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OZET

Propolis bal arilarmin 6zellikle kavak agaci tomurcuklarindan topladiklar regineye
balmumu ve ar1 salgilarini katmak suretiyle kovanda hijyen saglama ve yap1 malzemesi
olarak kullandig1 regine igerigi yiiksek bir ar1 tiriintidiir. Propolis ham haliyle gida ve
eczacilik sektoriinde kullanilmadigindan genellikle etil alkol, propilen glikol ve gliserol
ile Oziitlenmektedir. Ancak alkoliin dini sebeplerle, alkol intoleransi olanlarda ve
cocuklarda kullaniminin smirlanmast nedeniyle arastiricilar yeni ¢dziiciiler bulma
arayisina girmistir. Bu ¢oziiciilerden biri de zeytinyagidir. Bu nedenle bu c¢aligmada,
farkli 6zellikte zeytinyagi ile (rafine, rivyera, rafine) ile farkli konsantrasyonda propolis
numuneleri kullanilarak hazirlanan propolis zeytinyagi ekstraksiyonlarinin toplam
fenolik madde igerigi Folin Ciocalteu yontemi ile antiradikal aktivitesi DPPH metodu
ile ve antioksidan igerikleri fosfomolibdenum testi ile belirlenmistir. Ayrica farkl
coziiciilerle (alkol, propilen glikol ve su) hazirlanan ekstraklarinda aktiviteleri
karsilastirilmistir. Bu ¢dziiciilerle hazirlanan propolis ektraktlarinda toplam fenolik
madde igerigi sirasiyla; 2011.12 mgGAE/100 g, 2156.63 mgGAE/100 g, 89.42
MQGAE/100 g olarak tespit edilmistir. Laboratuvar ortaminda hazirlananlar disinda
ticari olarak piyasada satilan propolis iirlinlerinin de aktivitesi tespit edilmistir. Farkli
ozellikte zeytinyaglar ile hazirlanan propolis 6ziitlerinin toplam fenolik madde igerigi
rafine i¢in 462.03-1650.98, rafine igin 633.76-2064.74 ve rivyera igin 725.61-1780.49
mgGAE/100 g araliginda tespit edilmistir. Piyasadan temin edilen ticari iriinlerinde
toplam fenolik madde igerigi; 46.37-375.63 mgGAE/100 g araliginda, aktioksidan
aktivitesi; 19.19-44.29 mg AAE/g araliginda, antiradikal aktivitesi ise; 32.09-74.52 %

inhibisyon araliginda tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, zeytinyagi, ekstraksiyon, farkli ¢oziiciiler
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ABSTRACT

Propolis honey bees, especially poplar buds of buds collected from the buds by adding
wax and bee secretion hygiene in the hive and used as a building material is a high bee
product. Since Propolis is not used in the food and pharmacy sector in its crude form, it
is usually extracted with ethyl alcohol, propylene glycol and glycerol. However, due to
limitation of alcohol use for religious reasons, alcohol intolerance and children,
researchers have sought to find new solvents. One of these solvents is olive oil.
Therefore, in this study, the total phenolic content of the propolis olive oil extractions
prepared by using different concentrations of propolis samples with olive oil (cold
pressed, riviera, refined) was determined by Folin Ciocalteu method, antiradical activity
by DPPH method and the antioxidant contents were determined by
phosphomolibdenum test. In addition, the activities of the extracts prepared with
different solvents (alcohol, propylene glycol and water) were compared. Apart from
those prepared in laboratory, the activity of commercially available propolis products
was determined. The total phenolic content of propolis extracts prepared with olive oils
was determined as 462.03-1650.98 for refining, 633.76-2064.74 for cold extrusion and
725.61-1780.49 mgGAE / 100 g for rivyera. Total phenolic content in commercially
available commercial products; Antioxidant activity in the range 46.37-375.63 mgGAE
/ 100 g; 19.19-44.29 mg AAE / g in the range, antiradical activity; 32.09-74.52%

inhibition range.

Key words: Propolis, olive oil, extraction, different solvents
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GIRIS

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan farkli bitki kaynaklarindan toplanan,
yogunluklu olarak recine ve bal mumu iceren sicak ortamda yapigkan bir ar1 iirtiintidiir
[1].Arlar, davetsiz misafirlerin girmesini 6nlemek, kovan iginde sabit bir i¢ sicakligi
korumak, aseptik bir ortamin elde edilmesine katkida bulunmak ve genel olarak kovani
yaygin mikrobiyal enfeksiyonlardan korumak i¢in ve kovandaki agikliklar1 kapatmak
icin propolis kullanir [ 2-5]. Propolis, arilarin patojenik mikroorganizmalara karsi en
onemli kimyasal silah1 olup, ¢ok eski zamanlardan beri halk sagliginda kullanilmaktadir
[6,7]. Tarihte ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak
kullanilan propolis, sahip oldugu 6zelliklerinden dolayr 1960’larin sonundan itibaren
bilim adamlarmin dikkatini ¢ekmis ve glinimiize kadar propolisin tedavi amach
kullanimi, farmakolojisi, biyolojik aktiviteleri ve kimyasal yapisi iizerine pek ¢ok
calisma yapilmustir [1]. Bu calismalar propolisin antimikrobiyal, antiiilser, anestezik,
antioksidan, antienflamatuar, antihepatotoksik, immiinstimiilan, imminmodiilatér ve
antikarsinojenik gibi bir¢ok etkilerini ortaya koymustur [8-15]. Arilar propolisi kovan
icerisinde, duvarlardaki delik ve catlaklar1 kapatmak, petekleri tamir etmek, kovan
icinde Olen ancak kovan disina tasinamayan ar1 ve diger canlilarin viicutlarinin
mumyalamasini saglamak, bunlarin ¢lirliylip mikroorganizma iiretmelerini engellemek,
yavru yetistirme donemlerinde yarik ve catlaklardan suyun buharlasip kaybolmasini
engelleyerek kovan i¢i olmasi gereken nem oranimi koruyabilmek, kovan giris deligini
kiictiltmek, kovanin dezenfekte edilmesini saglamak gibi amaglarla kullanmaktadirlar.
Propolisin rengi bitki kaynagina bagl olarak sari, yesil ve koyu kahverengiye kadar
degisim gostermektedir. Propolis, eter, kloroform, aseton ve diger organik ¢oziiciilerde
kismen, %95°lik etil alkolde biiylik Olgliide erimekte, suda ise daha az c¢oziilme
gostermektedir. Propolis, tibbi ve farmakolojik alanda %70’lik alkolde erimis ¢ozelti
olarak kullanilmaktadir [16]. Yapisinda bir¢ok ilacin aktif maddesi olan flavonoidler,

antioksidanlar, antibiyotik, antimikotik, antiviral etkili maddeler bulundurmaktadir. Bu


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5867556/#B4-foods-07-00041

maddelerin miktar ve dagilimlan ile farmakolojik 6zellikleri gesitli ¢alismalarla ortaya
konulmustur [1,16]. Propolisin kimyasal bilesimi; toplandigi bitki, cografik bolge,
mevsim ve arilarin cinsi gibi kosullardan etkilenmekte ve buna bagl olarak biyolojik
aktivitesi degismektedir [17]. Bu g¢alismada, farkli dretim oOzelliginde ve
konsantrasyonda zeytinyagi kullanilarak hazirlanan propolis 6ziitii ile farkli ¢oziiciiler
kullanilarak hazirlanan propolis Ornekleri ve ticari olarak satilan bazi propolis

orneklerinin biyoaktif 6zelliklerinin karsilagtirilmas1 amaglanmaistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER ve LITERATUR ARASTIRMASI

1.1. Genel Bilgiler

Bal arilarindan elde edilen ancak tiiketiciler tarafindan ¢ok fazla bilinmeyen iirlinlerden
olan propolis ile birlikte arisiitii, ar1 ekmegi, apilarnil, polen ve ar1 zehri saglik, gida,
kozmetik sektorii ve farmakolojik yonden biiyiik ilgi uyandirmakta olup farkl
formiilasyonlarda ticari kullanimlar1 giderek artmaktadir. Bu iirlinler i¢in en kritik nokta
klinik standardizasyonudur ancak ¢ogu iiriiniin botanik orijine gore kimyasal yapisinin
degismesi bu noktada smirlamalar getirmektedir. [17]. Diger ar1 iriinlerine benzer
sekilde direk gida olarak tiiketilmeyen propolis karbonhidrat, protein ve lipitlerce

zengin degildir.
1.2. Propolis

Propolis, bal arilarinin bitkilerin tomurcuk ve diger dokularindan toplayarak balmumu
ve tiikiiriikle karistirip, kovan tamir malzemesi ve dezenfektan olarak kullandiklari
yumusak, reg¢ineli bir maddedir. Propolis, genellikle farkli bitki tiirlerinden arilarin
biriktirdigi re¢ineli maddeye atifta bulunan “ar1 tutkali” olarak ta bilinir. “Propolis”
kelimesi, Yunanca “pro” ve “polis” kelimelerinden olusur ve sehir ya da toplulugun
savunulmasi anlamina gelir [18]. Propolis, deliklerin ve ¢atlaklarin kapatilmasinda ve
kovanin yeniden yapilandirilmasinda iglev goriir. Ayni zamanda kovanin i¢ yiizeyini
dezenfekte etmek, kovanin i¢ sicakligimi (35°C) korumak igin kullanilir. Propolis
isindiginda genellikle yumusak ve yapiskan bir hal alir [19]. Ham halde kullanilmasi
zararhdir ¢iinkii bal arilar etrafta toplayacak yeterli kaynak bulamadiklari takdirde alfalt
boya vb. insan saglhigini tehdit edecek kimyasal igeriklere yonelmektedirler bu nedenle

kimyasal yapist aydinlatilmaksizin ham propolisin kullanilmamasi gerekmektedir.



