraksiyon

etkinligi ve siire acisindan daha avantajli bir ekstraksiyon yontemi oldugunu gostermistir.
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Calismamizin bir diger amaci ise iilkemiz kahverengi propolisinin fenolik dagiliminin
belirlenmesidir. Bu amacla optimum kosullarda ultrases yardimiyla gerceklestirilen propolis
ekstraktlarinda ve geleneksel yolla elde edilen propolis ekstraktlarinda LC-MS/MS ile fenolik
dagilimlart belirlenmistir. Optimum kosullar altinda propoliste ferulik asit (6,5522 mg/g
propolis), kafeik asit (3,7324 mg/g propolis), p-kumarik asit (2,9516 mg/g propolis), syringic
asit (2,2426 mg/g propolis), protekatekuik aldehit (0,7351 mg/g propolis), vannilin (0,1577
mg/g propolis), kuersetin (0,1442 mg/g propolis) tespit edilen fenolik bilesenler arsinda yer
almaktadir. Ayni1 zamanda geleneksel ekstraksiyon kosullar1 altinda propoliste ferulik asit
(5,3123 mg/g propolis), kafeik asit (3,3401 mg/g propolis),p-kumarik asit (2,6288 mg/g
propolis), syringic asit (2,1170 mg/g propolis), protekatekuik aldehit (0,7045 mg/g propolis),
vannilin (0,1662 mg/g propolis), kuersetin (0,1488 mg/g propolis) gibi fenoliklerde tespit

edilmistir.

Tez ¢alismasinda ulasilan tiim bu sonuglar dogrultusunda faydali bir iiriin olan ham propolisin
kovanlarda iiretiminin artirilmasi icin aricilik egitimlerinin siklastirllmasi gerekmektedir.
Cagimiz problemleri haline gelen cevre kirliligi ve fazla tiiketim gibi sorunlar i¢in kimyasal
kullaniminin minimalize edildigi, enerji tasarrufu saglayan yesil tekniklerden olan ultrases
destekli ekstraksiyon ile gerceklestirilen ¢alismamizin kaynaklarin verimli kullanilmasi ve
surdiiriilebilirligin saglanmasi a¢isindan 6nem tasidig1 diisiiniilmektedir. Propolisin ultrases
destekli ekstraksiyonunun ve icerdigi biyoaktif bilesen iceriginin belli bir standarda uygun
olabilmesi acisindan yapilan c¢alismalarin siklastirilip iyilestirilmesi gerekmektedir.
Maksimum verim eldesi i¢cin optimum kosul olarak belirlenen %90 etanol konsantrasyonu,
51°C sicaklik, 32 dakika stire ve 1:300 kat1 solvent oraninda ekstraksiyon islemi yapilacak olan
bu calismalara 6ncii ve yardimci olabilecegi diistiniilmektedir. Bilimsel anlamda propolisin
ultrases destekli esktraksiyonunda o6zellikle farkli solventlerle ekstraksiyonunun
gerceklestirildigi ve en iyi propolis ¢6ziicii kombinasyonunun net bir sekilde gériilmesine katki

saglayabilecek yeni calismalarin yapilmasi ve desteklenmesi 6nerilmektedir.
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