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OZET

Propolis kavak, kaym, at kestanesi, hus ve kozalakli agaglar gibi belirli
bitkilerden arilar tarafindan toplanan ve recine iceren bir ar1 iiriindiir. Propolis
antibakteriyel, antiviral, antifungal, yangi onleyici, antitiimoral, antioksidan,
bagisiklik sistemini uyarici, doku iyilesmesini hizlandiran ve antitilser etkilere
sahiptir ve bu etkileri igerdikleri baslica flavonoidler, fenolik asit ve esterleri gibi
fenolik bilesiklere baglidir. Dogal bir madde olan propolis genellikle giivenlidir.
Halk sagliginda faydali etkileri nedeniyle uzun yillardir tercih edilmektedir. Pek ¢ok
calismada, propolisin gida iiriinlerinde besin degerini, kalitesini ve foksiyonunu
artirict etkisi galisilmistir. Propolis iceren pek c¢ok iiriin bulunmakla birlikte bu
orneklerin gida sektoriinde artirilarak propolisin bu yararli etkisinden daha fazla
faydalanmak uygun olacaktir. Insanlarin rahatlikla tiiketebilecegi propolisli bir
icecek icin propolisli tentiiriin son kullanim asamasinda suda veya su bazli bir
icecekte ¢Ozilinlir olmasi saglanmalidir. Bunun i¢in de insan sagligi agisindan
zararsiz, ekonomik ve dretim pratikligi nedeniyle propilen glikol, gliserin,
dimetilstilfoksit ve laktik asit gibi ¢oziicliler propolisi suya gore ¢cok daha iyi ¢ozer ve
daha sonra su ve su bazli sivilarla kolaylikla karisabilirler. Bu nedenle bu tez
projesiyle belirli bir kalitede su bazli propolis kullanilarak fonksiyonel maden suyu
iretilmesi amacglanmigtir. Bu amagla Bursa’dan temin edilen ham propolisle ve
mumu biiylik oranda uzaklastirilmis propolisin re¢ine kisminda propilen glikol,
gliserin, laktik asit ve dimetilsiilfoksitle ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon
asamalarinda ve sonucunda ¢oziiclilerin son {iiriindeki tentiirlerinde tat ve su ile
karisma 6zellikleri, bireysel fenolik bilesikleri igerme oranlari, elde edilen son {iriin
hacim miktar1, siiziilme kolayligi, ¢6ziicii toksisitesi ve ¢Oziiciiniin ekonomikligi
degerlendirildi. Ham propolis ve tentiirlerindeki bireysel fenolik bilesik igerigi
analizi HPLC-DAD sistemi ile yapildi. Genel olarak propolisli maden suyu igin
propilen glikol ve dimetilsiilfoksit (ekonomik olmasa da) ile yapilan
ekstraksiyonlarin gliserin ve laktik asitle yapilan ekstraksiyondan daha basarili
oldugu kanisina varildu.

Anahtar sozciik: Propolis, su bazli ¢6ziiciiler, ekstraksiyon, maden suyu
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INGILIiZCE OZET

FONCTIONAL MINERAL WATER PRODUCTION WITH PROPOLIS

Propolis is a honey bee product contains resins that bees collect from certain
plant species such as poplar, beech, horse chestnut, birch and conifer trees. The
beneficial biological properties of propolis such as antibacterial, antiviral, antifungal,
antiinflammatory, antitumoral, antioxidant, immunomodulatory, tissue regeneration,
and antiulcerative, are mainly due to content of phenolic compounds such as
flavonoids and phenolic acid and its esters. Being a natural product, propolis is
generally classed as a safe product. Propolis has been preferred in public health for
years due to its beneficial biological effects. Propolis use in food products for
improve the nutritional value, quality and functionality of food have been
investigated in many studies. However, there are many products with propolis, food
products with propolis should be increase for much obtain of useful effects of
propolis. The important issue is propolis tinctures should easily solve/mix in water or
water based drinks to use by human rights. For this reasons, propylene glycol,
glycerine, dimethylsulfoxide and lactic acid that harmless for human health,
economic, practical production and can solve propolis than water, are easily mix with
water and water-based liguids. The aim of the study was to produce functional
mineral water with propolis. For this aim, raw propolis was purchased from Bursa,
and raw and resin of the raw propolis was extracted using propylene glycol,
glycerine, dimethylsulfoxide and lactic acid. Taste, properties of mixing with water,
content of individual phenolic compounds, obtained final volume of propolis
tincture, situation of filtration, toxicity of solvent and economize of solvents were
evaluated. Individual phenolic compounds analysis in raw and resin are conducted by
HPLC-DAD system. Generally, the propolis extraction with propylene glycol and
dimethylsulfoxide (not economic) are very successfully than glycerine and lactic acid
according to our results.

Key words: Propolis, water-based solvents, extraction, mineral water.
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1. GIRIS

Arilardan elde edilen bal, polen, ar1 siitii, ar1 zehri ve propolis gibi bir¢ok
iiriin mevcuttur. Propolis, is¢i arilarin baz1 aga¢ ve bitkilerin kabuk, yaprak,
tomurcuk ve dallarindaki catlaklardan topladigi recinemsi maddeyi, bal mumu ve
tikiirik  salgilarindaki  kendi  olusturduklart enzimlerle (Beta-glycosidase)
birlestirerek son halini verdikleri bir ar1 {iriinlidiir (Orug, Sorucu, & Aydin, 2014).
Kokeni Eski Yunanca olan propolis, “pro” 6n ve “polis” sehir anlamina gelen iki
kelimeden olugmaktadir. Ayrica yapiskan Ozelligi ve kovandaki yariklarin
kapatilmasi amaciyla kullanildig1 igin ar1 tutkali olarak da bilinmektedir (Bogdanov,
& Bankova, 2012). Arilarin, ¢atlak petekleri onarmak, kovan i¢inde aseptik bir ortam
ve termal bir izolasyon olusturmak, kovanin bakteri, mantar ve viriis gibi patojenlere
kars1 korumak gibi islevler igin propolisi kullandiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle de
topladiklar1 irlinlere farkli bir form kazandirarak faydali bir {riin iretimi
olusturmuslardir (Orug ve ark., 2014).

Propolisin genel yapisin1 %50 regine, % 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik
yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik maddeler olusturmaktadir (Orug ve ark.,
2014). Fakat, ar1 irki, iklim, bitki kaynagi, cografi konum, propolis {liretim yontemi
farkliliklar1, toplama zaman1 ve toplama sekli gibi faktorler propolisin iceriginde bazi
degisimlere neden olmaktadir (Diindar, & Kalkan, 2018). Bu degisimler propolislerin
belirlenen kalite ve standarta sahip olmasini zorlastirmakta ve bu nedenle propolis
kalitesinin belirlenmesinde bazi yararli bilesiklerin bulunmasi adina toplam fenolik
bilesik, toplam flavonoid, toplam antioksidan kapasite ve bireysel fenolik bilesiklerin
analizi gibi bazi parametreler dikkate alinmaktadir. Bu parametreler de propolis
yapisinda bulunmasi ve belirli bir diizeyin iizerinde olmasi istenilen bilesiklerdir.
Propolis kuarsetin, kaemferol, rutin, luteolin, gallik asit, kafeik asit, kafeik asit fenetil
ester (CAPE), ferulik asit, sinnamik asit, p-kumarik asit, pinokembrin, apigenin,
naringenin, hesperidin, genkvanin ve krisin gibi bir¢ok yararl fenolik bilesigi igerir.
Propolisteki her bir maddenin sahip oldugu faydali etkiler bulunmaktadir. Bu faydali
etkiler antibakteriyel, antiviral, antifungal, antitiimoral, antioksidan, antidiabetik,

bagisiklik sistemini uyarici ve yara iyilestirici vb. olarak sayilabilir (Orug ve ark.,
2014).



Propolisin fiziksel yapist sogukta sert ve kirllgan forma sahipken sicakta
yumusak ve yapigkan forma doniismektedir (Orug ve ark., 2014). Bu fiziksel
yapisindan kaynakli olarak da insanlarda direkt olarak tiiketime uygun degildir. Fakat
yukarida bahsedilen faydali fenolik maddelerden faydalanmak istenildiginde propolis
uygun c¢oziiciilerle ekstrakte edilerek tiikelilebilir duruma getirilmelidir. Bu
ektraksiyonda kullanilacak ¢oziiciilerin ¢esidi, % miktarlar1 ve karigimlari istenilen
yararli bilesenlerin elde edilmesinde 6nem arz etmektedir. Propolis ekstraksiyon
calismalarinda en ¢ok tercih edilen ¢oziicii etonol olmakla birlikte bunun disinda su,
metil alkol, metilen kloriir, diklorometan , hegzan, etil asetat, aseton, zeytinyagi, -
siklodekstrin, dimetilsiilfoksit, propilen glikol vb. bir¢ok kimyasal kullanilarak da
denemeler yapilmistir (Bakkaloglu, & Arici, 2019). Bu calismalarda da en ¢ok etil
alkoliin %70 lik saf suyla olusturdugu soliisyonlarinda ekstraksiyon kalitesinin daha
iyi oldugu gozlemlenmistir. Diger c¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan soliisyonlarda
elde edilen fenolik madde miktarlar etil alkole gore daha az rapor edilmistir. Hatta
etil alkoliin %70 ten daha diisiik konsantrasyonlarda hazirlandig1 ¢ozeltilerde de
yararli bilesik kazanim1 daha diisiik bulunmustur. Bunun nedeni, propolisin yapisinda
bulunan fenolik bilesiklerin nispeten polar karakterde olurken flavonoidlerin bazi
gruplarmin sudaki ¢oOziiniirliiklerinin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle kullanilacak ekstraksiyon ¢oziiciise oldukca 6nem arz etmektedir (Keskin,
2019).

Propolisin yararl etkileri nedeniyle propolisli damla, ag1z spreyleri, pastiller,
dis macunu, bal, propolis ve polen karigimlari, seker ve ¢ikolata gibi gida igerikli
tirtinler bulunmaktadir. Her ne kadar propolisli iirlinler mevcutsa da bu 6rneklerin
artirtlarak propolisin bu yararli etkisinden daha fazla faydalanmak uygun olacaktir.
Insanlarin rahatlikla tiiketebilecegi propolisli bir igecek i¢in propolisli tentiiriin son
kullanim asamasinda suda veya su bazli bir igecekte ¢oziinilir olmasi saglanmalidir.
Bunun i¢in de insan saghigi agisindan zararsiz, ekonomik ve tretim pratikligi
nedeniyle propilen glikol, gliserin, dimetilsiilfoksit ve laktik asit gibi ¢oziiciiler
propolisi suya gore cok daha iyi ¢ozer ve daha sonra su ve su bazli sivilarla
kolaylikla karisabilirler. Bu nedenle bu tez projesiyle belirli bir kalitede su bazlh

propolis kullanilarak fonksiyonel maden suyu iiretilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Propolisin Tanimi

Propolis veya bir diger adiyla ar1 tutkali, Apis mellifera olarak bilinen bal
arilarinin ¢esitli aga¢ ve bitkilerden topladiklar1 eksudalari, tiikiiriik salgilarindaki
enzimlerle ve bal mumu ile birlestirerek zenginlestirdigi, karmasik yapili, dogal ve

recineli bir art rlinlidiir (Castaldo, & Capasso, 2002). Sekil 1°de bir arinin kavak

tomurcugundan regineli kismi topladigi goriilmektedir (Bogdanov, & Bankova,
2012).