1.3. Propolisin Fiziko-kimyasal Ozellikleri

Propolis 10°C nin altinda sert ve kirilgan bir yapida olup, derin dondurucuya konuldugu
zaman katilasir ve kolaylikla toz haline getirilebilir. Ayrica 80°C’de kismen eriyen
propolis, 30-40°C arasinda ise yumusak yapiskan bir kivam alir ve yaz aylarinda
aricilarin ¢alismasini giiglestirebilir. Propolisin rengi, kokusu ve biyolojik aktivitesi

bitkiye, bolgeye, mevsime ve koloniye bagli olarak degisir [20].

Propolis' in kimyasal bilesimi, cografi ve bitkisel kokenlerine 6nemli oOlgiide
bagimhidir. Ham propolis esas olarak regine (%50), balmumu (%30), ugucu yaglar
(%10), polen (%5) ve diger organik bilesiklerden (%5) olusmaktadir [21]. Fenolik
bilesikler, esterler, flavonoidler, terpenler, beta-steroidler, aromatik aldehidler ve
alkoller propoliste bulunan 6nemli organik bilesiklerdir [22]. Propoliste oniki farkli
flavonoid yani; pinosembrin, asacetin, chrysin, routine, luteolin, kaempferol, apigenin,
myricetin, catechin, naringenin, galangin ve quercetin; iki fenolik asit, caffeic acid ve
cinnamic acid ve propolis ekstraktlarinda elektroforez ile resveratrol adi verilen bir
stilben tiirevi bulunmustur [23]. Propolis ayrica B1, B2, B6, C ve E gibi 6nemli
vitaminler ve magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), potasyum (K), sodyum (Na), bakir
(Cu), ¢inko (Zn), manganez (Mn) ve demir (Fe) gibi yararli mineralleri igerir. Susinik
dehidrojenaz, glikoz-6-fosfataz, adenosin trifosfataz ve asit fosfataz gibi birka¢ enzim
de propoliste bulunur [24]. Kafeik asit fenetil ester (CAPE); Avrupa, Asya ve Amerika
propolisinde bulunan 6nemli bir bilesiktir [25]. Brezilyali yesil propolis, diger prenil
sinamatik asitler ve kafeik asit tlirevleri ile birlikte 3,5-diprenil-4-hidroksisinnamik asit,
artepilin C'nin varligtyla karakterize edilir [26]. Diger propolis ortak bilesenleri arasinda

organik asitler, ketonlar, aldehitler, hidrokarbonlar ve mineraller bulunur [27].

Regineli yapisi geregi en onemli bilesenleri fenolik maddelerdir. Agaglarin yaprak
tomurcuklarindan elde edilen regineye bal aris1 tarafindan balmumu ve tiikiirtik
enzimlerinden gelen glukosidaz enziminin de etkisiyle yapisi de8ismektedir. Ham
olarak tiiketilmesi Onerilmeyen propolisin ekstraksiyonu yapilir. Bunun i¢in yaygin
olarak kullanilan yontemler; vakum distilasyon, evaporasyon, membran konsantrasyon
ve liyofilizasyondur [28]. Bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Vakum
distilasyon yontemi vakum olusturabilmek i¢in yiiksek miktarda enerji gerektirmektedir

ve diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin kaybina neden olabilmekte ve bu molekiiller



evapore olan ¢oziicii ile uzaklasabilmektedir. Diger bir yontem olan evaporasyon i¢in
kullanilan aletin fazla maliyetli olmasi sebebiyle 06zellikle ticari olarak tercih
edilmemektedir. Nitekim ekstraktin 70° C” de 1sitma ile evapore edilmesi hem yiiksek
enerji gerektirir hem de propolisteki fenolik bilesikleri ve flavonoidlerin yapisini
bozabilmektedir. Membran konsantrasyon prosesinin diisiik sicaklik, faz gecisinin
olmayist ve diisiik enerji tiiketimi gibi avantajlar1 vardir. Bu prosediiriin prensibinde
molekiillerin selektif gecisine dayanan yari gecirgen, polimerik ve inorganik bir
membrandan gecisi saglanmaktir [29]. Propolisin ekstraksiyonu ile elde edilen iiriin ve
elde edilen oziitteki fenolik madde kompozisyonunu etkileyen ¢ok sayida faktor vardir.
Bu amagla yapilan bir ¢alismada, 6 farkli Brezilya yesil propolisi test edilmis ve en
yiiksek tirtin maserasyon yontemiyle elde edilirken %70 etanol kullanimi ile en fazla
sayida fenolik bilesik elde edilmistir. Maserasyon i¢in 10 ya da 30 giin bekletme
arasinda elde edilen iiriin bakimindan farklilik gozlenirken fenolik icerigi bakimindan
fark gozlenmedigi gibi 1gikl1 ortam ya da 1siktan korumanin da 6nemli etkisi olmadigi
bildirilmistir [30]. Diinyada en yaygin propolis ekstraksiyonunda solvent (¢oziicii)
olarak etilalkol kullanilmaktadir. Bugiine kadar yapilan bilimsel c¢aligmalarin biiyiik
cogunlugu propolisin etil alkol ekstraksiyonu ile elde edilen {iriin ile yapilan
caligmalardir. Propolisin etanolik ekstrakti su ekstraktina gore daha fazla fenolik asit ve
polar bilesik icermektedir [31]. Ancak propolisin etanolik Oziitiiniin giiglii reginemsi
tadi, baz1 insanlarin alkole intolerans gdstermesi ve yan etkileri nedeniyle aragtiricilar
yeni ve dogal coziiciller arayisina girdigi de bir gergektir. Propolisin etanolik
ekstraksiyonlarindan sonra bir alternatif olarak su ekstraklar1 yapilmistir. Ancak
arastiricilar  tarafindan  ekstraksiyonlarda c¢ok farkli yontemler kullanilmistir.
Nanofiltrasyon bu yontemlerden biridir. Ornegin Mello ve arkadaslari nanofiltrasyon
yonteminin propolisin su ekstraksiyonu i¢in en ideal yontem oldugunu bildirmekle
birlikte etanolik soliisyonun flavonoid ve toplam fenolik igerigi 69,35mg/g ve
98,74mg/g iken sulu Oziitiiniin 23.67mg/g ve 36.57mg/g bulunmustur [28]. Nagai ve
arkadaslar1 Brezilya propolisinin su ekstraktinin 50-100 mg/mL antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu rapor etmislerdir [32]. Nakajima ve arkadaslar1 Brezilya yesil
propolisinin oksidatif stres kaynakli retinal hasara karst noroprotektif etkisini
gostermiglerdir [33]. Baska bir arastirmada propolisin su estraktinda (WEP)
caffeoylquinic asit tiirevlerinin retinal hasara karsi in vitro noroprotektif etkisi ve bu

etkinin antioksidan aktivitesi sayesinde gergeklestigi belirtilmistir. Propolisin topikal



olarak korneal neovaskiilerizasyonda baskilayici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
propolisin su ekstrakti siklo-oksijenaz ve lipo-oksijenaz aktivitelerini etkisiz hale
getirmistir [34]. Giilgin ve arkadaslar1 Tiurkiye’de Erzurum bolgesinden elde edilen,
liyofilize edilmis propolisin su ekstraktinin antioksidan aktivitesini incelemislerdir.
Propolis LC-MS/MS ile analiz edilmis, tespit edilebilir miktarda kafeik asit, ferulik asit,
siringik asit, ellagik asit, kuersetin, a-tokoferol, pyrogallol, p-hidroksibenzoik asit,
vanilin, p-kumarik asit, gallik asit ve askorbik asit belirlenmis ve propolisin antioksidan
aktivite gosterdigi rapor edilmistir [35]. Bir diger arastirmada, propolisin su ekstrakti
Mycobacterium tuberculosis ile enfekte edilmis Gine domuzlarma (kobay)
uygulanmistir. Tiiberkiiloz basilinin subkutan inokiilasyonu sonrasi propolis su ekstrakti
uygulanmis ve arastirma sonucunda Tiirk propolisi su ekstraktinin plasebo grubuna gore
etkisinin istatistiki olarak onemli olmadig1 ancak siirh bir etki gosterebilecegi rapor
edilmistir [36].

