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ZEYTIN YAPRAGI EKSTRESI EKLENMIS ZEYTINYAGI BAZLI
PROPOLISIN BIYOAKTIVITESININ BELIRLENMESI

Giil CELEBI

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2023
Damisman: Prof. Dr. Sibel SILICI

OZET

Propolis ¢ok sayida aktif bilesen igermesi ve bu nedenle faydali biyolojik 6zellikleriyle
one cikan popiiler bir ari {irlintidiir. Giiniimiize kadar propolisin ekstraksiyonunda farkli
¢oziicliler kullanilmistir. Bu ¢oziiciilerden biri de bitkisel yaglardir. Bitkisel yaglar
icerisinde zeytinyag1 yiiksek biyoaktivitesi ile diger bitkisel yaglardan 6ne ¢ikmaktadir.
Bu ¢alismada, zeytin yapragi ekstresi eklenmis zeytinyagi bazli propolisin biyoaktivitesi
arastirilmistir. Arastirmada farkli cografik orijinli zeytin agaci yapraklari (Olea europea
L.) calismaya dahil edilmistir. Uygun sekilde kurutulan yapraklar 6ziit haline getirilerek
farkli konsantrasyonlarda zeytinyagi bazli propolise ilave edilip homojenize edilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda zeytinyapragi eklenmis zeytinyagi bazli propolisin toplam
fenolik madde miktar1 (Folin Ciocalteu metodu), antioksidan (fosfomolibdenum
metodu) ve antiradikal (DPPH metodu) aktivitesi analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore; en yiiksek toplam fenolik madde igerigi %50 konsantrasyonda Bursa
(Gemlik ve Trilye) orneklerinde sirasiyla 101.26 mgGAE/ml, 107.83 mgGAE/mlI
degerleri oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde antioksidan aktivite ve antiradikal
aktivitede Onemli oranda artis belirlenmistir. Diger zeytin yapragi oziitleri eklenen
propolis Orneklerinin toplam fenolik madde icerigi zeytinyagi bazli propolise yakin
bulunmustur. Alkol ve kimyasal c¢oziiciiler yerine tercih edilen zeytinyagi bazlh
propolisin  biyoaktivitesinin zeytinyapragr ekstresi ile artirilabilecegi sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, zeytin yapragi, zeytinyagi, biyoaktivite
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DETERMINATION OF THE BIOACTIVITY OF OLIVE OIL BASED
PROPOLIS WITH ADDED OLIVE LEAF EXTRACT

Giil CELEBI

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, January 2023
Supervisor: Prof. Dr. Sibel SILICI

ABSTRACT

Propolis is a popular bee product that stands out with its beneficial biological properties
and contains many active ingredients. Until today, different solvents have been used in
the extraction of propolis. One of these solvents is vegetable oils. Among vegetable oils,
olive oil stands out from other vegetable oils with its high bioactivity.

In this study, the bioactivity of olive leaf extract added olive oil-based propolis was
investigated. Olive tree leaves (Olea europea L.) of different geographical origin were
included in the study. Appropriately dried leaves were extracted and added to olive oil-
based propolis at different concentrations and homogenized. The total phenolic content
(Folin Ciocalteu method), antioxidant (phosphomolybdenum method) and antiradical
(DPPH method) activity of olive oil-based propolis with olive leaf added at different
concentrations were analyzed. According to the results obtained; The highest total
phenolic content was determined to be 101.26 mgGAE/ml and 107.83 mgGAE/ml,
respectively, in Bursa (Gemlik and Trilye) samples at 50% concentration. Similarly, a
significant increase in antioxidant activity and antiradical activity was determined. The
total phenolic content of propolis samples added to other olive leaf extracts was found
to be close to olive oil-based propolis. It was concluded that the bioactivity of olive oil-
based propolis, which is preferred instead of alcohol and chemical solvents, can be

increased with olive leaf extract.

Keywords: Propolis, olive leaf, olive oil, bioactivity
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GIRIS