Sekil 1. Armin kavak tomurcugundan propolis toplamasi (Bogdanov, & Bankova, 2012)

Propolis toplama konusunda uzmanlagsmis olan en fazla 15 giinliik is¢i arilar,
propolis toplamak i¢in giin i¢inde havanin sicak oldugu zaman dilimlerini tercih
ederler. Bunun sebebi ise propolisin yapisininsicakta yumusak bir hal alarak
toplanmaya daha uygun olmasidir (Bogdanov, & Bankova, 2012). Arilar toplamis
olduklar1 bu propolisleri kovana getirerek ¢esitli amaglar i¢in kullanirlar. Bu amaglar
arasinda kovandaki c¢atlak ve petekleri kaplayarak nem ve 1s1 dengesini korumak,
catlaklar1 doldurmak, kovanda istenmeyen bocek ve fare gibi bir takim istilaci
canlilar1 Oldiikkten sonra propolis ile mumyalayarak kovanin giivenligi saglamak
(Sekil 2) ve kovana giris ve ¢ikislarinda arilarin basmasi igin propolisi bir paspas gibi
kullanarak kovanin dezenfeksiyonunu saglamak vardir (Castaldo, & Capasso, 2002;



Bogdanov, & Bankova, 2012; Orug ve ark., 2014). Tiim bu etkileri ise yapiskan bir
dogasinin olmast ve igerigini olusturan Onemli fenolik bilesikler dolayisiyla

yapabilmektedir.
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Sekil 2. Kovan iginde propolis ile kaplanmis fare (https://www.honeybeesuite.com/mice-ate-our-
bees/) (Erisim Tarihi 19.10.2022).

2.2. Propolisin Tarihgesi

Propoliste, “pro” 6n ve “polis” sehir anlamini tasir. Propolis sehrin yani
kovanin korunmasi anlamina gelir. Sonbaharda kisa girerken arilar kovan giris
deligini propolisle daraltarak kovanin giivenligini saglarlar (Bogdanov, & Bankova,
2012).

Insanoglunun propolisi kullanmas1 ¢ok eski ¢aglara dayanmaktadir. Eski
Misirhilar, Persler ve Romalilar’in propolisi kullandigini gosteren kayitlar ise bunun
biiyiik bir kanitidir. Ozellikle Eski Misirlilar’m propolis yapan arilar1 vazo vb. siis
esyalarina tasvir ettikleri ve bircok hastaliga karst propolisi kullandiklar
bilinmektedir (Krol ve ark., 2013). Ayrica arilarin kovan igerisinde 6len fakat kovan
disina ¢ikartamayacaklar1 biiyiikliikteki istilact canlilar1 propolis kullanarak
mumyaladigint 6grenen Misirlilar, arillardan 6grendikleri bu bilgiyle kadavralari
mumyalama igleminde propolis ve balmumu kullanmislardir (Castaldo, & Capasso,
2002; Bogdanov, & Bankova, 2012; Krol ve ark., 2013).

Eski Yahudiler, “Tzori” olarak bilinen propolisi ilag olarak gordiiklerini ve
hastaliklarda kullandiklarin1 eski vasiyetnamelerinde belirtmistir (Krol ve ark.,

2013). Yunan yazar ve filozof Aristoteles ise Historia animalium olarak bilinen


https://www.honeybeesuite.com/mice-ate-our-bees/
https://www.honeybeesuite.com/mice-ate-our-bees/

eserinde kovan girisinde koyu siyah renkli ve keskin kokulu bir yapinin morluklara
ve iltihapl yaralara iyi gelmesinden bahsetmistir ve bu maddenin propolis oldugu
diistiniilmektedir (Bogdanov, & Bankova, 2012; Krol ve ark., 2013). Aristoteles gibi
Dioscorides, Pliny ve Galen de propolisi tanimis ve tibbi ozelliklerini bilerek
kullanmislardir (Castaldo, & Capasso, 2002). Hatta Pedanios Dioscorides De materia
Medica adli eserinde propolisin oksiiriige iyi geldigini, diken ve kiymik batmalarinda
kullanilabilecegini ve diger tibbi kullanimlarini anlatmistir. Propolis hariginde bal,
balmumu ve ball1 birtakim ickilerin ilag olarak kullanildigina da yer vermistir (Krol
ve ark., 2013).

Tibbin Babast Hipokrat propolisi yara ve iilserlerin tedavisinde kullanmis ve
recete etmistir (Bankova, 2009; Krol ve ark., 2013). M.S. birinci yiizyilda Cornelius
Celsus da tipki Hipokrat gibi olgunlagsmis apselerin ve yaralarin tedavisinde
propolisin ila¢ olarak kullanilabilecegini belirtmistir (Krdl ve ark., 2013) Araplarin
da propolisi bildigi diisiiniilmektedir. Ciinkii Ibn Sina’nin temiz ve siyah mum olarak
tanimladig1 iki tlir mumdan siyah olaninin propolis oldugu diisiiniilmektedir
(Bogdanov, & Bankova, 2012; Krol ve ark., 2013).Yine Farsg¢a yazilan bazi
yazmalarda propolisin kas agrilarina ve egzamaya iyi geldiginden bahsedilmistir
(Krol ve ark., 2013).

17. Yiizyila gelindiginde ise Londra farmakopeleri, propolisi resmi bir ilag
olarak listeye almistir ve 17-20. yilizyillar arasinda, propolisin, antibakteriyel
aktivitesi sebebiyle Avrupa'da kullanim1 artmistir (Castaldo, & Capasso, 2002).

Gilinimiizde ise propolis faydalari nedeniyle 6n plana ¢ikmis, ozellikle
COVID-19 salgini siiresince ve sonrasinda bilinirligi ve kullanimi artmigtir. Bu
nedenle 1ISO ve Tirkiye dahil bir¢ok iilkede standardizasyonu ile ilgili ¢alismalar
yiriitiilmektedir.

2.3. Propolisin Kaynag Olan Bitkiler

Propolisin kimyasal yapisin1t mevsim, iklim ve bitkisel kaynak gibi faktorler
etkilemektedir. ilk kez Popravko, propolisin bitkisel kokeninin onun kimyasal
yapisina olan etkisini incelemek istemis ve propolisin flovonoid bilesimini analiz
ederek kavak ve hus agaclarinin tomurcuklariyla karsilagtirma yapmistir. Bu

arastirma sonunda ise Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya gibi 1liman bodlgelerde kavak



(Populus spp.) tirii agaglarin eksudalarinin propolisin ana kaynagi oldugunu
ispatlamistir (Bankova ve ark., 2000; Bogdanov ve Bankova, 2012). Iliman
bolgelerde, kavak disinda propolisin kaynagi olan agaglar arasinda akca agag (Acer
L.), kizilaga¢ (Alnus miller), findik (Corylus L.), mese (Quercus L.), erik (Prunus
L.), karaaga¢ (Ulmus L.), sogiit (Salix L.), at kestanesi (Aesculus hippocastanum L.),
cam (Pinus L.), okaliptus (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.), Kkestane
(Castaneasativa miller), thlamur (Tilia L.) ve disbudak (Fraxinus L.) yer almaktadir
(Marucci, 1995; Bankova ve ark., 2000).

Malta’da propolisin selvi kaynakli oldugu dikkat ¢ekerken Rusya gibi kuzey
kesimlerde propolisin kaynagini hus tomurcuklart olusturmaktadir. Cin’de kavak
agaglarmin  yaninda c¢am, selvi ve soOgit agacglar1 da propolise kaynak
olusturmaktadir. Tirkiye’ de ise propolisin ana kaynagi olarak kavak agaci ile
birlikte arilar cam agaci1 ve okaliptiis gibi kaynaklardan da propolis toplamaktadir
(Bogdanov, & Bankova, 2012). Brezilya gibi tropikal iklim bodlgelerinde kavak ve
hus agaci bulunmamasi sebebiyle arilar propolisi genellikle kirmizi propolis kaynagi
(Dalbergia ecastophyllum) ve yesil propolis kaynagi (Baccharis dracunculifolia) gibi
bitkilerden toplamaktadir (Marucci, 1995; Bankova, 2005). Fakat arilar, propolis
kaynagi bulamadigi veya kaynagin uzakta kaldigi durumlarda cevre bdolgelerden
bitkilerdeki re¢ineli maddeler ve eksudalar yerine asfalt, cam macunu, boya ve
mineral yaglar1 toplayarak propolis kaynagi olarak kullanabilmektedir. Bu gibi
maddelerin bulundugu propolislerin ise tiiketimi saglik agisindan ciddi risk

olusturabilecegi soylenmektedir (Bankova ve ark., 2000).

2.4. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolisin rengi, bitki kaynagina ve recinenin 6zelligine bagli olarak sarimsi
yesil, kirmizi, koyu kahverengi ve siyaha yakin bir¢ok degisik renkte olabilir (Sekil
3) ve kendine has hos bir aromatik kokusu vardir (Wagh, 2013; Orug ve ark., 2014).
Propolis dogas1 geregi 25°C ile 45°C arasinda yumusak, esnek ve yapiskan bir forma
sahipken donduruldugunda sert ve kirilgan bir hal alir. 45°C iizerinde ise giderek
daha yapiskan olmaya baglar ve son olarak 60°C ile 70°C arasinda siv1 hale gelir.

Fakat bazi propolis 6rnekleri 100°C’de erimektedir (Wagh, 2013).



Sekil 3. Farkli renk ve goriiniimdeki propolis 6rnekleri (Orug ve ark., 2014).

Propolis karmasik bir karigim 6zelligi tasir fakat genel olarak ham propolis
yaklasik %50 regine, %30 mum, %10 ugucu yaglar, %5 polen ve %5 cesitli organik
bilesiklerden olusur. Bu kimyasal yapist cografi bolge, iklim, ar1 tiirti, yiikseklik gibi
cesitli faktorlere bagh olarak degisebilir (Wagh, 2013; Orug ve ark., 2014; Orug ve
ark., 2017; Sorucu ve Orug, 2019).