Diinyada hem ticari preparasyonlarda hem de bilimsel olarak tercih edilen propolisin
etanolik 6ziiti %100 (ya da %98) etanol ya da %70-80 etanol ile %20-30 oraninda su
eklenerek hazirlanmaktadir. Propolisin farkli konsantrasyonlarda su ve etanol
kullanilarak hazirlanan oziitlerin HPLC ile kimyasal yapisinin karsilastirildigr bir
arastirmada, isosakuranetin, quercetin ve kampferol %60 etanollii propoliste tespit
edilirken, %70 etanol ekstraktindan pinosembrin ve sakuranetin, %80 etanol
ekstraktindan daha ¢ok kaempferide, acacetin ve isorhamnetin tespit edilmistir. S6z
konusu arastirmada %60 ve %80 etanol ekstrakti mikrobiyal gelisimi giliclii bir sekilde
inhibe ederken %80 etanolik ekstrak en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bulunmus

ve hyaluronidaz aktivitesini giiglii bir sekilde inhibe etmistir [37].

1.4. Propolisin Biyolojik Aktivitesi

Propolisin etanolik 0ziitiinlin ratlara verildiginde herhangi bir yan etki gosterip
gostermedigini belirlemek i¢in yapilan bir arastirmada, 3 farkli uygulama yapilmistir. 1.
grup ratlara 30 glin boyunca farkli konsantrasyonda (1,3 ve 6 mg/kg/giin) propolis
verilmistir 2. grup ratlara 30 giin boyunca 1 mg/kg/giin dozda propolis etanolik ekstrakti
ve propolis su ekstrakti verilmistir. 3. grup ratlara 1 mg/kg/giin dozda propolisin
etanolik ekstrakti 90 ve 150 giin boyunca verilmistir. Bu siireler boyunca tiim

gruplardaki ratlarin kan serumlarinda LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, toplam lipid,



trigliseridler ve aminotransferaz (AST) ile laktik dehidrogenaz (LDH) seviyeleri
belirlenmistir. Sonug olarak ise bu dozlarda ve siirelerde propolis kullanimin hig bir yan
etkiye sahip olmadig: tespit edilmistir [38]. Propolisin gliserin/gliserol ekstraksiyonu ile
ilgili kimyasal ve biyolojik olarak faydali etkilerini belirlemeye yonelik arastirmalar ise

yok denecek kadar azdir.

Literatiirde farkli ¢oziiciilerle hazirlanan propolisin kimyasal yapisi ya da biyolojik
aktivitesinin karsilagtirildigi  arastirmalar mevcuttur. Pujirahayu ve arkadaslari,
Endonezya’nin Sulawesi boélgesinde Trigona sp. arilarindan elde edilen propoliste su,
etanol, propilen glikol, zeytinyagi ve findik yagi kullanarak fenolik madde igerigini
belirlemiglerdir. Bu arastirma sonucunda flavonoid igerigi propilen glikol, etanol,
zeytinyag1 ve findik yaginda sirasiyla; 0.55, 0.33, 0.22, 0.20 ve 0.25mg bulunmustur.
Elde edilen iirin miktar ise ayni sirayla 15.88, 18.33, 14.06 ve 14.22 mgGAE / 100 g
olarak tespit edilmistir [39]. Propolisin PG (propilen glikol) ekstraksiyonunun oral
kullanildig: ticari triinler oldukca sinirlidir. Sadece Brezilya’da ve iilkemizde bir ticari
formulasyonu bulunmaktadir. Propolisin PG ekstraksiyonu konusunda yapilan
caligmalar oral kullanimindan ¢ok topikal kullanimi ile ilgilidir [40, 41, 42]. Bu
durumun muhtemel sebebi propilen glikoliin 6zellikle c¢ocuklarda kullanimin
siirlandirilmas: ile ilgilidir. Nitekim propilen glikol bazi ilag preparasyonlarinda
kullanilmaktadir. Yetiskinlerde diisiik toksite gosterdigi belirtilmekle birlikte CNS
(central nervous system= merkezi sinir sistemi) raporlarina gére hematolojik, renal ve
kardiyak toksiteye sahiptir. Yaralara uygulanan propilen glikol absorbsiyonunun
serumda hiperozmolaliteye sebep oldugu rapor edilmistir. Prematiire bebeklerde sebebi
bilinmeyen hiperosmalilitenin  parenteral beslenmede kullanilan multivitamin
preparasyonlari ile propilen glikol alimi nedeniyle oldugu anlagilmistir. Bu arastirma
ozellikle bebeklerde propilen glikol aliminin ¢ok sayida saglik problemlerine sebep

olabilecegini gostermistir [43].

Bingol, Rize, Tekirdag ve Van illerinden toplanan propolis 6rneklerinin toplam fenolik
madde icerikleri ile bireysel fenolikleri ve antiradikal kapasitesinin incelendigi bir
arastirmada, orneklerin major fenolik bilesiklerinin gallokatechin, catechin, epicatechin
gallate, caffeic acid, chlorogenic acid ve myristetin oldugu tespit edilmistir. Orneklerin
hepsinin antiradikal aktivite gosterdigi Bingdl propolisinin klorogenik asit bakimindan

Rize, Tekirdag ve Van propolislerinden 4.5, 3 ve 23 kat daha fazla oldugu tespit



edilmistir [44].

Propolisin bitkisel yaglarda uygun metotlarla ¢6ziilmesinin saglik acisindan énemi hem
kullanilan ¢6ziiciiniin sagladigi ek faydalardan hem de farkli endiistrilerde
kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Farkli bitkisel yaglarla ekstrak edilen propolisin
antimikrobiyal, antitimoral, anksiyolitik ve antidepresan gibi biyolojik aktiviteleri
bilimsel olarak kanitlanmustir. Ornegin; Ramanauskiene ve arkadaslari Litvanya
propolisi zeytinyagi ekstraktinin C. albicans ve B. cereus’a karsi antimikrobiyal etki
gosterdigini ve ferulik asit, kumarik asit ve vanilin bilesiklerinin baskin oldugunu
gostermislerdir [45]. Brezilya propolisinin yag ekstraktinin, timér gelisiminin
onlenmesinde in vitro ve in vivo antitimoral 6zelliginin alkol ekstrakti kadar etkili
oldugu ispatlanmistir. Propolisin yag ekstraktinda 4 fenolik asit ve 3 flavonoidin
tanimlandig1 arastirmada ekstraktin tiimor hiicrelerinin inhibisyonunu en iyi sekilde
sagladig gosterilmistir [46]. Benzer bir arastirmada, HL-60, MDAMB-435 ve SF-295
hiicrelerine kars1 yag ve etanolik esktraklarin antiproliferatif etkisi kanitlanmistir [47].
Baska bir arastirmada ise; propolisin yag ekstraktinin, anksiyete ve depresyonun
giderilmesinde terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi ve propolis zeytinyagi
ekstraksiyonunun (OEP) merkezi sinir sistemi {izerine stimulan, anksiyolitik ve
antidepresan etki gosterdigi ifade edilmistir. Propolisin zeytinyagi ekstrakti ile ilgili
yapilan klinik bir arastirmada ise bal- propolis zeytinyagi ekstrakti ve balmumunun

topikal uygulamasinin oral mukozit iizerine etkili oldugu kanitlanmistir [48].

Biyolojik olarak aktif maddeler ¢ogunlukla suda diisiik ¢oziiniirliige sahiptir ve su
ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin miktar1 etanolik ekstraktlardan 10 kat daha
distiktiir [49,50]. Bu nedenle, bu maddelerin sudaki ¢oziinlirliiglinii artiran etkili
yardimct ¢Oziicliler bulmak onemlidir. Suda zar zor ¢oziinen propolis, ham madde
olarak kullanilamaz ve polifenolik fraksiyonu korumak icin farkli ¢oziiciiler ile
ekstraksiyon yoluyla saflastirilmasi gerekir. Etanol ile ekstraksiyon basit ve etkili bir
yontem olmasina ragmen kozmetik ve ila¢ endiistrisinde uygulama sinirlamalar1 gibi
dezavantajlara sahiptir. Ornegin, tipta etanol ekstreleri oftalmoloji, kulak burun bogaz,
pediatri hastaliklar1 gibi bazi hastaliklarin tedavisinde alkol intoleransi oldugu ig¢in

uygun bulunmamaktadir [51].



1.5 Propolisin Etkinlik Degerlendirmeleri
1.5.1. Antioksidan Aktivitesi

Propolis, en fazla fenolik igeren ar1 iiriiniidiir ve bu nedenle, antioksidan ve antiradikal
aktiviteleri derinlemesine ¢alisilmistir [52]. Bu bilesiklerin birgogu, pinocombrin, chisin
ve pinobanksin dahil olmak tizere gii¢lii antioksidan ve antiradikal aktivitelere sahiptir
[53]. DPPH ve ORAC testlerinde, pinobanksin-3-asetat, en giiglii antioksidan bileseni
olarak belirtilmistir [54].