Gilinlimiizde ¢ogu hastalig1 tedavi etmek i¢in dogal {iriinlerin tercih edilmesi giindemde
oldugundan dogal iiriinler iizerine yapilan ¢aligmalar yayginlasmistir. Bu dogal iirlinlere
ornek olarak bagisiklik sistemin uyaricilarindan olan zeytin yapragi ekstresi ve propolis
verilebilir. Zeytin yapragi o6zleri, oleuropein ve polifenolik bilesikler gibi onemli
bilesikler icerir. Oleuropein, anti-aritmik, spazmolitik, bagisiklik uyarici,
kardiyoprotektif (diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu engelleyerek),
hipotansif, anti-inflamatuar (5-lipoksijenaz enziminin inhibisyonundan sorumlu),
hipoglisemik, antiviral, antioksidatif O6zelliklerinden dolay1 sitostatik ve enzim
modiilator etkisi bulunmaktadir. Arilar tarafindan iiretilen ve salgilanan balmumu ile
karistirilan yesil-kahverengi renkte regineli bir ar1 iriinii olan propolis, arilarin
kovanlarinin yapiminda, bakiminda ve giivenliginde kullandiklar1 ¢ok islevli bir
bilesiktir [1]. Propolis ekstraktinin 300'den fazla bilesige sahip oldugu tespit edilmistir.
Propolis 0zii bilesenlerinin ana aktif maddeleri flavonoidler ve fenolik asitlerdir.
Polifenolik bilesikler, probiyotik bakterilerin ve diger mikroorganizmalarin bilylimesini
etkilemektedir [2,3,4]. Ozellikle de gida patojenlerinin  ve gidayr bozan
mikroorganizmalarin biiylimesini Onleyebilirler. Bu aktif {iriinler antimikrobiyal,
antienflamatuar, antialerjik ve immiino-potansiyellestirme, vazodilatér ve antitiimor

etkileri gibi ¢ok sayida farmakolojik ve biyolojik etkiye sahiptir [5,6].

Gilinimiize kadar propolisin en ¢ok kullanilan ekstrakti alkol (etil alkol) ile
hazirlanmakla birlikte glikol, gliserol gibi farkli kimyasallarin ¢oziicii olarak
kullanildig1 propolis ekstraklar1 olmustur. Ancak ¢ocuklar, kanser ve diyabet hastalari
gibi hassas gruplarin bu iirlinleri kullanamamas1 dogal ¢oziictilerin kullanimini giindeme
getirmistir. Bu nedenle zeytinyagi tek basina 6nemli biyoaktivitelere sahip bir iiriin iken
zeytinyag1 bazli propolis saglik icin tercih edilen propolis iiriinlerinden biri olmustur.

Bu arastirmada, zeytinyagi bazli propolisin biyoaktivitesini artirmak i¢in farkli cografik



orijinli zeytin agaglarindan elde edilen zeytinyapragi ekstrelerinin biyoaktiviteye olan

etkisini belirlemek amaglanmustir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Zeytin

Akdeniz tilkelerinde yetisen zeytin agaglar1 (Olea europaea L.), hem yag hem de tibbi
bilesikler liretmek icin tercih edilmektedir. Son yillarda, zeytin biyofenollerinin insan
sagligr tizerindeki olumlu etkileri bilimsel olarak kanitlanmistir [7,8]. Zeytin (Olea
europaea L.), Oleaceae familyasina ait kiigiik bir agactir. Diinyanin tropikal ve sicak
iliman bolgelerine 6zgiidiir ve bilinen en eski kiiltiir bitkilerinden biridir. Buna bagh
olarak da zeytin agaci, zeytinyagi iiretimi i¢in elzem bir kaynak olarak Akdeniz
bolgesinde ticari olarak 6nemlidir [9]. Zeytin agaglar1 diinyada genellikle dogu Akdeniz
havzasinin kiy1 bdlgelerinde, giineydogu Avrupa, Bati Asya, Arap Yarimadasi,
Hindistan ve Asya ve Kuzey Afrika'nin komsu kiy1 bdlgelerinde ve Hazar Denizi'nin

giiney ucundaki Kuzey Iran'da yayilis gostermektedir [10,11].
1.1.1. Zeytin Yan Uriinleri

Zeytin agaclarindan ve zeytinyagi ekstraktlarindan elde edilen yan firiinler genellikle
“zeytin yan Urlinleri” olarak bilinmektedir [12]. Hem zeytin agaci yetistiriciligi hem de
zeytin isleme endiistrisinden birgok yan iriin elde edilmektedir. Ancak bunlarin
cogunun pratik uygulamalart bulunmamaktadir. Zeytin yapragi, zeytinyagi
endiistrilerinde kalint1 olarak bol miktarda bulunur. "Zeytin yapragi" terimi hem zeytin
agaclarinin budanmasi hem de hasat ve zeytinlerin temizlenmesinden elde edilen yaprak
ve dallarin karigimini ifade etmektedir [12]. Zeytin yapragi, zeytinyagi ekstraksiyonu
icin toplanan zeytinlerin agirliginin yaklasik %10'unu olusturmaktadir [13]. Bunlarin
¢ogu hayvan yemi olarak kullanilmakta veya budamadan sonra toplanan fazla dallar
basitge yakilmaktadir [13,14].