Propolisin yapisinda bulunan bilesenlerin ayrilmasi ve tanimlanmasi igin
farkli birgok analitik yontem kullanilmistir ve yaklasik 300°ten fazla bilesik elde
edilmistir. Bu bilesikler ise; fenolik bilesikler (flavonoidler ve fenolik asitler),
benzoik asit ve tlirevleri, sinamik asit ve tiirevleri, monoterpenler, diterpenler,
triterpenler ve sesquiterpenler, diger fenolik asit ve tiirevleri, alkoller, ketonlar,
heteroaromatik bilesikler, alifatik hidrokarbonlar, mineraller, steroid hidrokarbonlar
ve aminoasitlerdir. Propoliste lipid olarak en fazla yag asitleri bulunur fakat ek olarak
steroller, hidrokarbonlar ve uzun zincirli alkoller gibi maddeler de bulunmaktadir.
Ayrica stearik, palmitik, nervolik, ekosapentanoik, arasidonik, oleik, linoleik ve
linolenik asit propolisin yapisinda bulunur. Propolisin icerisinde seker olarak ise
glukoz, sukroz, ksiloz, galaktoz, maltoz, 10 ramnoz, furuktoz, ksilitol, taloz ve
ribofuranoz bulunmaktadir (Sorucu, 2015). Propolisin icerisinde Na, K, Mg, Ca, Ba,
Sr, Zn, Cd, Al, Si, Sn, Pb, Fe, Ni, Cr, Mn, Ti, Ag, Cu, Co, Mo mineralleri ve B1, B2,
B6, C ve E vitaminleri bulunur (Sorucu, 2015; Walker ve Crane, 1987). Ayrica



propoliste siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit
fosfataz gibi enzimler de tespit edilmistir. Son olarak, propolis lipofilik karaktere
sahip olmasi sebebiyle etanol, metanol, kloroform, aseton, diklorometan, eter, dimetil
siilfoksit (DMSO) ve gliserin (gliserol) gibi organik coziiciilerde yiliksek oranda

¢Oziiniirken suda ise daha diisiik oranda ¢6ziiniir (Sorucu, 2015).

2.5. Propoliste Bulunan Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, propolisin kimyasal yapisin1 olusturan ve propolise ¢ok
cesitli biyolojik etkinlik kazandiran en 6nemli bilesenlerdir. Bu biyolojik etkinlikleri
ise fenolik bilesikler icinde yer alan flavanoidler ve fenolik asitler sayesinde
gercgeklestirirler (Orug ve ark., 2014). Fenolik bilesikler temel olarak polifenoller ve
basit fenoller olarak ikiye ayrilmaktadir. Basit fenoller ise fenolik asitler
(hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler) ve kumarinler olarak iki gruba
ayrilir.  Polifenoller ise tanenler (hidrolizlenebilen gallik asit tiirevleri ve
hidrolizlenmeyen epikatesin polimerleri), stilbenler, lignanlar ve flavanoidlerden
olusmaktadir. Flavanoidler de flavonollar, flavononlar, flavonlar, flavanolollar,
flavan-3ol’lar, flavanon-3-ol’lar, isoflavonlar ve kalkon gibi alt gruplara
ayrilmaktadir (Nyandwi, 2017; Orug ve ark., 2014). Propolisin biyolojik etkilerini
olusturan maddelerden galangin, kuersetin, metil kuersetin, kuersetin glikozit, rutin,
mirisetin, kaempferol ve tiirevleri flavonoller ve glikozitler grubunda yer alirken
naringenin, naringin, pinokembrin, hesperidin, soforaflavanone G ve tiirevleri
flavononlar grubunda yer almaktadir. Yine bu biyolojik maddelerden ponsiretin,
apigenin, genkvanin, krisin (chrysin), luteolin, luteolin 7-glikosid flavonlar
grubunda; flavan-3-ol’lerden epigallokatesin flavanoller grubunda; kumarik asit, p-
kumarik asitler, kafeik asit, kafeik asit fenil ester (CAPE) ve ferulik asit sinnamik
asit ve tlirevleri grubunda; gallik asit benzoik asit ve tiirevleri (hidroksibenzoik asit)
grubunda ve son olarak labdane, diterpenler, esansiyel yaglar ve kalkonlar

terpenoidler grubunda yer almaktadir (Orug ve ark., 2014).



2.6. Propolisin Hasad1

Arilar kovan igerisinde propolisi dip tahtasina, kovan girisinde bulunan ugus
deligi arkasima veya ortii tahtalarinin arasina biriktirmektedir. Fakat dip tahtas1 ve
ucus deligi arkasinda biriken propolisler igerisine atik maddeler ve mum
karisabileceginden dolay1r en dogru ve tercih edilen yontem kovanin iist tarafina
propolis tuzagi yerlestirilmesidir (Kutluca, Geng, & Korkmaz, 2006; Orug¢ ve ark.,
2014). Propolis tuzaklari, Sekil 4’te gosterildigi gibi bolmeler ya da kovandaki
catlaklara benzeyen delikler iceren levhalardir. Geng is¢i arilar, bu delikleri propolis
ile doldururlar ve dolan kisimlar alinarak propolis toplama islemi tamamlanir

(Kutluca, Geng, & Korkmaz, 2006).

Sekil 4. Plastik 1zgarali 6rtii tahtas1 bicimindeki propolis tuzag: (Kutluca, Geng, & Korkmaz, 2006).

Propolis iiretimi icin plastik, naylon veya metalden hazirlanmis iizerinde
arinin gegemeyecegi delikler bulunan ve Ortii tahtasi yerine koyulan i¢ kapaklar da
(Sekil 5) kullanilmaktadir. Ozellikle Macaristan’da yaygin olarak kullanilan bu
yontemde kovanin iist kismina yerlestirilen i¢ kapaklarin delikleri propolis ile

dolunca alinir ve derin dondurucuya yerlestirilir. Boylelikle sogukta sert ve kirilgan



bir forma doniisen propolis hafifce yapilan bir biikme hamlesi ile kolayca ayrilir

(Kutluca, Geng, & Korkmaz, 2006).
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Sekil 5. Uzerinde armin gegemeyecegi delikler bulunan (3mm) ve bu delikleri propolis ile dolu olan i¢
kapak.

Bell Board Yontemi ile Langstroth tipi ahsap kovanlarda, kovanin on
yiiziinden 7,5 cm genislikte ve kovan govdesi uzunlugunda bir tahta ¢ikarilarak
olusan bosluga tizerinde 0,46 cm genisliginde 8 yarik agilmig bir tahta koyulur ve bu
yariklar propolis ile doldurularak toplama yapilabilir (Kutluca, 2003).

Propolis toplamak ig¢in gelistirilmis tuzaklar disinda kovanda bulunan
propolisi kaziyarak da toplamak miimkiindiir. Bunun i¢in kovan kapaklar1 birkag¢ giin
birka¢ milimetre yiikseltilir ve olusan araliklar1 arilar propolis ile doldurur. Birikmis
propolisler ise en son kazinarak toplanir (Kutluca, Geng, & Korkmaz, 2006; Orug ve
ark., 2014). Propolis olgunlasinca hasat edilmelidir. Olgunlasmis propolis ise parlak
bir renge sahiptir. Propolisin toplanmasi i¢in sonbahar ve kis aylari tercih edilmelidir
clinkli sicaklikta propolis yumusak ve yapiskan hal alarak toplanmasi giiglesir
(Kutluca, Geng, & Korkmaz, 2006).
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2.7. Propolisin Ekstraksiyon Yontemleri

Ektraksiyon, bir hammaddenin belirli ¢oziiciiler yardimiyla igerigindeki
biyoaktif maddelerin elde edilmesi veya istenmeyen maddelerin uzaklastirilmasi
yontemleri olarak agiklanabilir, bir diger adida 6ziitlemedir.

Ektraksiyon yontemleri elde edilmek istenilen aktif maddeye gore degiskenlik
gostermektedir. Bu degiskenligi olusturan noktalardan bir digeri de aktif maddenin
bilesik yapilarindaki c¢ekim kuvvetleridir. Ekstraksiyon isleminde miimkiin
oldugunca hedef maddenin ¢oziicii fazina gegmesi saglanmalidir ve bu durum igin
uygun polaritede ¢oziicii secilmelidir. Benzer benzeri ¢ozer prensibi goz Oniine
aliarak ektraksiyon c¢oziiclilerinin secilmesi, sonuglarin daha verimli olmasinm
saglayabilir (Angin, & Ertag, 2021).

Cevre tahribati her gece giin artmaktadir ve hayatimizda c¢evreyi koruyucu
uygulamalara gegis artirilmaldir. Yesil teknoloji kavrami énem kazanmaktadir. Bu
nedenle, tehlikeli maddelerin iiretiminin ve tiiketiminin azaltilmasi, enerji tasarrufu
saglanmasi ve yenilenebilir kaynaklarin kullaniminin artirilmasi hedeflanmektedir.
Gida, kimya ve ila¢ endistrisinde yaygin olarak kullanilan geleneksel ¢oziiciiler
yerine, sagliga zarar1 olmayan ve gevreci yliksek ekstraksiyon verimine sahip
coziiclilerin kullanimi  Onerilmektedir. Yesil c¢oziicliler, toksik olmayan, geri
doniislimii miimkiin olabilen, ugucu olmayan ve sentezi icin yiiksek maliyet
gerektirmeyen coziiciilerdir. Su, iyonik sivilar veya siiperkritik akiskanlar en c¢ok
kullanilan yesil ¢oziiciilerdendir. Son yillarda bu ¢6ziiciilerin yan1 sira, derin 6tektik
¢oziiciiler bu alanda kendine yer bulmustur. Derin 6tektik c¢oziiciilerin fiziksel
ozellikleri iyonik sivilara benzer olsa da, kimyasal 6zellikleri farklidir. Son yillarda,
derin otektik ¢oziiciiler, gida materyallerinden biyoaktif bilesiklerin (fenolik bilesik,
antosiyanin vb.) ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kantar ve ark.,
2021).

Derin otektik ¢oziiciiler, yapilarint olusturan bilesikler baz alindiginda 4
kategori altinda toplanmaktadirlar. Bir kuarterner amonyum tuzu ve bir metal kloriir
(kategori 1), bir kuarterner amonyum tuzu ve bir metal kloriir hidrat (kategori 2), bir
kuarterner amonyum tuzu ve bir hidrojen bagi donérii (HBD) (kategori 3), son olarak

da bir hidrojen bag1 dondrii ve bir metal kloriirden (kategori 4) olusabilmektedir.

11



Hizl1 ve kolay hazirlanabilmesi, su ile reaktiflik gdstermemesinden dolayi, derin
otektik ¢oziicii olustururken en ¢ok kategori 3 kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan
derin 6tektik ¢oziicii tiirii ise, hidrojen bagi dondrii olarak islev goren amin, alkol,
asit ve seker gibi farkli kimyasal fonksiyonel gruplarla karistirilan, hidrojen bag
alicis1 (HBA) kolin kloriirden (ChClI) olugmaktadir. Kolin kloriir disinda kolin asetat,
kolin Dbromiir, kolin floriir, kolin nitrat ve asetilkolin kloriir diger O&tektik
¢oziiciilerdendir. Kolin kloriir hem kuaterner amonyum tuzu hem de alkol ig¢eren iki
islevli organik bir bilesiktir. Suda ¢6ziinebilen ve B grubu vitaminler sinifinda
tanimlanan kolin, ayrica goreceli olarak diisiik maliyetlidir (Smith, Abbott, & Ryder,
2014; Kantar ve ark., 2021).