1.5.2. Antimikrobiyal Etkinligi

Propolisin  antimikrobiyal  aktivitesi  Kklinik, in  vivovein  vitro ¢caligmalarda
gosterilmistir. Propolis, gram pozitif ve gram negatif suslarina karsi antibakteriyel
ozelliklere sahiptir ve klinik deneylerde de dogrulanmaktadir [55]. Hassas suslar
arasinda MRSA, VRE, Streptococcus tiirleri ve H. pylori bulunur [56,57]. Propolisin
antibakteriyel etkileri muhtemelen galangin, pinokembrin, rutin, kuersetin ve naringenin
gibi flavonoidlerin ve ayrica CAPEmin varligi ile ilgilidir, ¢iinkii bu bilesiklerin
bakteriyel membran gegirgenligini arttirdigi bilinmektedir [58]. Bakteriyel RNA
polimerazinin inhibisyonu, galangin, pinokembrin ve CAPE i¢inde dikkate alinmigtir
[59]. Brezilya kirmizi propolisinin antimikrobiyal aktivitesinin izoflavonlardaki kendine
Ozgli igerigine bagh oldugu disiiniilmektedir [60]. Propolis'in C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis ve C. glabrata gibi patojenik mayalara kargt antifungal bir
ajan olarak etki ettigi gosterilmistir [61,62]. Antifungal aktivitenin, Brezilya propolisi
icin a-pinen, P-pinen ve d-kadinen, Tirk propolisi i¢in fenil, etil ve benzil alkol
igerigine bagli oldugu gosterilmistir [63]. Iran propolisinin etanolik ekstreleri fenolik,
aromatik ve alifatik asitler tarafindan germ tlipii gelisiminin inhibeedilmesine
kars1 kuvvetli anti- C albicans aktivitesi gostermistir [64]. CAPE ve diger kafeik asit
tiirevlerini igeren bir baska etanolik ekstresi, MFC'si 125-500 mg/L olan C. albicans, C.
dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis ve C. parapsilosis'e kars1 etkili
olmustur. Kirmiz1 Brezilya propolisi medikarpin, vestitol ve formononetin gibi triterpen

ve izoflavonlar bakimindan zengin iken, aynt MFC araligini géstermistir [60].
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1.5.3. Anti-inflamatuar Aktivitesi

CAPE, NF-kB sinyallesmesini spesifik olarak hedefleyebilen, 6zellikle giiclii bir anti-
enflamatuar bilesik olarak kabul edilir [65]. Bu bilesik ayn1 zamanda T hiicreleri ve
mastositlerin ERK MAPK yolaklarini sinyallemesi ile [66], farkli insan hiicre hatlarinda
ise PI3K/Akt yolunu diizenlemesi ile [67] bir modiiler yap1 olarak bilinir. Bu anti-
enflamatuar mekanizmalarin olas1 yonde etkileri, ksantin oksidaz, siklooksijenaz, matris
metaloproteinazlar ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz gibi anahtar enflamatuar
enzimlerin down-regiilasyonunu igerebilir [65,67]. Propolisin anti-enflamatuar
Ozellikleri, gargara triinleri arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Anti-gingivitis
aktivitesi fenoliklere, 6zellikle CAPE' ye atfedilmistir [67]. Ayrica, randomize, ¢ift-kor,
plasebo-kontrollii ¢aligmalarda, artepilin C bakimindan zengin Brezilya yesil propolisi
iceren gargara lrilinleri, dis eti iltthabini, setilpiridinyum kloriir gargara veya bir
klorheksidin ¢ozeltisinde aymi Olclide hafifletmistir [68]. Propolis ayrica topikal
uygulama ile cilde karst da hassastir. Avustralya propolisi, hayvan modellerinde
polifenollerin UV karsitt  6zelliklerinden dolayr foto-koruyucu etkisi oldugu
belirtilmistir [69,70].

1.5.4. Antikarsinojenik Aktivitesi

Propolis antikanser etkileri iizerine ¢ok sayida in vitro ve preklinik ¢aligma mevcuttur,
sadece birka¢ klinik ¢alisma yapilmistir ve sonuglart tartismalidir. CAPE ve
flavonoidler bakimindan zengin olan Tiirkiye Aydin propolisi farkli miRNA ifadelerinin
modiilasyonunu iceren CCRF-SB lenfoblastik 16semik hiicreler iizerinde
konsantrasyona bagli bir apoptotik etki gostermistir [71]. Yeni Zelanda propolisi ve
bilesenleri, galangin, CAPE, benzil ferulat, benzil izolatiilat, pinostrobin ve 5-
fenilpenta-2,4-dienoik asit, DLD-1 kolon kanseri, HCT-116 kolon karsinomu KYSE-30
0zofagus skuamoz kanseri ve NCI- N87 gastrik karsinom hiicreleri {izerinde
antiproliferatif etkiler sergilemistir [72]. Fenolik asitler ve flavonoidler bakimindan
zengin Polonya propolisinin HCT-116 kolon kanseri ve Me-45 malign melanom
hiicreleri lizerinde doza bagl antiproliferatif ve proapoptotik aktivitelere sahip oldugu

gosterilmistir [73].

CAPE, tirozin kinaz aktivitesinin baskilanmasi1 ve G1 ya da G2 / M fazinda hiicre

dongiisii durmasinin indiiklenmesine [74], Wnt inhibisyonu ve ROR2 regiilasyonu


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5487425/#B38
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yoluyla migrasyon ve yayilimin engellenmesine [75], voltaj-kapili sodyum kanal blogu
yoluyla meme kanseri hiicre hareketliliginin ve metastazin azalmasina yol agmaktadir
[76]. Ayrica CAPE, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde tamoksifen ile sinerjistik etki
gostermektedir [77] ve MDA-MB-231 (Gstrojen reseptorii negatif) ve T47D (Ostrojen
reseptorli pozitif) meme kanseri hiicre dizileri {izerinde radyo-duyarliligi indiiklemistir
[78]. Son olarak, Kiiba propolisinden polisiklik, poli-izoprenillenmis benzofenon
nemorozon, GO / Gl'de hiicre dongiisiinii bloke ederek ve MAPK ve Akt
fosforilasyonunu azaltarak Ostrojen reseptor pozitif MCF-7 hiicreleri iizerinde

antikanser etkileri gostermistir [79].
1.5.5. Antiviral Aktivitesi

Propolis, bazi durumlarda standart ilaglarinkinden daha fazla olabilen antiviral etkinligi
ile bilinir. Ornegin, Kanada propolisini igeren bir merhem, genital Herpes simpleks
virisiniin klinik tedavisinde asiklovirden daha iyi sonuglar vermistir [80]. Antiviral
Ozelliklerin biiylik ol¢iide CAPE ve ilgili bilesiklerin varlifina bagli oldugu
goriilmektedir. CAPE'nin HIV-1 aktivitesini, viral integrasyona etki ederek inhibe ettigi
[81] ve  hepatit C virlisii replikasyonunuin vitro olarak  baskiladigi
bulunmustur [82]. Kafeik asit tiirevleri igeren Tiirk Hatay propolisi de Herpes simpleks
viriisii iizerine etkili olmustur [83]. Brezilya yesil propolisinin temel bir bileseni olan
3,4-Dikloroilkinik asit, TNF ile iligkili apoptoz indiikleyici ligandi (TRAIL)

yiikselterek, influenza A viriisiinii farelerde bastirmistir [84].
1.5.6. Immiino-modiilator Aktivitesi

Propolisin immiinmodiilator etkisi ¢ogunlukla bilinmektedir ve bu etkisini bir dereceye
kadar antimikrobiyal ve antiviral aktiviteleri agiklayabilir [85]. Yaslh farelere uygulanan
%18.9 polifenol, % 9.85 flavonoidler ve %2.3 artepilinde standart hale getirilen
Brezilya yesil propolisi, fagositoz, koyun eritrositlerine karst antikor tliretimi ve kulak
siskinligini arttirmistir [86]. Brezilya yesil propolisi ve artepilinin her ikiside, 1L-2, IL-
17 ve IFN-y ekspresyonu ile birlikte in vitro alloreaktif CD4 " T hiicre
yanitlarini inhibe etmistir. Saglikli bireylerde ve astimli hastalarda CAPE, IL-5 ve IFN-
y iiretimi ve CD" 4 hiicrelerin proliferasyonunu inhibe etmistir. NF-KB ve Akt / PKB
hiicre yollarmi hedefleyerek ¢6ziiniir anti-CD3 ve anti-CD28 monoklonal antikorlar

tarafindan uyarilmis T hiicrelerinde proliferasyonu down-regiile etmistir [87].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5487425/#B205
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1.5.7. Yara lyilesmesi ve Cilt Korunmasi

Hayvan modelleri ve klinik denemeler, propolisin diyabetik ayak tilserleri ve diger
problemli doku yaralanmalar1 iizerindeki 1iyilestirici  etkisini = gdstermistir
[88,89]. Propolisin yara iyilesme aktiviteleri, zengin bitki ortiisiiniin immiinomodiilator,
antioksidan ve antiseptik etkileri ile desteklenir [90]. Bununla birlikte, molekiiler
caligmalar propolisin yaniklarda fibronektin ekspresyonunu ve kollajen I ve III
birikimini modiile ettigini ortaya koymustur [91]. Eksizyon yaralarina sahip si¢anlara
topikal olarak uygulanan flavonoidler, fenolik asitler ve terpenleri i¢eren bir Hint
propolisinde, nitrofurazonun diger mekanizmalarin bir rolii oldugu goriilmektedir
[92]. Ek olarak, Wistar fareleri {izerinde yapilan bir arastirmada, artepilin C bakimindan
zengin Brezilya yesil propolisi, Brezilya kirmizi propolisine gore iistiin yara iyilesme

aktivitesi oldugunu gostermistir [93].
1.5.8. Yan Etkileri

Hayvan modelleriyle ilgili klinik ve in vivo ¢alismalar, propolisin iyi tolere edildigini ve
toksik olmadigini bildirmistir. Fareler ve ratlar tizerindeki gbzlemlenmeyen yan etki
seviyesi (NOAEL), 60 giinde 1.470 mg/kg/giin, 90 giinde 2.470 mg/kg/giindiir
[94]. Insanlarda, toksik etkiler 15 g/siklik kadar yiiksek dozajlarda ortaya cikar
[95]. Bununla birlikte, elverisli giivenlik profiline ragmen, propolis alerjik
reaksiyonlarin ortak bir nedenidir. Dermatitli hastalarin %1.2-6.6’ sinin propolise

duyarli oldugu bildirilmistir [96].