1.1.2. Zeytin Yaprag

Zeytin yapragi, fenolik bilesikler gibi katma degeri yiiksek {iriinlerin yararli bir kaynagi
olarak kullanilabilecek ucuz bir hammadde olarak kabul edilmektedir [15]. Zeytin
yapraklarinda bulunan ¢ok sayida fenolik bilesik, diinya ¢apindaki arastirmacilarin da
ilgisini ¢gekmistir. Hayvanlar ve insanlarla yapilan bir¢ok calismada, yiliksek antioksidan
kapasite [16,17], antihipertansif [18], kolesterol diisiirticii [19], kardiyoprotektif [20],
anti-inflamatuar [21] ve tedavide yardimci olarak birgok yararli saglik etkisi
bildirmistir. Zeytin yapragi ekstraktlarindaki baglica fenolik bilesikler oleuropein,
hidroksitirosol, verbascoside, apigenin-7-glikozid ve luteolin-7-glikozid'dir [22,23].
Asagida yer alan Tablo 1’de zeytin agac cesitleri ve igeriklerinde yer alan aktif

maddelerin oranlar1 verilmistir.

Tablo 1. Cesithi zeytin agaglarindan elde edilen ektraklarda bulunan, fenol, flavonoid
ve oleuopein oranlari [24]

Zeytin varyeteleri | Toplam fenolik | Toplam flavonoid | Oleuropein mg/g
madde (MgGAE/g) | mg/g
Gerboua (Tunus) 142.21 125.64 45.02
Limouni (Tunus) 144.19 120.88 52.20
Chetoui (Tunus) 102.32 94.03 57.24
Chemlali (Tunus) 99.71 82.74 47.42
Sevillane (Ispanya) | 73.05 56.75 30.76
Lucques (Fransa) 106.80 97.74 52.12
Rosicola (italya) 91.90 76.01 48.48
Meski (italya) 110.03 91.32 52.63

1.1.3. Zeytin Yaprag: Ekstresinin Biyoaktivitesi

Zeytinyaginin zeytin yapragi, zeytin yapragi ekstresi ve ana sekoiridoid bilesik
(oleuropein) ile zenginlestirilmesiyle ilgili ¢alismalar literatiirde yer almaktadir [25].
Zeytin yapragi ekstreleri son zamanlarda diyet {iriinii olarak pazarlanmaktadir [15].
Yapilan ¢alismalar, zeytin yapragi ekstraktinin hayvanlarda kan basincini diigiirme [26]
ve koroner arterlerdeki kan akigini artirma [27], aritmiyi hafifletme ve bagirsak kas

spazmlarin1 [16] onleme kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica yapraklar,



biyoaktif bilesiklerin O6nemli o6l¢iide alimina izin vererek, infiizyonlarda
kullanilabilmektedir. Son yillarda gida maddelerinde, gida katki maddelerinde ve
fonksiyonel gida maddelerinde kullanilmak {izere zeytin yapragi ekstraktina olan talep

artmustir [28].

Gidalarin biyoaktif bilesenleri olarak dogal antioksidanlara artan bir ilgi vardir. Meyve
ve sebzelerden zengin diyetlerin kardiyovaskiiler hastaliklara ve bazi kanserlere karsi
koruyucu etkileri kismen antioksidanlara baglanmistir [16]. Oleuropeinin obezite
tizerindeki etkisi, Ozellikle enerji metabolizmasi ve yaglanma ile ilgili fizyolojik ve
molekiiler yolun 6nemli modiilasyonunda da incelenmistir. Caligmalar, zeytinyagi
ekstraktlarinin saglik yararlarinin, bazi fenolik bilesiklerin ve bunlarin oleuropein,
verbascoside, ligstroside, tirosol ve hidroksitirosol gibi tiirevlerinin biyoyararlanimi

nedeniyle antioksidan 6zellikleriyle baglantili oldugunu gostermektedir [14,16,29].

Oleurcpein

o OH
0 CHy cl!:l CH, cmg@* S
H,E—G—!! | = CH— CH,
0 oe
Sekil 1.0leuropeinin kimyasal yapisi
Ligstroside aglycon
0
) E:Hg—cln—-:H, —CH, @ﬂﬂ
H}G—G—E | — CH—CH,
O bH