Ektraksiyon kalitesini ve hizim1 c¢oziicii farkliliklarinin yaninda, ¢oziicli
konsantrasyonlari, hammaddenin yapisi, sicaklik, karistirma gibi yardimci diger
proses uygulamalar1 da etkilemektedir. Proses farkliliklarinin ektraksiyondaki
bioaktif madde iizerindeki etkilerine 0rnek vermek gerekirse; degisken giic ve
frekanslarda ultrosonik destekli ekstraksiyon adina yapmis oldugu calismalar
verilebilir. Bu calismalarda, diisiik frekansli dalga boyu ve yiiksek frekansli dalga
boyunun uygulanmasi sonrasinda biyoaktif madde miktarlarinda belirgin farkliliklar
ortaya ¢ikmaktadir (Ketenoglu, 2019).

Propolis antibakteriyel, antiviral, antitiimoral, antidiabetik, bagisiklik
sistemini uyarict ve yara iyilestirici gibi pek c¢ok etkilere sahiptir. Bu etkileri ve
propolisin kalitesini baslica propolisin nitel ve nicel olarak igerdigi fenolik
maddelere (flavonoidler, fenolik asitler ve esterleri gibi) baghdir.

Propolis sivi olarak baslica ti¢ farkli ana grup ¢oziicii ile ¢ozdiiriilmekte ve
tiiketilmektedir. Bunlar:

1. Alkol bazli (etil alkol ile veya etil alkol su karigimi),
2. Suda ¢oziiniir (su, propilen glikol, gliserin, laktik asit ve dimetil stilfoksit gibi),
3. Yag bazli (zeytinyag gibi).

Gilinlimiizde propolisin ticari iiriinleri arasinda iyi ¢6ziinmesi nedeniyle alkol
bazli iirlinler ile tad ve dini hassasiyetler nedeniyle suda ¢oziiniir {irlinlerin kullanimi
on plana cikmaktadir. Bu ekstraksiyonlarda ham propolisin uygun dondurma,

ogiitme, belirli ¢6ziici ve oranlarda ¢ozdiiriilmesi, karistirma, ekstraksiyon
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islemlerinin uygun sicaklik ve siirelerde yapilmasi, siiziilmesi ve kullanima hazir

sigselere alinmasi ve uygun ortamlarda saklanmasi gerekir.

2.7.1. Ektraksiyonda Kullanilan Céziilerin Halk Saghg Acgisindan Durumu

Ekstraksiyon sivilarinin se¢imlerinde biyoyararlik iizerine bir ¢ok calisma
mevcuttur. Bu c¢alismalar elde edilmesi planlanan maddenin yapisina gore de
gelistirilmeye ¢alisilmis ve endiistride ilag sanayi, kozmetik, gida endiistiirisi gibi
cok farkli alanlarda kullanim1 goriilmektedir. Gida sanayinde direk tiiketilen iiriinler
olmasa da tasiyici olarak gida katki maddeleri olarak kullanilabilir.

Gida endiistirisinde mevzuatcada izin verilen, alkol bazli ektraksiyon
coziiclileri arasinda sayillan, hizli ve 1iyi kalitede ektraksiyon eldesi
gerceklestirilebilen ¢oziiclilerinden biri etil alkoldiir. Etil alkol ile propolis
ektraksiyonu yapilan bir ¢ok ¢alisma mevcuttur. Ciinkii etil alkol polar ve nonpolar
bilesikleri ¢cozmek igin iyi bir ¢oziiciidiir ve bu nedenle propolis ekstraksiyonunda en
fazla tercih edilen c¢oziiciilerden biridir. Bitkisel alkol olarakta bilinen alkol tiirii,
viicutta metabolize olabilen tek alkol tiiriidiir; %90°’1 karacigerde metabolize olur ve
%5-8 solunum, idrar ve ter ile viicuttan atilir (Khalily, 2019). Fakat dini hassasiyetler
nedeniyle bu ¢6ziicii igin farkli alternatif ¢aligmalar1 yapilmistir. Ayni siiregte suda
coziinmeyen bilesikleri de c¢ozecegi icin calismalarin ylizeyinde c¢oziinmeyen
maddelerde bulunabilecektir.

11/6/2010 tarihli ve 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Sagligi, Gida ve
Yem Kanunu’nun 21, 22, 24, 26, 28, 30 ve 43 iincii maddelerine dayanilarak ve
2002/46/EC sayili Avrupa Parlamentosu ve Konsey Direktifi dogrultusunda
hazirlanmis olan Takviye Edici Gidalar Yonetmeliginde “Propolis igeren takviye
edici gidalarda ¢oziicli olarak su, etil alkol, bitkisel yag, propilen glikol, gliserol
(gliserin), poligliserol esterleri, laktik asit kullanilabilir. Bunlarin disindaki ¢oziiciiler
Bakanlik tarafindan  degerlendirilir”  seklinde  propolis  ekstraksiyonunda
kullanilabilecek ¢oziiciiler belirlenmistir (Takviye Edici Gidalar Yonetmeligi
Taslagi, 2022).

Propilen glikol, Avrupa Birligi Regiilasyonu (EC 1333/2008) ve 30/06/2013
tarihli ve 28693 sayili Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’nde,
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propilen glikol E 1520 numarasi ile tanimlanan bir gida katki maddesidir ve son
trinde 1000mg/kg(L)’a kadar bulunmasina izin verilmektedir. Ancak, propilen
glikol gidalarda dogrudun kullanmak yerine daha ¢ok gidaya eklenen
renklendiriciler, emiilgatorler, antioksidanlar, aroma vericiler ve enzim preparatlari
gibi diger katki maddelerinde tasiyici olarak kullanilmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi,
2013a).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (The European Food Safety Authority,
EFSA), gida katkist olarak kullaniminda gliserinin (gliserol) giivenli bir madde
oldugunu belirtmekte ve giinliikk alim dozu (Acceptable Daily Intake, ADI)
belirlemeye gerek gormemektedir (EFSA ANS Panel, 2017).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi, gida katkisi olarak kullaniminda laktik
asitin giivenli bir madde oldugunu belirtmektedir (EFSA CEP Panel, 2022).

2.8. Propolisin Analizi ve Kalitesi

Propolis igeriginin belirlenmesi amaciyla propolisin cesitli ¢oziiciilerde
hazirlanan ekstraksiyonlarinin nicel, yar1 nicel ve nitel olmak tlizere farkli sekillerde
analizleri yapilmistir (Monero, Isla, Sampietro, & Vattuone, 2000; Sorucu, 2015). Bu
analizler icerisinden propolisin nitel analizi, Folin-Ciocalteu ayiraci ile total fenolik
diizeyi belirlenirken, nicel analizde ise yliksek performansl sivi kromatografisi-diyot
array dedektor (HPLC-DAD-UV), ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi-
diyot array dedektér (RP HPLC-DAD-UV), sivi kromatografi kiitle spektrometresi
(LC-MS), sivi kromatografi kiitle/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS), yiiksek
performansli sivi kromatografisi elekrtosprey iyonizasyon/kiitle spektrometresi
(HPLC-ESI/MS), yiiksek  performansli  sivi  kromatografisi-elekrotosprey
iyonizasyon-kiitle/kiitle spektrometresi (HPLC-ESI-MS/MS) ve niikleer manyetik
rezonans spektrometresi (NMR) gibi kromatografi yontemleri kullanilmaktadir.
Propolisin yar1 nicel analizinde ise ince tabaka kromatografisi (TLC) ile igerigindeki
bilesiklerin tespiti ve gaz kromotografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) ve gaz
kromotografisi kiitle/kiitle spektrometresi GC-MS/MS sistemleri ile igeriginde
bulunan bilesiklerin farkli MS kiitliphanelerinde taranarak tespiti yapilmakta ve
yaklagik yilizde degerleri verilmektedir (Rodriguez-Delgado, Malovana, Perez,

Borges, & Montelongo, 2001; Campo Fernandez ve ark., 2008; Sorucu, 2015).
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2.9. Propolisin Kullanim Alanlar

Propolis, olumlu birgok etkisi sebebiyle ¢ok genis kullanim alanina sahip olan
ve giin gectikge dnemi ve degeri giderek artan bir ar1 tiriiniidiir (Kumova, Korkmaz,
Avcl, & Ceyran, 2002). Medikal 6nemi biiyiikk olan propolisin baslica kullanim
alanlar1 arasinda saglik sektorii yer almaktadir. Ozellikle kardiyovaskiiler sistem
hastaliklar1 ve solunum yollar1 enfeksiyonlarin1 gidermek, bakteriyel ve fungal
hastaliklar1 tedavi etmek, grip ve ucuk gibi viral enfeksiyonlara kargi miicadele
etmek ve yanik yaralarini iyilestirmek amaciyla kullanilmaktadir (Kumova ve ark.,
2002; Dogan, & Hayoglu, 2012). Sahip oldugu antitiimédral etkisi sebebiyle akciger
kanserine kars1 ve antiromamatizmal etkisi sebebiyle de romatizmal hastaliklara kars1
kullanilmistir (Kumova ve ark., 2002). Ayrica, evcil hayvanlarin ayak ve deri
problemlerinin giderilmesinde, ineklerde endometritis ve tavuklarda tavuk tifosu
hastaligina ¢oziim olarak kullanildig:r bildirilmistir (Dogan, & Hayoglu, 2012).
Propolis, halsizlik ve yorgunluk gidermek ve bagisiklik sistemini giiglendirerek
hastaliklara kars1 direnci arttirmak amaciyla kullanimi mevcuttur. Propolisin
icerigindeki esansiyel yag asitleri dolayisiyla lokal anestezik olarak kullanildigi da
bilinmektedir. Son olarak, propolisin tim bu etkileri géz 6niline alinarak propolis
kullanilarak hazirlanan {irtinler mevcuttur. Propolis tableti ve kapsiilleri, propolisli
dis macunu ve agiz spreyi, propolis alkol eriyigi, propolis 0zii, propolis ve bal
karisimi, propolis ve ¢ay agact merhemi, propolis sabunu, propolis tozu ve jeli,
propolis ekstrakti, propolis konsantre 6zii ve sivilastirilmis saf propolis bu tiriinlerden
bazilaridir (Kumova ve ark., 2002).

Hiicre yenileme ve onarma &zelligine sahip olan propolisin bir diger genis
kullanim alan1 ise kozmetik sektoriidiir. Bakterisit ve fungisit 6zellikleri sayesinde bu
alanda kullanimi1 6n plana ¢ikmaktadir. Propolis bitki ekstraktlari, E vitamini ve ar
stitii ile birlikte cildi besleyen ve temizleyen iiriinlerin kozmetik alaninda kullanildig:
bildirilmistir. Yine ayn1 amagla hazirlanan ve satisa sunulan propolis igerikli kremler,
losyonlar, sampuanlar, yliz maskeleri, burun spreyleri ve dis macunlar
bulunmaktadir (Erdem, 2002; Kumova ve ark., 2002; Dogan, & Hayoglu, 2012).