2. BOLUM

YONTEM ve MATERYAL

2.1. Propolis Numuneleri

Propolis numuneleri 2016 yilinda Kayseri Biinyan il¢esinde kavak agac¢larinin yogun
oldugu bolgede ariliklarini bulunduran aricidan elle toplanmak suretiyle elde edilmistir.
Propolisin zeytinyag: ile ekstraksiyonunda soguk sikim rafine ve rivyera zeytinyaglari
%10, 20, 30 ve 40g konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Laboratuvar ortaminda ayni
konsantrasyonda farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan propolis 6ziitlerinin yani sira
piyasada olan ve farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis ticari propolisler de arastirma materyali

olarak kullanilmustir.

Propolis numuneleri ile zeytinyaglari oda sicakliginda serin kuru yerde, ticari propolis

numuneleri ise +4°C buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 1. Toz haline getirilmis propolis numuneleri



Tablo 1. Ticari Propolis Numuneleri
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Piyasada Satilan Propolis Numuneleri

Icerigi

Gliserol, %5 Propolis

Etanol %35 Propolis ekstrakti

Organik su bazli %5 propolis ekstrakti

Gliserin, %10 propolis

Su bazli, %5 Propolis

Propilen glikol %5 propolis

Propilen glikol, %5 Propolis

I @ T m g O W >

Etanol %10 propolis ekstrakti

2.2. Propolis-Zeytinyag1 Ekstraksiyonlarinin Hazirlanisi

10,20,30 ve 40g propolis tartilarak v/w 100 mL olacak sekilde zeytinyag: ile

tamamlanmis ve karisimlar 3 gece 750 rpm de karistiricitda maserasyon yontemiyle

oziitlenmis ve whatman kagidindan (no:1 Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) filtre

edilerek stok soliisyon kullanima hazir hale getirilmistir. Diger ¢oziiclilerle hazirlanan

propolis oziitleri de ayn1 yontemle 6ziitlenmistir.

———=mow, a

Sekil 2. Propolisin magnetik karistirici ile ¢oztilmesi
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Sekil 3. Propolisin filtrasyonu

2.3. Hekzan Yikamas1 Asamasi

Propolis-zeytinyagi oziitiindeki toplam fenolik madde, antioksidan igerik ve antiradikal
madde tayinlerini yapabilmek i¢in propolis zeytinyag: 6ziitii hekzan yikamasi yapilarak

hazirlanmstir.

2.5 g stok propolis 6rnegi tartilarak {izerine 5 mL hekzan (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) ve 6 mL %80’lik metanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) eklenmis, 2
dakika vortekslenerek 3500 rpm de 10 dakika santrifiij edilip faz ayrimi goézlenmistir
[97]. Altta kalan faz ¢ekilip konik tiipe alinarak yikama islemi bir kez daha
tekrarlanmigtir. Toplanan 6rnek saf 6rnek kabul edilip islem sonrasina okunacak ppm
degerine gore sulandirilmistir. Hekzan yikama asamasi sonrasinda toplam fenolik
madde i¢in Folin-Ciacalteu metodu, antioksidan aktivite i¢in fosfomolibdenum metodu

ve antiradikal aktivite i¢cin DPPH metodu uygulanmuistir.
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Sekil 4. Hekzan yikamasi sonucu faz olusumu

2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Propoliste toplam fenolik madde igerigi, Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmis ve
spektrofotometrik olarak uygulanmistir [98]. Propolis numuneleri 1 g olarak tartilmis, 4
mL (1:4 oraninda 4 kat seyreltilmis) metanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) ile
tamamlanip vorteksle iyice eritilmesi saglanarak hazirlanan soliisyon Whatman No. 1
(Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) kagidindan filtre edilmistir. Orneklerin
konsantrasyonu 200.000 ppm stok olacak sekilde alinmistir. Propolis 6rnekleri 5 tekrar
olarak hazirlanmistir. 40 pL stok propolis orneginden, 2400 uL distile su, 200 pL
sulandirilmamis Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) reaktifi, 600 uL
Sodyum karbonat (%20 Na,COs;Merck Millipore KGaA, Darmstadt, Germany) ¢ozeltisi
ile son olarak tekrar 760 pL distile su ilave edilerek deney kurulmustur. iki adet kontrol
icin Ornek yerine 40 puL metanol konularak oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sonra elde edilen karisimlarin absorbansi spektrometrede
(Varian Cary, United State) 765 nm dalga boyunda kore karsi okunmus, toplam fenolik
igerigi sonuglar1 mg gallik asit esdeger (GAE) / 100 g bal olarak verilmistir [99].
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2.5. Antiradikal Aktivite Tayini

Propolis ekstraktlarinin serbest oksijen temizleme aktiviteleri bazi degisiklikler
yapilarak DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) metodu kullanilarak belirlenmistir
[100]. Propolis numuneleri 1 g olarak tartilmis, 4 mL (1:4 oraninda 4 kat seyreltilmis)
metanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) ile tamamlanip vorteksle iyice eritilmesi
saglanarak hazirlanan soliisyon Whatman No. 1 (Sigma Aldrich, Darmstadt Germany)
kagidindan filtre edilmistir. Orneklerin konsantrasyonu 200.000 ppm stok olacak
sekilde alinmustir. Propolis ornekleri 5 tekrar olarak hazirlanmistir. DPPH reaktifinden
(Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) 0.0049 g plastik tartim kabinda tartilarak 20 mL
metanol ile ¢oziilmiis tekrar metanol ile 125 mL ye tamamlanmstir. Orneklerin
konsantrasyonu 200.000 ppm stok olacak sekilde alinmistir. Propolis numunelerinden
100pL ve DPPH reaktifinden 3900puL alinarak karistirilmis, karisim oda sicakliginda
karanlikta 2 saat bekletilerek absorbanslart 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak okunmustur.

Antiradikal aktivite % degerleri; % inhibisyon = [(Abs kontroi- ADS mek)/ADS kontro1) *100]

formiilii kullanilarak belirlenmistir.
2.6. Toplam Antioksidan Kapasitenin Degerlendirilmesi

Propolis 6rneklerinin antioksidan kapasiteleri fosfomolibden metoduyla belirlenmistir.
[101]. Propolis 6rneginden 1 g tartilmis ve lizerine 9 mL metanol eklenerek vorteksleme
suretiyle karistirilarak tamamen erimesi saglanmis ve soliisyon Whatman No. 1 (Sigma
Aldrich, Darmstadt Germany) kagidindan filtre edilmistir. 2.1290 g Sodyum fosfat
(Merck Millipore KGaA, Darmstadt, Germany) beherde tartilarak bir miktar saf suda
¢ozlilmis, 0.9887 g amonyum molibdat (Merck Millipore KGaA, Darmstadt,
Germany) ayri bir beherde tartilarak bir miktar saf suda ¢oziilmis, 11.7696 g silfiirik
asit beherde tartilmigtir. Sodyum fosfat ve amonyum molibdat bir meziirde saf su
yardimiyla ¢oziilmiis ve {izerine tartilan siilfiirik asit yavas yavas eklenmistir.

Sonrasinda saf su ile 200 mL ye tamamlanmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.

Stok 6rnekten 400 pL 6rnek sivi bolintiisii 4 mL reaktif soliisyon ile (0.6 M siilfiirik
asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) karistirilmis, standa dizilerek
95° C su banyosunda (Julabo®, Seelbach/Germany) 90 dakika bekletilmistir. Reaksiyon
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suda sogutularak durdurulmus ve Orneklerin absorbanst 695 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak okunmustur.