Sekil 2. Ligstrosid aglikonun kimyasal yapisi



1.1.4. Zeytinyagimn Fenolik Bilesik Icerigi

Zeytinyaginin fenolik bilesiklerin icerigi acisindan rafine edilmis yaglarin énemli bir
polifenol icerigine sahip olmadiginmi belirtmek gerekir. Yiiksek kaliteli zeytinyaginin
duyusal ve antioksidan oOzelliklerinden sorumlu olan fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlarina iligkin veriler her zaman uyum iginde degildir. Bu yiizden uygun
bir analitik metodolojinin olmamasi, zeytinyaginin fenolik bilesiklerinin kantitatif
degerlendirmesindeki yanligliklarin ana nedenidir. Su anda, zeytinyagi polifenol
igerigini  degerlendirmek igin en yaygin yoOntemlerden biri Folin—Ciocalteau
kolorimetrik testi ve sivi kromatografisidir [30]. Zeytin ve yagin kalitesi oleuropein
miktart ve hidrolitik iiriinlerinden etkilenir [31]. Buna karsilik, yagin fenolik bilesik
icerigi ekim yerine, iklime, ¢eside ve zeytinlerin hasat anindaki olgunlasma diizeyine
baghidir [32,33]. Bu kuralin bazi istisnalar1 olsa bile, seviyeleri genellikle zeytinlerin

asir1 olgunlagmasiyla azalmaktadir [34,35].

Sicak iklimlerde yetistirilen zeytinler, daha hizli olgunlagmalarma ragmen, fenoller
acisindan daha zengin yaglar tretirler [36]; ayrica zeytinyaginin fenolik igerigi iiretim
siirecinden etkilenir. Oleuropein, hem bu formda hem de aglikon olarak zeytinyaginda
bulunan ana polifenoldiir. Dogada zeytin agacinin meyvesinde biiyiime agamasinda net
agirhigin %14'ine kadar birikir [37]; aksine zeytin yesile dondiik¢e miktar1 azalir. Son
olarak, antosiyaninlerin varlig1 nedeniyle zeytin koyu kahverengiye dondiigiinde,
oleuropein  konsantrasyonundaki azalma daha belirgin hale gelir. Meyve
olgunlagsmasinin ilk asamalarinda ve yesil ¢esitlerde oleuropein igeriginin siyah zeytine

gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir [38].

Zeytinyagindaki fenolik bilesiklerin konsantrasyonu, cesitli faktorlerin  karmasik
etkilesiminin bir sonucudur. Zeytinin ¢esidi, olgunlagsma seviyesi, iklim ve ekstraksiyon

isleminden de etkilenmektedir [38].
1.1.5. Zeytinde Yer alan Diger Biyoaktif Bilesenler

Bunlardan biri olan tokoferoller bilinen sekiz "E-vitamin“den alfa-homolog, toplam
tokoferol igeriginin %9011 olusturur. p-tokoferol, &-tokoferol ve y-tokoferol
homologlari i¢in diisiik miktarlar rapor edilmistir [9,39]. Hidroksiterpenik asitler ve

triterpen  dialkolleri eritrodiol ve uvaol biyoaktif bilesiklerdir. Farmakolojik



potansiyelleri i¢in yapilan ¢aligmalar inflamasyon, kanser, kardiyovaskiiler patoloji ve

vazorelaksasyona odaklamaktadir [40,41].

Zeytin ve zeytinyagl biyoaktif maddeleri, skualen, tokoferoller, steroller ve triterpenik
bilesikler gibi yagin sabunlasmayan kisminda bulunan polar olmayan biyoaktif
maddeler ve genellikle karakterize edilen polar fenolik bilesikler olarak iki kategoriye
ayrilabilir. Sivi-sivi ekstraksiyonu veya kati faz ekstraksiyonu ile elde edilen
fraksiyonda bulunan bilesenler “zeytinyagi polifenolleri” adlandirilsa da polar fraksiyon

bilesiklerinin ¢ok az1 polifenollerdir [42].

Polifenoller, dogrusal bir {i¢ karbon zinciri ile birlestirilmis iki benzen halkasi igerir. Bu
tanima gore sadece apigenin ve luteolin gibi flavonoidler polifenollerdir. Ancak bu
bilesikler zeytinyaginda sadece eser miktarda bulunur. Zeytinyagi polar fenollerinin geri
kalan1 (hidroksitirosol, tirozol, hidroksitirosol ve tirozole baglh dialdeydik
dekarboksilmetil elenolik asit formlari, glikozitler ve aglikonlar, lignanlar ve fenolik
asitler) polifenol degildir. Polar olmayan fenoller olan baska bir fenol sinifindan,
tokoferollerden farki vurgulamak i¢in bunlar1 zeytinyagi biyoaktif fenolleri veya

zeytinyagi polar fenolleri olarak karakterize etmek daha dogru olmaktadir [42].