Propolis farkli olarak ahsap cilalamak amaciyla mobilya sanayinde, ¢imlenme

Onleyici etkisi sebebiyle yumrulu bitkilerin saklanmasinda ve yem katki maddesi
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olarak hayvan beslemede kullanimi da bildirilmistir (Kumova ve ark., 2002; Seven,

Aksu, & Tathi Seven, 2007).

2.9.1. Propolisin Gida Teknolojisinde Kullanim

Propolis, sahip oldugu antibakteriyel, antifungal ve antioksidan o6zellikleri
sayesinde bircok alanda oldugu gibi gida teknolojisi alaninda da kullanimi
bulunmaktadir. Dogast geregi yapiskan ve recinemsi forma sahip olan propolis,
etanol, metanol ve eter gibi c¢oziiciilerle ekstraksiyonu yapilarak kullanimi
saglanmaktadir (Atik, & Gilimiis, 2017).

Gida teknoloji alaninda gidanin bozulmasini onleyerek uzun siire muhafaza
etmek amaciyla islem gormemis tavuk etlerine propolis uygulanarak bakteriyel
gelisim Onlenmistir. Ayn1 amagla et iirlinleri ve sigir etlerinden yapilan kofteler
propolis ile muamele edilip saklandiginda {iriinlerin muhafaza siirelerinin uzun
oldugu tespit edilmistir (Atik, & Gilimiis, 2017). Siit tirinlerinde koruyucu olarak
propolis kullanimimin da miimkiin oldugu peynir ve yogurt gibi siit {iriinlerine
eklenen propolisin bakteri gelisimi ve kiif olusumunu inhibe ettii goriilerek
belirtilmistir (Aly, & Elewa, 2007; Atik, & Giimiis, 2017). Bir bagka calismada ise
pastdrize meyve sularinda istenmeyen bazi degisikler olusturan 6 maya tiiriine karsi
propolis kullanilarak propolisin mayalara iizerindeki etkisi incelenmis ve mayalara
karst da etkisi oldugu goriilmiistiir (Kog, Silici, Mutlu, & Sagdi¢, 2007 ).Gida
kaynakli patojenlerden Bacilluscereus, Staphlococcusaureus, Escherichiacoli,
Pseudomonasaeruginosa patojenlerine karsi propolisin etkisinin arastirildigt bir
calismada, patojenlerin tamamina karsi 6nemli bir etki gosterdigi tespit edilmistir
(Nedji, & Loucif-Ayad, 2014). Gida toksikasyonuna neden olan mikotoksinlerden
Aspergillus versicolor ve Penicillium aurantiogriseum etkenlerine kars1 %1, %5 ve
%10 konsantrasyonda hazirlanan propolis ekstraktlarinin etkisi incelenmis ve %10
konsantrasyonla hazirlanan ekstraktin her iki etkene de %100 etki gosterdigi

bildirilmistir (Temiz, Mumcu, Tiiyli, Sorkun, & Salih, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kimyasal Coziiciiler

HPLC kalitesinde metanol ve asetonitril, analiz kalitesinde formik asit (%98-
100), analiz kalitesinde etanol (Merck®, Darmstadt, Germany) ve HPLC Kkalitesinde
distile su (ELGA® LabWater, Purelabflex, Buckinghamshire, UK) kullanildi. 1,2-
Monopropilen glikol (Extra Pure, Farma Kalite, %99,5, CAS No: 579-55-6, Tekkim,
Bursa, Tiirkiye), gliserin (Food Grade/Vegetable, %87, CAS No: 56-81-5, Zag
Kimya, Istanbul, Tiirkiye), dimetil siilfoksit (ACS Kalite, %99,9, CAS No: 67-68-5,
Tekkim, Bursa, Tirkiye) ve laktik asit (Extra Pure, Gida Kalite, %80-85, CAS No:
79-33-4, Tekkim, Bursa, Tiirkiye) kullanildi.

3.2. Analizi Yapilan Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesiklerin standartlar1 ve 6zellikleri agagidaki gibidir:
1. Gallic acid (3.4.5-trihydroxybenzoic acid). Molekiil agirligi: 170,12, CAS no: 149-
91-47, Sigma, G7384, %>97.,5.
2. (—)-Epigallocatechin gallate ((—)-cis-2-(3.4.5-Trihydroxyphenyl)-3,4-
dihydrol(2H)-benzopyran-3.5.7-triol 3-gallate, (—)-cis-3,3',4',5,5',7-
Hexahydroxyflavane-3-gallate, EGCG, Teavigo). Molekiil agirligi: 458,37; CAS
Number: 989-51-5, Santa-cruz, sc-200802, %>98.
3. Caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid, trans-3,4-dihydroxycinnamic acid).
Molekiil agirligi: 180,16, CAS no: 331-39-5, Sigma-Aldrich, C0625, %>98.
4. p-Coumaric acid (trans-4-hydroxycinnamic acid, hydroxycinnamic acid,
naringeninic acid). Molekiil agirligi: 164.16; CAS Number: 501-98-4; Sigma, C9008,
%>98.
5. trans-Ferulic acid (3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid, caffeicacid 3-methyl
ether, conifericacid). Molekiil agirligi: 194,18, CAS no: 537-98-4, Fluka, 52229,
%909.
6. trans-lsoferulic acid (trans-3-(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl) acrylicacid, trans3-
Hydroxy-4-methoxycinnamic acid). Molekiil agirligi: 194,1; CAS Number: 25522-
33-2; Fluka, 05407, %>98.
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7. 3,4-Dimethoxycinnamic acid (Caffeic acid dimethylether). Molekiil agirlig::
208,21, CAS no: 2316-26-9, Santa Cruz Biotechnology.

8. Quercetin hydrate (3 3' 4' 5 7-pentahydroxyflavone). Molekiil agirligi: 302,24,
CAS no: 849061-97-8, Sigma-Aldrich, 337951, %>95.

9. trans-Cinnamic acid (trans-3-phenylacrylic acid, trans-cinnamate, trans-3-
phenylacrylate). Molekil agirligi: 148,16, CAS no: 140-10-3, Sigma-Aldrich,
C80857, %>99.

10. (¥)-Naringenin (4',5,7-trihydroxyflavanone). Molekiil agirlhigi: 272,25, CAS no:
67604-48-2, Fluka, 52186, %>95.

11. Apigenin (4',5,7-trihydroxyflavone, naringeninchalcone). Molekiil agirligi:
270,24, CAS no 520-36-5, Fluka, 42251, %>95.

12. Kaempferol (3,4',5,7-tetrahydroxyflavone). Molekiil agirligi: 286,24, CAS no:
520-18-3, Fluka, 96353, % >99.

13. Chrysin (5,7-Dihydroxyflavone). Molekiil agirhigi: 254,24; CAS Number: 480-
40-0, Aldrich, C80105, % 97.

14. Pinocembrin (S-5,7-dihydroxyflavanone, dihydrochrysin, galanginflavanone).
Molekiil agirligi: 256,25, CAS no: 480-39-7, Fluka, P5239, %>95.

15. Galangin (3.5.7-trihydroxyflavone). Molekiil agirligi: 270,24, CAS no: 548-83-4,
Sigma-Aldrich, %95, 282200.

16. Caffeic acid phenetly ester (CAPE) (2-phenylethyl caffeate). Molekiil agirligi:
284,31, CAS no: 104594-70-9, Sigma-Aldrich, C8221, %>97.

17. trans-Chalcone (Benzylideneacetophenone). Molekiil agirligr: 208,26, CAS no:
614-47-1, Santa Cruz Biotechnology, >97%.

3.2.1. Standartlarin Hazirlanmasi ve Metod Validasyonu

Fenolik bilesiklerin stok cozeltileri 1 mg/ml olacak sekilde metanolde
hazirlandi. Fenolik bilesiklerin standartlarinin HPLC sistemine tek tek ve miks
enjeksiyonlar1 yapilarak ana pikler, gelis zamanlar1 ve spektrumlari tespit edildi.
Kalibrasyon egrisi olusturmak icin stok ¢ozeltiler metanol ile diliie edilerek 3, 6, 12,
24 ve 48 ng/ml konsantrasyonlarda 5 farkli ara ¢ozelti hazirlandi. Kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayilar1 (R?), fenolik bilesige bagli olarak 0.967 ile 0.999
araliginda bulundu. Fenolik bilesiklerin kuantifikasyon limitlerinin (LOQ) 2.46 ile

18



7.56 pg/ml arasinda ve deteksiyon limitlerinin (LOD) 0.82 ile 3.36 ng/ml degerleri
arasinda oldugu tespit edildi.

3.3. Analizde Kullanilan Cihaz ve Aparatlar

Analizde, HPLC-DAD (Shimadzu Coorporation, LC-20 AD/SPD-M20A,
Tokyo, Japan), distile su cihazi (ELGA® LabWater, Purelabflex, Buckinghamshire,
UK ), ogiitiicii (Lavion® 500g, China), karistirict (ES-20/60 Orbital Shaker-
Incubator, Latvia), Vortex® (V1 Plus, Boeco, Germany), ultrasonik banyo
(Bandelin® Sonorex RK100, Berlin, Germany), hassas terazi (Acculab, Vic-123
Sartorius Group, North Calorina, USA) kullanildi. Sisteme bagh bilgisayar (HP
Compaq dx 2200, Windows® XP professionel) ve yazici (HP LaserJet, P1102)
kullanilda.

3.4. Propolis Numunesinin Ozellikleri

Propolis numunesi, Tiirkiye’nin farkli illerinden (Sivas, Samsun, Zonguldak
ve Bursa gibi) temin edilmis, karistirilmis ve tiretime hazir hale getirilmis bir sekilde
5 kg olarak Bursa’dan satin alindi ve -20°C’de analiz ve ekstraksiyon asamalarina

kadar saklandi. Propolis numunesinin rengi yesil kahverengi tonlara sahipti.