3. BOLUM

BULGULAR ve TARTISMA

Son yillarda sentetik ilaglarin advers etkilere sahip olmasi bitkisel ve hayvansal olan
dogal iirlinlere kars1 ilgiyi artirmistir. Propolis; bitkilerin 6zellikle agaglarin
tomurcuklarin1 korumak iizere tirettikleri re¢inenin, bal aris1 tarafindan toplanip tiikiiriik
enzimleri ve dogal bal mumu ile birlestirdikten sonra kovanda da koruyucu amagh
kullanilan dogal bir iriindiir. Propolisin antioksidan, antimikrobiyal, antikarsinojen,
anti-enflamatuvar gibi faydali biyolojik aktivitelerigok sayida arastirma ile
ispatlanmigtir [8-15]. Yapilan arastirmalarin ¢ogunda propolisin etanolik Oziitii
kullanilmistir. Propolisin alkol ve tiirevleri ile ekstraksiyonu basit ve efektif bir metot
olarak goriilse de keskin recinemsi tadi, kozmetik ve farmasotik endiistride
kullaniminda sinirlamalar bulunmaktadir. Ayrica oftalmoloji otorinolaringoloji, pediatri,
diyabet ve kanser hastalari ile alkol intoleransi olan kisilerde oldugu gibi tibbi olarak
kullanim1 uygun gériilmemektedir [51]. Propolisin su ekstraksiyonunda ise propolisin
aktif bilesenlerinin suda c¢oziiniirliiglinlin az olmasi1 sebebiyle fenolik bilesiklerin
etanolik ekstraksiyona gore 10 kat diisiik oldugu bildirilmektedir [28,29]. Bu nedenle
aragtiricilar etil alkol, propilen glikol ve gliserol disinda kimyasal olmayan dogal
coziiciiler kullanarak aktivitesi yiiksek propolis 6ziitii elde etme yoluna girmislerdir. Bu
nedenle propolisin bitkisel yaglarla ¢oziilmesi ve yagda ¢6ziinebilir fenolik bilesiklerin

sagladig1 biyolojik aktiviteler dikkat cekmektedir.

Bu arastirmada oOzellikle sizma zeytinyagi ile Oziitlenen propolisin toplam fenolik
madde, antioksidan ve antiradikal aktivitelerinin diger yontemlerle elde edilen

zeytinyaglarina gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Kimyasal oziitleme ile elde edilen zeytinyagi, sadece rafine edildikten sonra tiiketim

icin kullanilabilir. Bir rafine etme islemi, ¢ikarilan yagi herhangi bir artik ¢oziiciiden ve
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diger safsizliklardan arindirmak igindir. Rafine zeytinyagi; vitamin, polifenol, fitosterol
ve dogal igeriklerden yoksundur [102]. Sizma zeytinyagi diger zeytinyaglarina gore
daha pahalidir, ancak en yiiksek seviyede polifenol icerir [103]. Serbest yag asitlerinin
uzaklastirilmasindan dolayi, sizma zeytinyaginin ilave lezzeti, aromasi ve agik rengi
vardir. Zeytinyagl ¢ogunlukla triasilgliserollerden (%98-99) olusur. Triasilgliseroller
(TGA), farkli yag asitlerine sahip cesitli gliserol esterleri grubudur. Zeytinyaglh
TGA'larda bulunan baskin yag asidi, tekli doymamis oleik asittir. Zeytin yagi
TGA'larinin geri kalanini olusturan yag asitleri palmitik asit, linoleik asit, stearik asit ve
palmitoleik asittir. Sizma zeytinyaginda bol miktarda lipofilik veya amfifilik mikro-
bilesen bulunur, bunlarin arasinda fitosteroller, skualen, tokoferoller, fenolik bilesikler,
terpenik asit tlirevleri gelmektedir [104,105,106]. Fenolik bilesikler fenolik asitler veya
alkoller, oleuropein tiirevleri, liganlar ve flavonoidler olarak olusmaktadir.

Zeytinyaginda polifenollerin igerigi 50 ila 1000 mg / kg arasinda degisir. [107-115].

Soguk sikim prosediirii ne 1s1y1 ne de kimyasal iglemleri icermez ve tiiketicilerin dogal
ve giivenli gida iiriinleri arzusu nedeniyle geleneksel uygulamalar i¢in tercih edilir hale
gelmektedir. Soguk sikim zeytin yaglari gibi yeni ve gelistirilmis triinlerin tiiketimi
insan sagligini iyilestirebilir ve bazi hastaliklar1 6nleyebilir. Serbest radikaller, DNA,
proteinler ve lipitler gibi biyolojik molekiillerde geri doniisiimlii veya geri donilislimsiiz
hasarlara neden olabilir [116]. Bu hasarlar kansere, kalp hastaliklarina ve artritlere

neden olabilir ve organizmalarin yaglanmasini hizlandirabilir [117].

Son birkag yilda, soguk sikim bitkisel yaglara olan ilginin artmis oldugu gozlenmistir,
clinkii bu yaglar rafine edildikten sonra daha iyi besleyici 6zelliklere sahiptir. Soguk

stkim ekolojiktir ve fazla enerji gerektirmez [118].

Baslica yag kaynagi olan zeytinyagi, fenolik bilesikler de dahil olmak tizere yiiksek
konsantrasyonda  antioksidan  bilesiklerle  karakterize  edilir. Zeytinyagindaki
antioksidanlarin konsantrasyonu, ekstraksiyon mekanizmalarma baglidir. Yalnizca
fiziksel islemlerle iiretilen sizma zeytinyagi Ozellikle fenolik bilesikler olmak iizere
yiiksek konsantrasyonlarda antioksidanlar igerir. Ancak, zeytinyagi aritma gibi kimyasal
ekstraksiyon mekanizmalarina gonderildiginde bu bilesikler kaybolur. Fenolik

bilesiklerin zeytinyagindaki sagliga yararlari, DNA, protein ve lipitleri, ROS (reaktif
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oksijen tiirleri) a maruz kalmanin neden oldugu zararlardan koruma kapasitesiyle iliskili

olan antioksidan aktivitelerini igerir [119].

Bazi epidemiyolojik aragtirmalar, zeytinyaginin tiiketilmesinin kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve romatoid artrit gibi hastaliklar iizerinde etkinligini gostermistir

[120-122].

Zeytinyaginda steroller, karotenoidler, triterpenik alkoller ve fenolik bilesikler dahil
olmak {izere 200" den fazla farkli kimyasal bilesik tespit edilmistir. Fenolik bilesikler
ayrica hem hidrofilik hem de lipofilik fenoller iceren sizma zeytinyaginda bulunan ana
antioksidanlardir [123]. Zeytinyaginda bulunan baslica fenolik alt siniflar fenolik
alkoller, fenolik asitler, flavonoidler ve liganlardir [124,125]. Bugiine kadar bir¢ok
rapor, sizma zeytinyaginda da bulunan fenoliklerin giiclii antioksidan ozellikler

sergiledigini ve beyin dokusunda oksidatif stresi onleyebildigini gostermistir [126-130].

Nitekim bu sonuglar sizma zeytinyaginin digerlerine gore daha fazla fenolik madde

icermesine atfedilebilir.

Propolisin bitkisel yaglarda uygun metotlarla ¢oziilmesi hem farkli endiistrilerde
kullanilabilmesi hem de kullanilan ¢oziiciiniin sagladigi ek faydalar nedeniyle saglik
acisindan ¢ok Onemlidir. Farkli bitkisel yaglarda ekstrakt edilen propolisin
antimikrobiyal, antitimoral, antioksik ve antidepressant gibi biyolojik aktiviteleri
bilimsel olarak kanitlanmigtir. Ornegin, Pujirahayu ve arkadaslari arastimalarinda,
Endonezya Sulawesi bolgesinde Trigona sp. arilarindan elde edilen propolisin su,
etanol, propilen glikol, zeytinyagi, findik yag: ile ekstraksiyonu yapilmis, en yiiksek
tirtinetanol ekstraktinda (%18.33) en disiik iirlin zeytinyag: ekstraktinda (%14.06) elde
edilmistir [39]. Ramanauskiene ve arkadaglar1 Litvanya propolisin zeytinyagi
ekstraktinda ferulik asit, kumarik asit ve vanilin bilesiklerini baskin oldugunu, eksraktin
ozellikle C. albicans ve B. cereus’a karsiantimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir [41]. Brezilya propolisinin yag ekstraktinin C. albicans’a kars1 etkinligi
de ispat edilmistir [131]. Brezilya propolisinin yag ekstraktinin in vivo ve in vitro
antitiimoral ozellige sahip oldugunun gosterildigi bir arastirmada tiimor gelisiminin
Onlenmesinde yag ekstraktinin alkol ekstrakti kadar etkili oldugu ispatlanmistir.
Propolisin yag ekstraktinda 4 fenolik asit ve 3 flavonoidin tanimlandig1 arastirmada

ekstraktin tlimor hiicrelerinin inhibisyonunu en iyi sekilde sagladigi ifade edilmistir



22

[46]. Benzer bir aragtirmada, HL-60, MDA-MB-435 ve SF-295 hiicrelerine kars1 yag ve

etanolik esktraklarin antiproliferatif etkisi ispatlanmistir [47].

Baska bir arastirmada ise; propolisin yag ekstraktinin (OEP) merkezi sinir sistemi
lizerine stimulan, antioksik ve antidepresant etki gosterdigi bu nedenle OEP nin
anksiyete ve depresyonun giderilmesinde terapdtik bir ajan olarak kullanilabilecegi
ifade edilmistir. Propolisin zeytinyagi ekstrakti ile ilgili yapilan klinik bir arastirmada
ise bal- propolis zeytinyagi ekstrakti ve balmumunun topikal uygulamasinin oral
mukozit iizerine etkili oldugu gosterilmistir [48]. Iran’da yapilan bir arastirmada ise
propolisin zeytinyagi ekstrakti, bal ve ar siitii katilarak saksitoksin ile olusturulmus

diyabetli ratlarda yara iyilesmesini hizlandirdig ispat edilmistir [132].

Bu arastirmada da test edilen ¢dziiciilerden propilen glikol ile yapilan 6ziitiin en yiiksek
fenolik madde igerigine sahip olurken, zeytinyagi Oziitiiniin digerlerine gére daha

yiiksek antioksidan ve antiradikal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Propolisin toplam fenolik madde igerigi, propolisin bitkisel kaynagina, sezona,
propolisin ekstrak yontemi ve kullanilan ¢oziicliiye gore degismekle birlikte giiclii
biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinen bir gergektir. Clinkii dogadaki kullanimi goz
oniinde tutuldugunda, propolisin temel maddesi olan recine bitki tomurcugunu
korurken, bal arilarinin tiikiirik ve balmumu katarak olusturdugu propolis de bal

arilarini1 korumaktadir.

Karasal iklime sahip iilkelerde iiretilen goriilen kavak tipi propolis ile Brezilya’da
iiretilen farkli tipte propolisler (kirmizi, yesil, kahverengi) diinyada en ¢ok iizerinde
arastirma yapilan propolis tipleridir. Avrupa ve Cin’de yaygin olarak {iretilen kavak tipi
propolis flavonoidler ve fenolik asit esterlerince zengin iken Brezilya orijinli propolis
terpenoidler ve p-kumarik asitin pirenilat tiirevlerince zengindir [2, 26,133,134]. Son
yillarda yapilan aragtirmalar Tiirk propolisinin ana kaynaginin kavak tipi oldugunu
gostermektedir [135]. Kavak tipi propolisin etanolik ekstraktinda major bilesikler
pinocembrin, pinobanksin, pinobanksin-3-O-asetat, kirisin, galangin, p-kumarik asit,
ferulik asit, benzil p-kumarat, benzil ferulat, CAPE, cinnamat gibi fenolik bilesikler
tespit edilirken su ekstraktinda kafeik asit, ferulik asit, siringik asit, ellagik asit,
kuersetin, tokofenol, p-hidroksibenzoik asit, vanilin, gallik asit ve askorbik asit gibi

bilesikler tespit edilmistir [35,54]. Tiirk propolisinin zeytinyagi ekstraktinin HPLC ile
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yapilan bu ilk analizinde Tirk propolisin zeytinyagi ekstraktinda en yiiksek oranda
tespit edilen bilesik CAPE olmustur. CAPE; propolisin temel bileseni olup lipofilik
karakterdedir. CAPE antioksidan, anti-enflamatuvar, antiviral, immunomodiilator, anti-
anjiyogenik, anti-invaziv, anti-metastatik ve antikarsinojen 6zellikleri ile 6n plana ¢ikan
bir bilesiktir [136-140]. Son yillarda ticari propolis {iiriinlerinde CAPE bulunmasi
aranilan bir 6zellik haline gelmistir. CAPE, kimyasal yapis1 ve etkili sitostatik 6zelligi
nedeniyle bir¢ok arastirmaci tarafindan antitiimor mekanizmalar1 lizerine arastirmalar
bulunmaktadir. Giinlimiize kadar yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda; CAPE’nin kan
ve kemik iligi, beyin ve spinal kord, bas ve boyun, gogiis, pankreas, karaciger, kolon,
rektum, prostat, bobrek ve mesane kaynakli bircok kanser tipine karsi giiclii bir
sitostatik, metastaz1 engelleyici ve biiyiimeyi inhibe edici 6zelliklerinin bulundugu
gosterilmistir  [141-154]. Ayrica antioksidan, anti-enflamatuvar ozellikleri de
ispatlanmigtir [155,156]. CAPE disinda arastirmamizda da propolisin zeytinyagi
ekstraktr ferulik, kumarik ve vanilin igermistir. Benzer sekilde Ramanauskiene ve
arkadaslar1 Litvanya propolisin zeytinyagi ekstraktinda ferulik asit, kumarik asit ve

vanilin bilesiklerini baskin oldugunu bildirmistir [41].

Propolisin etanolik ve su ekstraktinin toplam fenolik madde, antioksidan ve antiradikal
aktivitesi ile 1lgili ¢ok sayida arastirma bulunmakla birlikte zeytinyaginin bu aktiviteleri
konusunda arastirma ¢ok azdir. Kubiliene ve arkadaslart su, propilen glikol, alkol ve
zeytinyagiin solvent olarak kullandig1 arastirmada propolis+su ekstrakti (W1) oda
sicakliginda 5 saat, propolistPEG+su ekstrakti (W2) 70° C de, propolis+zeytinyagi
ekstraktt (A1) oda sicakliginda, propolis+tPEG+olive oil+ su ekstraktt (A2) 70 C de ve
propolis etanol ekstrakti (EEP) oda sicakliginda ekstrak edilmistir. Bu ekstraksiyon
yontemi sonucunda ekstraklarin toplam fenolik madde igerigi sirasiyla 1.6, 10.7, 0.5,
9.5 ve 12.7 mg/mL GAE tespit edilmistir [157]. Bizim arastirma sonuglarimiz gore
propolisin zeytinyagi ekstraktinin toplam fenolik madde icerigi konsantrasyona bagh
olarak 6.34-20.65 mg/mL GAE arasinda tespit edilmistir. Ayrica propolis
konsantrasyonu arttik¢a toplam fenolik madde igeriginin arttig1 gdzlenmistir. Sonuglarin
birbirinden farkli olmasinin nedeni ekstraksiyon yonteminden ve kullanilan ¢oziiciilerin
niteliginden kaynaklanabilir. Ciinkii bizim arastirmamizda kullanilan zeytinyag soguk-
sitkim s1izma zeytinyag1 olup, propolis ile ekstraksiyon siiresi bir hafta ve ekstraksiyon

sicakligr 40° C idi.
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Sonug olarak, propolisin zeytinyagi ekstraktinda yiiksek fenolik madde igerigini elde
etmek i¢in uygun ekstraksiyon yontemini segmek gerekmektedir. Yani, propolisin
ekstraksiyonunda propolis ile ilgili faktorler yaninda ¢oziicii, ekstraksiyon siiresi ve
sicakligr da toplam fenolik madde iceriginde dnem kazanmaktadir. Nitekim farkli iki
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen propolis zeytinyagi ekstraklarinda ekstraksiyon
sirasinda alkol kullanilan ekstraktin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir
[45]. Bu sorun propolisin su ekstraklarinda da benzer sekildedir ve arastirmalarda
kullanilan ekstraksiyon yontemleri birbirinden farklidir. Litvanya propolisi ile ilgili
yapilan bir ¢alismada oda sicakliginda 5 saat maserasyon ile elde edilen propolisin
zeytinyag1 ekstraktinin diger ekstraklara gore daha diisiik fenolik madde igerdigini ve
nispeten diisiik antiradikal aktivite (%20.6) gosterdigini ifade etmislerdir [57]. OEP’nin
antioksidan aktivitesi ile ilgili arastirma olmasada, sizma zeytinyaginin antioksidan
aktivitesi ile ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir [158,159]. Zeytinyaginin
Ispanya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, italya, Suriye ve Portekiz gibi iilkelerde &nemli
bir yeri vardir. Islem gérmemis zeytinyagi, zeytin meyvesinden mekanik veya fiziksel
yontemlerle elde edilen bitkisel yagdir. Dogal zeytinyagi icerir ve insan sagligl i¢in
benzer yag asidi kompozisyonuna sahip olan yaglardan daha biiyiik yararlari vardir. Cok
sayida mikro besin, 6zellikle fenolik bilesikler, karotenler ve E vitamini gibi antioksidan
molekiil i¢erigine sahiptir [160]. Ancak rafine zeytinyagi, rafinerize yontemlerle elde
edilir. Bu yontem kimyasal kompozisyonu degistirir ve mindr bilesiklerin ¢ogunun
kaybina neden olur. Arastirmamizda soguk sikim islem gormemis zeytinyagi
kullanilmistir. Tirkiye’de tretilen islem gormemis zeytin yaginin antimikrobiyal,
antioksidan, anti-enflamatuar, vasoprotektifgibi insan i¢in faydali ¢ok sayida 6zellikleri
ispatlanmistir [161,162]. Tiirkiye’de firetilen islenmemis zeytinyaglarmin fenolik
bilesenlerinin tespit edildigi bir arastirmada, tirozol, hidroksitrozol, vanilik asit, p-
kumarik asit, sinnamik asit, luteolin ve apigenin bilesiklerini rapor etmislerdir [163].
Benzer sekildeispanya’da sizma zeytinyagmin HPLC ile kromatorafik analizinde,
tirozol, hidroksitrozol, wvanilik asit, p-kumarik asit dekarboksimetil-oleuropein,
pinoresinol, sinnamik asit, luteolin ve apigenin gibi fenolik bilesikler icerdigini tespit
etmistir [164]. Propolisin etanolik ekstraktinin kullanimindaki smirlamalar goze

alindiginda propolisin yag ekstraktinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.