3.5. Propolis Numunesin Ekstraksiyon Yontemi ve Hazirlanmasi

Propolis ekstraksiyonunda ve HPLC analizinde Orug, Cayci, Sorucu,
Uzabaci, & Nyandwi (2021) bildirdigi yonteme gore yapildi. Ham propolis
numuneleri -20°C’de en az 24 saat donduruldu, sonrasinda ham propolisler (30-50 g)
kiiglik pargalara boliindii ve paslanmaz ¢elik baharat degirmeni (Lavion, 500g
ogiitiicti) ile ogiitilerek toz haline getirildi. Her bir propolis numunesinin
ekstraksiyonu 1:6 oraninda yapildi. Bu ekstraksiyon i¢in 10 g propolis 500 ml’lik
erlenmayer icerisine alind1 ve lizerine 60 ml propilen glikol, gliserin, dimetilsiilfoksit
ve laktik asit (propilen glikol, gliserin ve dimetilsiilfoksit saf ve %75’lik olarak,
laktik asit %80 ve %60°1lik olarak) ilave edildi. Karigim 15 dakika ultrasonik banyoda
tutuldu; daha sonra Sekil 6’da goriildiigii gibi kapali karistiricida (SL Shel Lab,
Shaking Incubator) 60 °C’de, 3 saat karistirildi ve sonra tekrar 15 dakika ultrasonik
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banyoda karigtirildi. Karigtirildiktan sonra, once adi slizge¢ kagidi ve sonra Watman
stizge¢ kagidindan (Watman® No: 1, Buckinghamshire, UK) siiziilerek propolis
icerisinde bulunan yabanci cisimler uzaklastirildi (Sekil 7). Elde edilen filtratlar
(Sekil 8-10) HPLC analizi igin polivinil difloriir (PVDF) siringa filtresinden
(Millipore Millex-HV, 0.45 um) gegirilerek 1,5 ml’lik viallere alindi ve otosampler
ille 5 pul HPLC-DAD sistemine enjeksiyonu yapildi. Propolis numunelerinin
ekstraksiyon islemi ve HPLC-DAD analizleri, Bursa Uludag Universitesi Veteriner

Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali  Laboratuvarinda

gerceklestirildi.

Sekil 6. Propolislerin ekstraksiyon agsamasinda kullanilan karigtirma sistemi.
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Sekil 8. Propolislerin DMSO ve PG filtratlarinin bir kismi.
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Sekil 9. Propolislerin DMSO ve PG filtratlarinin bir kismi.

Sekil 10. Propolislerin DMSO ve PG filtratlarinin bir kismu.

3.6. HPLC-DAD Analizi

Propolis numunelerinde fenolik bilesiklerin analizi yapilan HPLC sistemi,

stvi kromotografi (LC-20AD), diode array detektér (SPD-M20A), otosampler

22



(SIL20AC, 20 MPa max. pressure), degaser (DGU-20A5) ve kolon firin1 (CTO-
10ASVP) bolimlerinden olusmaktadir (Sekil 11). Analizler Orug ve ark. (2021)
kullandig1 metoda gore yapildi. Kromotografik sistem, 1 ml/dk akis hizinda bir
Inertsil® ODS-3 (Sum, 4.6x150mm, Tokyo, Japan) kolon kullanildi. Tas1yic1 solvent
olarak mobil faz A (% 0,1 formik asit ve deiyonize su, v/v) ve mobil faz B
(asetonitril) kullanildi. Analiz 30°C kolon 1sisinda, 5 pl 6rnek enjeksiyonu ile ve 270

nm dalga boyunda ve gradient sistemle yapildi.

Sekil 11. Propolislerde fenolik bilesiklerin analizlerinin yapildigt HPLC sistemi.

Propolislerde fenolik bilesikler bakimindan kalite kontrol i¢in bireysel fenolik
bilesiklerden flavonoidler grubunda yer alan kuarsetin, apigenin, kaemferol,
naringenin, krisin, pinokembrin ve galanginin; fenolik asit ve esterleri grubunda yer
alan gallik asit, kafeik asit, kumarik asit, trans-ferulik asit, iso-ferulik asit,
dimetoksisinnamik asit, sinnamik asit ve kafeik asit fenetil ester analizleri yapildi.
Propoliste analizi yapilan fenolik bilesiklerin standartlarinin kromatogrami ve

calismada kullanilan propolisin analiz kromatogrami Sekil 12°da sunulmustur.
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Sekil 12. a. Fenolik bilesiklerin standart kromatogrami. b. Caligmada kullanilan propolis numunesinin

kromatogrami.

1: Gallik asit; 2: Epigallokatesin gallat; 3: Kafeik asit; 4: Ferulik asit; 5: fsoferulik asit; 6: Metilsiringate; 7: 3,4-Dimetoksisinamik asit; 8: Kuersetin; 9: Sinnamik asit; 10:
Naringenin; 11: Apigenin; 12: Kaemferol; 13: Krisin; 14: Pinokembrin; 15: Galangin; 16: Kafeik asit fenetil ester; 17: Kalkon.

3.7. Istatistiki Analiz

Calisma sonuglan farkli ¢oziiciilerle, ¢oziiciilerin farkli yilizdelik oranlariyla,
farkli sicaklik, mumlu ve mumsuz propolisle calismak gibi pek cok parametre
icermektedir. Ancak her parametrenin bireysel numune sayisi az oldugu igin

sonuglarin istatistiki olarak degerlendirmeye uygun olmadig1 goriidii.
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4. BULGULAR

Propolisin propilen glikol, gliserin, dimetilsiilfoksit ve laktik asit (propilen
glikol, gliserin ve dimetilsiilfoksit saf ve %75’lik olarak, laktik asit %80 ve %60’ lik
olarak) ile ayni parti ham propolisin mumlu ve regineli olarak olarak yapilan
ekstraksiyonlarmin analizinde elde edilen bireysel fenolik bilesik sonuglar1 Tablo 1,
2, 3 ve 4’de sunulmustur. Farki ¢oziiciilerle ekstraksiyon sonucu elde edilen filtrat
miktarlar1 Tablo 5°de, elde edilen filtratlarin sade, meyveli ve meyve aromali maden

sulariyla karistirilmasi ve tad kontrol ¢alismalar1 Sekil 13°de gosterilmistir.

Tablo 1. Dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ilgili bireysel fenolik bilesik miktarlari (pg/ml).

DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
Fenolik %100 %100 %100 %100 %75 %75 %75 %75
bilesikler Mumlu Mumlu Re¢ine Regine Mumiu Mumlu Regine Regine

40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C

GAL 36,71 20,96 61,02 50,33 72,2 111,19 67,39 90,71
EGKG 43,71 86,43 105,78 99 119,55 248,82 147,27 246,36
KA 775,32 709,26 886,05 995,7 824,76 887,91 992,79 1028,1
KU 350,52 357,39 406,59 470,43 373,89 427,53 44253 484,83
FR 96,39 74,31 93,48 125,37 87,96 112,53 106,5 1348,2
iFR 724,32 768,99 881,82 991,92 773,25 884,52 933,84 987,09
DMCA 779,46 815,31 954,45 995,16 779,88 903,48 974,91 1030,74
QE 221,82 203,19 260,19 252,42 238,47 276,48 279,96 312,39
SA 1431 141,93 146,7 162,33 147,6 169,47 157,26 175,95
NR 792,99 725,43 797,82 941,7 715,62 834,36 918,27 983,97
AP 2379 238,38 281,49 310,71 255,27 292,53 307,44 334,02

KF 9,0 10,68 9,57 20,97 14,94 23,28 27,45 20,7
KR 13485 1360,8 1604,31 1725,63 1400,7 1560,48 1638,63 1803,18
PN 17325 1694,19 1948,35 1990,71 1795,86 1952,4 1981,14 2029,71
GL 1774,89 1877,34 2012,4 2155,86 1927,47 2205,78 2105,28 2206,08
CAPE 3507,24 347427 4144,02 3791,49 3848,46 3827,22 4427,94 3785,64
KL 1239,49 1276,95 1431,24 1452,09 1235,46 1412,73 133,67 1476,78

GAL”: Galik asit, “EGKG”: Epigallokatesin gallat, “KA”: Kafeik asit, “KU”: p-Kumarik asit, “FR”: trans-Ferulik asit, “IFR”:
trans-Isoferulik asit, “DMCA”: 3,4-Dimetoksisinamik asit, “QE”: Kuersetin, “SA”: trans-Sinamik asit, “NR”: Naringenin,
“AP”: Apigenin, “KF”: Kaemferol, “KR”: Krisin, “PN”: Pinokembrin, “GL”: Galangin, “CAPE”: Kafeik asit fenetil ester,
“KL”: trans-Kalkon.
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Tablo 2. Propilen glikol (PG) ile ilgili bireysel fenolik bilesik miktarlar1 (ug/ml).

PG PG PG PG PG PG PG PG
Fenolik %100 %100 %100 %100 %75 %75 %75 %75
bilesikler Mumlu Mumlu Regine Regine Mumiu Mumlu Regine Regine
40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C
GAL 20,32 19,85 17,73 20,2 20,83 58,77 24,36 28,08
EGKG 107,07 142,98 162,9 136,05 109,71 160,77 159,12 168,93
KA 721,23 757,23 859,77 909,42 679,98 833,52 928,44 985,56
KU 338,91 377,04 410,76 417,96 317,25 396,36 429,06 445,35
FR 85,35 76,86 101,46 112,68 79,62 100,95 113,22 117,06
IFR 717,84 743,64 851,19 887,61 658,08 816,3 927,57 938,46
DMCA 750,09 753,21 889,44 909,27 668,88 842,13 928,26 958,86
QE 238,23 236,73 290,91 295,92 210,48 260,82 303,21 307,5
SA 139,92 135,69 145,11 156 121,38 150,84 157,47 163,59
NR 846,96 903,66 1030,08 1080,45 805,2 994,32 1110,12 1117,11
AP 223,98 244,41 3075 300,33 220,77 288,99 305,46 310,83
KF 22,53 25,23 32,67 32,94 21,54 36,27 30,09 29,64
KR 1303,98 1331,46 1542,69 1554,99 110445 1388,7 154554 1639,59
PN 1517,31 1452,15 1719,54 17493 1282,53 1673,13 1725,3 1809,12
GL 145755 1552,74 1780,8 1703,58 1257,63 1716,16 1834,11 1942,8
CAPE 3967,41 4004,28 3975,18 5042,22 3396,21 4571,25 4675,11 472842
KL 972,87 1065,19 1262,21 127,75 690,27 921,7 1174,23 1143,06

GAL”: Galik asit, “EGKG”: Epigallokatesin gallat, “KA”: Kafeik asit, “KU”: p-Kumarik asit, “FR”: trans-Ferulik asit, “IFR”:
trans-Isoferulik asit, “DMCA”: 3,4-Dimetoksisinamik asit, “QE”: Kuersetin, “SA”: trans-Sinamik asit, “NR”: Naringenin,
“AP”: Apigenin, “KF”: Kaemferol, “KR”: Krisin, “PN”: Pinokembrin, “GL”: Galangin, “CAPE”: Kafeik asit fenetil ester,
“KL”: trans-Kalkon.

Tablo 3. Gliserin ile ilgili bireysel fenolik bilesik miktarlar1 (ug/ml).

Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin
%100 %100 %100 %100 %75 %75 %75 %75
Fenolik Mumlu Mumlu Recine Recine Mumlu Mumlu Regine Regine
bilesikler 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C
GAL 9,79 10,56 27,05 10,17 15,51 12,67 19,56 60,28
EGKG 37,2 37,23 50,28 78,87 85,29 83,01 122,97 140,7
KA 439,35 366,33 554,79 672,66 515,22 424,02 804,72 990
KU 228,57 182,13 263,67 310,05 226,38 198,63 332,52 399,63
FR 48,42 39,03 55,59 70,56 51,87 42,18 71,52 75,54
iFR 433,11 350,82 552,48 603,3 390,84 362,19 579,39 719,07
DMCA 369,15 305,73 392,22 489,84 246,27 281,28 309,42 443,94
QE 105,39 84,09 126,24 166,05 72,09 88,02 92,64 129,21
SA 81,6 63,96 79,05 95,28 59,16 65,61 69,3 86,49
NR 4428 352,95 511,74 660,15 278,01 333,24 387,93 499,86
AP 119,91 92,46 144,84 179,82 79,8 84,6 114,24 142,38
KF 11,58 8,31 14,04 17,43 5,52 7,62 6,87 11,19
KR 378,33 493,95 384,09 535,71 108,33 215,13 127,38 200,55
PN 630,36 549,6 618,48 761,91 202,5 357,84 227,58 378,42
GL 653,49 549,66 664,77 743,61 193,68 308,04 210,36 354,21
CAPE 1484,94 1314,24 1430,22 1897,35 411,69 764,79 451,98 786,6
KL 82,68 81,36 73,26 88,1 16,47 30,6 22,53 42,18

GAL”: Galik asit, “EGKG”: Epigallokatesin gallat, “KA”: Kafeik asit, “KU”: p-Kumarik asit, “FR”: trans-Ferulik asit, “IFR”: trans-isoferulik
asit, “DMCA”: 3,4-Dimetoksisinamik asit, “QE”: Kuersetin, “SA”: trans-Sinamik asit, “NR”: Naringenin, “AP”: Apigenin, “KF”: Kaemferol,
“KR”: Krisin, “PN”: Pinokembrin, “GL”: Galangin, “CAPE”: Kafeik asit fenetil ester, “KL”: trans-Kalkon.
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Tablo 4. Laktik asit (LA) ile ilgili bireysel fenolik bilegik miktarlari (ug/ml).

LA LA LA LA LA LA LA LA
%80 %80 %80 %80 %60 %60 %60 %60
Fenolik Mumlu Mumlu Regine Regine Mumlu Mumlu Regine Regine
bilesikler 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C
GAL 32,52 71,23 56,9 40,73 56,9 30,97 67,88 54,65
EGKG 215,52 193,86 198,09 245,46 161,55 21,63 220,47 246,6
KA 857,64 1419,36 1031,52 15,3 1039,16 149,85 1019,55 1621,98
KU 3585 396,06 418,92 18,12 358,17 420,6 403,17 481,56
FR 83,22 98,01 94,38 824,22 84,69 53,46 96,39 53,28
iFR 732,9 837,84 883,17 43,11 691,47 84,93 796,23 98,58
DMCA 738,18 791,58 863,85 12,24 593,22 800,31 705,03 934,74
QE 220,98 215,76 258,12 117,39 159,06 146,04 210,93 256,71
SA 128,58 131,88 139,02 77,01 103,74 63,39 109,2 145,05
NR 828,81 937,08 981 1175,37 645,75 923,61 704,85 1063,74
AP 216,57 243 264,99 279,18 156,75 213,45 179,31 258,88
KF 21,63 31,05 26,37 32,82 14,85 22,74 17,88 25,32
KR 1276,65 1163,46 1078,74 1689,36 502,29 1172,1 515,46 1340,31
PN 1243,56 1281,96 1356,84 1571,52 681,42 1154,82 742,02 1311,66
GL 1230,39 1269,27 1343,22 1583,37 556,77 1073,94 669,15 1207,5
CAPE 3417,66 3446,43 3814,29 4320,96 1656,48 3117,6 2043,93 3580,71
KL 841,75 1063,35 871,64 1334,37 231,75 711,11 248,73 813,24

GAL”: Galik asit, “EGKG”: Epigallokatesin gallat, “KA”: Kafeik asit, “KU”: p-Kumarik asit, “FR”: trans-Ferulik asit, “IFR”:
trans-Isoferulik asit, “DMCA”: 3,4-Dimetoksisinamik asit, “QE”: Kuersetin, “SA”: trans-Sinamik asit, “NR”: Naringenin,
“AP”: Apigenin, “KF”: Kaemferol, “KR”: Krisin, “PN”: Pinokembrin, “GL”: Galangin, “CAPE”: Kafeik asit fenetil ester,
“KL”: trans-Kalkon.

Tablo 5. Filtrasyon sonrasi ¢oziiciilere gore elde edilen filtrat hacimleri (ml).

DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
9100 9100 9100 %100 %75 %75 %75 %75
Mumlu Mumlu Regine Regine Mumlu Mumlu Recine Regine
40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C
Hacim 43ml 45ml 40 ml 35 45ml 40ml 43ml 38ml
PG PG PG PG PG PG PG PG
%100 %100 %100 %100 %75 %75 %75 %75
Mumlu Mumlu Regine Recine Mumlu Mumlu Recine Recine
40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C
Hacim 41ml 55ml 60ml 36ml 47ml 55ml 61ml 50ml
Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin Gliserin
%100 %100 %100 %100 %75 %75 %75 %75
Mumlu Mumlu Regine Regine Mumlu Mumlu Regine Regine
40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C
Hacim 29ml 7ml 38ml 10ml 18ml 8ml 40ml 11ml
LA LA LA LA LA LA LA LA
%380 %80 %80 %380 %60 %60 %60 %60
Mumlu Mumlu Regine Recine Mumlu Mumlu Recine Recine
40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C 40°C 60°C
Hacim 40ml 9ml 43ml 7ml 50ml 19ml 33ml 20ml
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Sekil 13. Elde edilen filtratlarin sade, meyveli ve meyve aromali maden sulariyla karistirilmasi ve
tadlarimin kontrol edilmesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Propolisli bir igecek alkol bazli veya su bazli olarak hazirlanabilir. Ancak her
yastan herkesin rahatlikla igebilmesi, fazla igilmesi durumunda etil alkolden
kaynaklanabilecek toksisite riskinin olmamasi, dini hassasiyetler ve piyasadeki
prpolisin karistirilabilecegi igeceklerin su bazli olmasi nedeniyle suda ¢oziiniir bir
propolisli i¢ecegin {iiretilmesi daha uygun olacaktir. Bu nedenle propilen glikol,
gliserin, dimetilsiilfoksit ve laktik asitle caligmaya karar verildi. Alkole alternatif
olarak c¢evreyle daha dost ve daha az maliyetli ¢oOziilerin kullanimi tiim
ekstraksiyonlarda 6n plana ¢ikmaktadir ve propolis i¢in de bu durum gegerlidir. Bu
¢oziiciiler Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) olarak adlandirilmaktadir. Bu
solventler maksimum ¢6ziinme ve ¢O6zme yetenegi olan karisimlar olarak
adlandirilabilir ve propolis ekstraksiyonu i¢in de c¢alismalar devam etmektedir
(Funari ve ark., 2019; Ivanovi¢, Islam¢evi¢ Razborsek, & Kolar, 2020; Trusheva ve
ark., 2019). Bu solventlerin bazilar1 sitrik asit — 1,2-propanediol 1:4 (CAPD)
(Trusheva ve ark., 2019), kolin kloriir: propilen glikol 1:1 (mol/mol) ve 10% w/w
sulu I-lisin (Funari ve ark., 2019) gibi karigimlardir. Bu c¢alismada kullanilan
¢oziiclilerin miimkiin oldugunca gida sektoriinde kullanilabilecek, suyla kolayca
karisabilecek ve propolisin iyi ¢oziinebilecegi ¢oziiciiler olmasina dikkat edildi.

Bireysel fenolik bilesikler bakimindan degerlendirdigimizde (Tablo 1), %100
Dimetilsiilfoksit (DMSQ) ile mumlu ve regine ekstraksiyonlarinda propolislerde
sicaklik farkinin (mumlu ve regine kendi i¢inde) genellikle pek 6nemli olmazken
%75 DMSO ile mumlu ve regine ekstraksiyonlarinda propolislerde sicaklik farkinin
genellikle kendi iclerinde 6nemli oldugu ve sicaklik arttikca fenolik bilesiklerin
miktarlarmin arttig1 goriilmektedir. Bu sonuglar %100 DMSO ile ham ve recineli
propolis ekstraksiyonlarinda sicaklik artig1 pek fazla etkili olamazken %75 DMSO ile
ham ve recgineli propolis ekstraksiyonlarinda sicaklik artiginin olumlu yonde etkili
olabildigini gostermektedir. %100 DMSO ile mumlu 40°C ve 60°C ekstraksiyon
sonuglariin aymi sartlardaki regine ekstraksiyon sonuglarindan diisiik oldugu
goriilmektedir (Tablo 1). Bu sonuglarin elde edilmesini normal kabul etmek gerekir,
¢linkii mum orani ¢iktig1 i¢in ve fenolik bilesikler mumda bulunmadigi i¢in belirtilen
sicakliklardaki recineli ekstraksiyonlarda fenolik madde miktarlar1 yiiksek olacaktir.

Stiziilme agsamasinin kolay oldugu ve son iirlin miktarlarinin genel olarak yiiksek
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oldugu tespit edildi (Tablo 5). Sonu¢ olarak DMSO ile ham propolis ve regine
ekstraksiyonunda %75°1iginin kullanilmasinin daha uygun olacagi ve sicaklik
arttikca (40°C’den 60°C’ye) fenolik madde igerginin de yiikseldigi goriilmektedir.
Stiziilme isleminin kolay oldugu, elde edilen toplam {iriin miktrainin fazla oldugu,
fenolik madde igeriginin yiiksek oldugu ve tadinin da kabul edilebilir oldugu tespit
edildi. Regine kisminin tadinin daha az aci oldugu farkedildi. Suyla ve meyve suyu
ile karistmmin homojen oldugu gorildii (Sekil 13). Tiirk Gida Kodeksi, Gida
Maddelerinin ve Gida Bilesenlerinin Uretiminde Kullanilan Ekstraksiyon Coziiciileri
Tebligi’nde (Tirk Gida Kodeksi, 2013b) yer verilmemesi ve Avrupa Saglik
Ajansiin yaymlamis oldugu klavuzda (European Commission Guideline, 2022) gida
tirtinleri igeriginde ¢oziicli olarak kullanimina izin verilmemesi nedeniyle bu
asamada DMSO’nun ¢6ziicli olarak kullanilmas1 uygun goriilmeyecektir.