4. BOLUM

SONUC ve ONERILER

Farkli konsantrasyonlarda ve farkli iiretim ozelliklerinde zeytinyagi ile elde edilen
propolis Oziitlerinin toplam fenolik madde igerigi ile antioksidan ve antiradikal
aktiviteleri Tablol. de verilmistir. Rafine zeytinyagi kullanilarak %10-40
konsantrasyonda elde edilen propolis dziitlerinin toplam fenolik madde igerigi 462-03-
1650.98 mgGAE/100 g araliginda degismistir. Antioksidan aktivite 9.27-22.04
mMgAAE/g, antiradikal aktivite ise %78.71-81.79 arasinda degisiklik gostermistir. Soguk
sitkim zeytinyagi kullanilarak yapilan 6ziitlerde ise azdan ¢ok konsantrasyona dogru
toplam fenolik madde igerigi 633.76-2064.74 mgGAE/100 g, antioksidan aktivite
12.74-27.39 mgAAE/g ve antiradikal aktivite %69.61- 82.21 arasinda tespit edilmistir.
Diger ¢oziicii olan riviera zeytinyaginin kullanildig: 6ziitlerde bu toplam fenolik madde
icerigi, antioksidan ve antiradikal aktivite sirasiyla 550-51-1780.49 mg GAE/100 g,
10.03-20.61 mgAAE/g ve % 57.52-81.19 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak hem toplam fenolik madde icerigi hem de antioksidan ve antiradikal
aktivite bakimindan tiim konsantrasyonlarda soguk sikim sizma zeytinyagiin en

yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir.
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. Toplam fenolik icerik Antioksidan aktivite Antiradikal aktivite
Uriin (mg GAE/100 g) (mg AAE/q) (% inhibisyon)
%10 P + RAZY 462.03+16.37" 9.27+0.18* 78.71+0.58°
%20 P + RAZY 888.76+55.50° 16.90+0.19° 80.18+0.09°
%30 P + RAZY 1609.11+6.96" 17.98+0.07° 82.00+0.99f°
%40 P + RAZY 1650.98+26.30" 22.04+0.32" 81.79+1.11f¢
%10 P + SSZ 633.76+31.03° 12.74+0.22° 69.61+0.88"
%020 P + SSZ 1208.01+28.40" 18.77+0.14" 81.62+0.23f°
%30 P + SSZ 1621.93£26.10" 23.75+0.38' 81.85+0.14f°
%40 P + SSZ 2064.74+53.16! 27.39+0.37 82.21:+0.40°
%10 P + RiZY 550.51+13.80° 10.03+0.24° 57.52+0.33"
%20 P + RiZY 725.61426.42° 12.67+0.27° 76.69+0.72°
%30 P + RiZY 1540.92+14.10° 18.55+0.13" 83.32+0.72"
%40 P +RIZY 1780.49+39.13' 20.62+0.17° 81.19+1.01"

" Ay siitundaki farkli harfler farkl: istatistiki gruplari temsil etmektedir (P< 0.05).

Degerler; ortalama+SD., seklinde verilmistir.

P: propolis

SSZ: Sizma zeytinyagi

RAZY: rafine zeytinyagi

RIZY': riviera zeytinyagi

Yapilan regresyon analizi sonucunda,

Toplam fenolik madde- Antioksidan aktivite R=0.943 R?=0.890,

Toplam fenolik madde — Antiradikal Aktivite R=0.655 R?=0.428,

Antioksidan aktivite- Antiradikal Aktivite R=0.643 R?=0.414 tespit

edilerek toplam fenolik madde igerigi ile anitoksidan ve antiradikal aktivite arasinda
pozitif korelasyon go6zlendigi tespit edilmistir.  Benzer sekilde antioksidan ve

antiradikal aktivite arasinda da pozitif korelasyon belirlenmistir.
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Tablo 3. Propolis igeren ticari iirlinlerin biyoaktif 6zellikleri

Toplam fenolik icerik  Antioksidan aktivite Antiradikal aktivite

Uriin
(mg GAE/100 g) (mg AAE/g) (% inhibisyon)

A 218.92+5.55° 39.19+0.67° 59.90+2.30°
B 320.22+15.05" 42.28+0.50° 67.01+0.20"
C 140.73+1.48° 25.73+1.72° 32.09+1.87°
D 128.68+5.74° 24.56+1.85™ 48.55+0.23¢
E 46.37+2.17° 19.19+0.77° 37.21+0.47°
F 55.61+3.68 21.05+0.97° 41.64+0.21°
G 168.08+7.04° 23.60+2.63° 74.52+2.22"
H 375.63+15.59° 44.29+1.69" 71.93+0.18°

" Aym siitundaki farkli harfler farkli istatistiki gruplari temsil etmektedir (P< 0.05). Degerler;
ortalama+SDseklinde verilmistir.

Ulkemiz piyasasinda ticari olarak satilan ve propolis igeren 8 farkli ticari iiriiniin
biyoaktivitesi karsilastirildiginda; toplam fenolik madde igerigi 55.61-320.22
mgGAE/100g, antioksidan aktivite 19.19-44.29 mgAAE/g arasinda ve antiradikal
aktivite %37.21-74.52 arasinda degismistir.

Tablo 4. Farkli ¢oziiciilerin propolisin antioksidan aktivitesi tizerine etkileri

Cozelti Toplam Fenolik Madde  Antioksidan Aktivite Anti Radikal Aktivite
(%30) (mg GAE/100 g madde) (mg AAE/g madde) (% inhibisyon)
Etil Alkol 2011.12460.26° 288.66+11.88" 84.56+3.26"
Propilen 2156.63+67.51° 312.62+9.99° 88.94+4.09¢

Su 89.42+2 36" 146.55+7.50% 15.18+0.69°
Zeytin Yagi 570.24+31.98" 458.54+18.63° 95.18+1.29°

*: Ayn siitundaki farkli harfler (a-d) farkli istatistiksel gruplari temsil etmektedir (P<0.05). Degerler;
ortalama+SD..seklinde verilmistir.

Propolisin etilalkol, propilen glikol, su ve zeytinyag: ile yapilan Oziitlerinin toplam
fenolik madde igerigi sirasiyla 2011.12, 2156.63, 89.42 ve 570.24 mgGAE/100 g madde
olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore en yiliksek fenolik madde igerigi propilen
glikol ile yapilan oziitte elde edilmistir. Bununla birlikte antioksidan aktivitede ayni
siirlama olmamustir. En yiiksek antioksidan aktivite zeytinyaginda; 458.54 mgAAE/g

olarak tespit edilirken azalana dogru sirasiyla etilalkol, propilen ve suda gézlenmistir.
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Benzer sekilde antiradikal aktivite de en yliksek zeytinyagi 6ziitiinde iken onu propilen

glikoli etilalkol ve su oziitleri izlemistir.

Tablo 5. Ticari zeytinyaglarinin toplam fenolik madde igerigi

Zeytinyag Cesitleri mg GAE/100 g Oil
Rafine Zeytinyagi 566.42+9.33
Sizma Zeytinyagi 911.98+5.93
Rivyera Zeytinyagi 600.38+2.70

Ticari olarak satin alinan rivyera, rafine ve sizma zeytinyaglarinda fenolik madde igerigi
sirasiyla; 600.38, 566.42 ve 911.98 mg GAE/100 g Oil olarak tespit edilmistir. Burada
en yiiksek icerige sahip zeytinyagi, islem gormemis olan sizma zeytinyagi gesitidir.
Sizma zeytinyagini takiben rivyera zeytinyagi ve rafine zeytinyagi benzer araliklarda

fenolik madde igerigine sahip olarak tespit edilmistir.

ONERILER
Bununla birlikte propolis tercihinde tiiketiciler i¢in dikkat edilmesi gereken bazi

hususlar sunlardir:

1. Arncidan temin edilen ham propolis tehlikeli kimyasallar icerebileceginden

kullanilmamalidir. Su bazli propoliste ise ¢oziiniirliik diistiktir.

2. Arncilar zaman zaman ¢Oziicli olarak korliige sebep olabilen metanol

kullandiklarindan aricidan direk temin edilen tiriinlerden uzak durulmalidir.

3. Alkol tiirevli baz1 ¢oziiciilerin (propilen glikol, gliserol gibi) yiiksek doz yada uzun
siireli kullanimda irritan, merkezi sinir sistemi tlizerine olumsuz etkiler, asidozis ile

mutajenik ve kanserojenik etkileri goz oniinde tutulmalidir.
4. Arnilarmm propolis kaynagi bulamadiginda asfalt ve boya toplayabilecegi bilinmelidir.
5. Propolis aktarlardan degil eczanelerden temin edilmelidir.
6. Bilimsel calismalarla 6ngoriilmiis dozu bilinen iiriinler kullanilmalidir
7. Gida takviyesi ruhsati olmayan tirlinler kullanilmamalidir.

8. Mutlaka analizleri ve kalite testleri yapilmis tirtinler kullanilmalidir.
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