Propilen glikol ile ekstraksiyonu bireysel fenolik bilesikler bakimindan
degerlendirdigimizde (Tablo 2), %100 propilen glikol ile mumlu ve regine
ekstraksiyonlarinda propolislerde sicaklik farkinin (mumlu ve regine kendi iginde)
genellikle pek onemli olmazken %75 propilen glikol ile mumlu propolislerde
sicaklik farkinin genellikle 6nemli oldugu ve sicaklik arttikca fenolik bilesiklerin
miktarlarmin arttigi goriilmekle birlikte recine ekstraksiyonunda sicaklik artiginin
¢ok 6nemli olmadigi tespit edilmistir. Bu sonuglar %100 propilen glikol ile ham ve
recineli propolis ekstraksiyonlarinda sicaklik artisi pek fazla etkili olamazken
ozellikle %75 propilen glikol ile ham (mumlu) propolis ekstraksiyonlarinda sicaklik
artiginin olumlu yonde etkili olabildigini gostermektedir. %100 propilen glikol ile
mumlu 40°C ve 60°C ekstraksiyon sonuglarinin ayni sartlardaki regine ekstraksiyon
sonuglarindan az da olsa diisiik oldugu goriilmektedir (Tablo 1). Bu durumun DMSO
sonuglari ile benzerlik gdsterdigi ve normal olarak kabul etmek gerekir, ¢linkii mum
orani ¢iktig1 i¢in ve fenolik bilesikler mumda bulunmadigi i¢in bu beklenen normal
bir sonug¢ olarak yorumlanabilir. %75 propilen glikol ile mumlu 40°C ve 60°C
ekstraksiyon sonuglarindan 40°C’deki sonuglarin 60°C’deki mumlu ekstraksiyon ve
ayni sartlardaki recine ekstraksiyon sonuglarindan diisiik oldugu goriilmektedir.
Stiziilme agamasinin kolay oldugu ve son iiriin miktarlarinin genel olarak DMSO gibi
yiiksek oldugu tespit edildi ve elde edilen son iiriinlerin (filtrat) miktarinin

DMSO’dan elde edilen miktarlardan daha yiiksek oldugu goriildii (Tablo 5). Sonug
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olarak propilen glikol ile ham propolis ve regine ekstraksiyonunda %75’liginin
kullanilmasimin daha uygun olacagi ve sicaklik arttikga (40°C’den 60°C’ye) fenolik
madde icerginin de yiikseldigi goriilmektedir. Siiziilme isleminin kolayligi, elde
edilen toplam iirlin miktramnin fazla olmasi, fenolik madde igeriginin yiiksekligi ve
tadinin da kabul edilebilir oldugu kanisinda varildi. Regine kisminin tadinin daha az
act oldugu saptandi. Suyla ve meyve suyu ile karisiminin homojen oldugu tespit
edildi (Sekil 13).

Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi Ek listesinde, propilen
glikoliin kullanim miktarlart smirlandirilmistir (E 1520) ve etikette bildirilmesi
zorunlu kilinmistir. Iceceklerde -kremali likérler disinda-tiim kaynaklardan gelen
propilen glikol i¢in maksimum miktar 1000 mg/L olmasi gerekmektedir. Bu
siirlandirmalar dikkate alinarak giinliik kullanim miktarlar1 ayarlanmalidir (Tiirk
Gida Kodeksi, 2013a).

Gliserin ile ekstraksiyonu bireysel fenolik bilesikler bakimindan
degerlendirdigimizde (Tablo 3), %100 gliserin ile mumlu ekstraksiyonlar arasinda
sicaklik ¢ok Onemli degilken recine ekstraksiyonlarinda propolislerde sicaklik
farkinin genellikle 6nemli oldugu ve sicaklik arttikga fenolik madde miktarlarinin
arttig1 goriilmektedir. %75 gliserin ile mumlu propolislerde sicaklik farki ¢ok 6nemli
degilken reginede 60°C ekstraksiyonda 40°C’de ekstraksiyona gore fenolik
bilesiklerin miktarlarinin arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar %100 gliserin ile ham
propolis ekstraksiyonlarinda sicaklik artis1 pek fazla etkili degilken reginede etkili
oldugunu; %75 gliserin ile ham propolis (mumlu) ekstraksiyonunda yine fazla etkili
degilken recineli propolis ekstraksiyonlarinda sicaklik artisinin olumlu yonde etkili
olabildigini gostermektedir. %100 gliserin ile mumlu 40°C ve 60°C ekstraksiyon
sonuclarinin ayni sartlardaki regine ekstraksiyon sonuglarindan diisiikk oldugu
goriilmektedir (Tablo 3). Bu sonuclar da DMSO ve propilen glikolde elde edilen
benzer sonuglar gibi normaldir. Ciinkii mum oran1 ¢iktig1 i¢in ve fenolik bilesikler
mumda bulunmadig: i¢in bu beklenen normal bir sonug olarak yorumlanabilir. %75
gliserin ile mumlu 40°C ve 60°C ekstraksiyon sonuglarindan 40°C’deki sonuglarin
60°C’deki mumlu ekstraksiyon sonuglarinin ayni sartlardaki regine ekstraksiyon
sonuglarindan diistik oldugu goriilmektedir. Siiziilme asamasinin zor oldugu ve son

iriin miktarlarinin genel olarak DMSO ve propilen glikole gore diisiik oldugu tespit
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edildi (Tablo 5). Sonug olarak gliserin ile ham propolis ve regine ekstraksiyonunda
%100’ligintn kullanilmasinin daha uygun olacagi ve sicaklik arttikga (40°C’den
60°C’ye) reginede fenolik madde igerginin de yiikseldigi goriilmektedir. Siiziilme
isleminin DMSO ve propilen glikol kadar kolay olmadigi, elde edilen toplam iiriin
miktrainin DMSO ve propilen glikol kadar olmadigi, fenolik madde igeriginin
yiiksekligi ve tadinin da kabul edilebilir oldugu kanisinda varildi. Regine kisminin
tadinin daha az aci oldugu tespit edildi. Suyla ve meyve suyu ile karisiminin
homojen oldugu gorildi.

Laktik asit ile ekstraksiyonu bireysel fenolik bilesikler bakimindan
degerlendirdigimizde (Tablo 4), %80 laktik asit ile mumlu 40°C, 60°C ekstraksiyon
sonuglart ve regine 40°C ekstraksiyon sonuglari ile regine 60°C ekstraksiyon
sonuglar1 arasinda farklar oldugu ve regine 60°C ekstraksiyon sonuglarinin 6zellikle
kafeik asit, kumarik asit, dimetoksisinnamik asit ve sinnamik asit miktarlarinin
belirgin olarak diisikk oldugu goriildi. Benzer istikrarsiz sonuclar %60 laktik asit
ekstraksiyonunda da goriildii. Gruplar ve sonuglarinin degeri arasinda istikrarsiz
sonuclar fazla oldugundan saglikli bir degerlendirme yapmak miimkiin olmamistir.
Sicaklik artiginin olumlu ydnde etkiledigi, %60’lik reginedeki ekstraksiyonlarin
mumlu olanlardan daha iyi sonug verdigi goriilmektedir. Stiziilme asamasinda laktik
asit propolis karisiminin koyulastigi, siiziilmenin c¢ok zor oldugu ve son {iriin
miktarlarinin genel olarak gliserin gibi diisiik oldugu tespit edildi. Tadinin da
acimtirak ve alimimin zor oldugu ancak suyla diliie ederek i¢iminin kolay oldugu
gorildii. Suyla ve meyve suyu ile karistminin homojen oldugu tespit edildi.

Sonug olarak propilen glikol, dimetilsiilfoksit ve gliserinle propolisin ham ve
recine kisminin ekstraksiyonunun pratik, fenolik madde igerigi yiiksek oldugu, genel
olarak recine kisminda bu miktarlarin daha da yikseldigi, sicaklik artisinin
(40°C’den 60°C’ye) fenolik madde miktarini artirdigi ve tadlarinin daha iyi oldugu
tespit edildi. DMSO nun gida sektoriinde kullanimina izin verilmemesine ragmen
propilen glikoliin gida sektoriinde yaygin kullanilmasi, fazla iiriin elde edilmesi ve
birim litre bagina fiyatinin daha ekonomik olmasi nedeniyle propolin glikolle suda
¢Ozlinir propolis liretiminin uygun olabilecegi kanisina varildi. Fakat bu
caligmalarinda daha detayli olarak yapilmasin da laktik asitte oldugu gibi bazi

durumlarin daha net ortaya konmasini saglayacaktir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

GAL: Galik asit

EGKG: Epigallokatesin gallat
KA: Kafeik asit

KU: p-Kumarik asit

FR: trans-ferulik asit

[FR: trans-Isoferulik asit
MYS: Metilsiringate

DMCA: 3,4-Dimetoksisinamik asit
QE: Kuersetin

SA: trans-Sinamik asit

NR: Naringenin

AP: Apigenin

KF: Kaemferol

KR: Krisin

PN: Pinokembrin

GL: Galangin

CAPE: Kafeik asit fenetil ester
KL: trans-kalkon

LA: Laktik asit

PG: Propilen glikol

DMSO: Dimetilsiilfoksit
TGK: Tirk Gida Kodeksi
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8. TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim Oncesi ve 6grenimim siiresince hayata gegirilmesini
diisindiigim proje i¢in gerekli destegini, bilgi birikimlerini, giiler yliz ve
samimiyetini, degerli ve yogun zamaninindan bir kismini bana ve projeme ayirmasi
dolayisiyla kiymetli danismanim Prof. Dr. Hasan Hiiseyin ORUC’a tesekkiirii bir
borg bilir, silikran ve saygilarimi sunuyorum. Tez yaziminda desteklerinden dolayi
Nurgin YILMAZ’a ve tezin diizenlemesinde yardimlarindan dolayr Yigit PINAR’a
tesekkiirlerimi sunarim. Ders asamasinda yaptiklar1 katkidan dolayr Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden kiymetli hocalarimiz Prof. Dr.
Songiil SONAL ve Prof. Dr. Murat CENGIZ’e siikran ve saygilarimi iletirim.

Fonksiyonel bir i¢cecek olarak insan yararina sunulmasinda maddi destegini
saglayan Fresa Icecek Sanayi ve Tic. A.S. firma yonetim kurulu iiyesi Sayin Hasan
Cakirmelikoglu’na, tiim destegini ve bilgi birikimlerini saglayan sevgiligi fabrika
genel midiiriim Saym Yasin Giinaydin’a, proje fikrinin olusmasindan son iriine
dontstiiriilmesinde gerekli destek ve bilgisini esirgemeyen eski sefim Ayhan
HEMIS’e tesekkiir ediyorum.

Bu calisma siiresince bana destek veren anne ve babam Bilgi ve Ferruh
ATAN’a, kardeslerim Burak ATAN ve Tuba SEFER’e ve projenin gelistirilmesi,
bilgi veya firkirlerini sunan diger tanidiklarima tesekkiirlerimi sunarim.

Tugce ATAN
25 /04/ 2023
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9. OZGECMIS

flk, orta ve lise 6grenimimi Bursa’da tamamladiktan sonra, 2017 yilinda Ankara
Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Béliimii’nden mezun oldum.
2017-2022 Yillar1 arasinda Inegélde, Fresa Icecek Sanayi ve Tic. A.S. -Kalite Sistem
ve Arge Miihendisi olarak ¢alistim. 2022 Yilinda Fresa Icecek Sanayi ve Tic. A.S.-
Kalite Giivence Sefi olarak calismaya basladim ve halen aynmi goreve devam
ediyorum.
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