Zeytinya81, yagin stabilitesine, antioksidan kapasitesine, aciligina ve keskinligine
katkida bulunan ve 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip olan fenolik bilesikler de dahil
olmak iizere baz1 kiigiik bilesenler icerir. Yaymlanmis arastirma ¢alismalar1 ve devam
eden calismalar genisletilir ve sonuglar1 daha spesifik diyet Onerileri yapmak igin
kullanilabilir. Bunlar, zeytinyag: fenolik fraksiyonunun kardiyovaskiiler hastalik ytikiine
kars1 koymadaki etkinligini dikkate alabilir. Zeytin ve zeytinyagi fenolleri iizerine
arastirmalar1 geciktiren ana faktorlerden biri, kimyasal yapilarinin 6nemli cesitliligi ve
karmasikligidir. Bu nedenle, yeni yaklasimlar, gida kimyasi, biyokimya, farmakoloji ve
diger biyolojik bilimler dahil olmak iizere cesitli disiplinlerdeki gecmis ve gelecekteki
deneylerin sonuglarini biitlinlestirmeyi ve baslica bireysel fenollerin ve diger biyoaktif
maddelerin ¢ogunu cesitli kronik hastaliklara karsi yeni ajanlar olarak dogrulamayi

amaglamalidir [43,44].



1.2. Propolis

Propolis, sagliga sayisiz etkisi nedeniyle eski caglardan beri halk hekimliginde
kullanilan en bilinen bal aris1 iiriinlerinden biridir. Guniimiizde, aktif farmasotik
bilesenler (API'ler) olarak kullanilabilecek cesitli ekstraktlarin iiretimi i¢in baslangic
hammaddesi olarak da kullanilmaktadir. Ham propolis, bal arilar1 tarafindan ¢ogunlukla
farklr bitki tiirlerinin ¢igek ve yaprak tomurcuklarindan toplanan dogal ve yapigskan

formda bulunan bir Grindir.

Genel olarak propolis, bitki recineleri ve ugucu yaglar, balmumu ve polenden olusur.
Propoliste tanimlanan organik bilesiklerden bazilar1 polifenoller, terpenler, esterler,
amino asitler, vitaminler, mineraller ve sekerlerdir [45,46]. Bitki materyali, ar
kovaninin bélmelerine dahil edilmeden 6nce, 6zellikle tiikiiriik olmak iizere, bal arisinin
sindirim sistemi ile temas ettiginden, propolis, hayvan kaynakli bir iiriin olarak kabul
edilmektedir. Bal arilari, propolisi oncelikle ahsap duvarlardaki ve kovanin diger
kisimlarindaki catlaklar1 kapatarak ve balmumu peteklerinin yapisini giliglendirerek bir
termo izolasyon malzemesi olarak kullanilmaktadir. Ek olarak, koloni diizeyinde toplu

sosyal bagisikligin 6nemli bir pargasidir [47].

Ham propolisin biyoaktif molekiil profili, cografi ve botanik kdkene, mevsime, arilarin
genetigine ve gevresel faktorlere gore degismektedir [48,49]. Toplanan propolisin
kalitesi ve miktari, bitki cesitliligine ve mevcudiyetine, toplama kaynagina ve siiresine,
aricilarin teknik ve uygulamalarina ve ayrica ¢evre sagligina baghdir [50,51]. Dogrudan
cergevelere ve cat1 altina veya bir kovanin yan taraflarina yerlestirilen 6zel toplayici
tuzaklar, propolisin kirlenmeden ¢ikarilmasini saglayan yaygin olarak kullanilan hasat
yontemleridir. Toplanan propolis, esnetilerek veya fir¢alanarak donmus aglardan

cikarilir [52].
1.2.1. Propolis Ekstratlar:

Propolis ekstraktlarinin kimyasal profili ayrica ekstraksiyon solventi tipine, solvent
oranina ve ekstraksiyon prosediirlerine de bagli olacaktir. Genel olarak propoliste
tanimlanmis 500'den fazla biyoaktif molekiil vardir ve bunlarin ¢ogu ikincil bitki

metabolitleridir [53]. Bu molekiillerin birgogunun antioksidan, anti-inflamatuar,



antimikrobiyal, immiinomodiilatdr, antitiimor, antiiilser ve yara iyilestirici etkileri

bulunmaktadir [54,55].

Propolis ektraktinda yer alan aktif iriinlerden olan polifenoller oldukc¢a ¢esitli gruplari
vardir. Propolisin hem aktif farmasétik bilesen (API) hem de diger potansiyel API'lerin
biyolojik aktivitesi ilizerine yapilan ¢aligmalar olsa da bu konuda hala eksik noktalar
oldugu goriilmiistiir. Buna bagli olarak da propolisin aktivitesi, aktif bilesiklerinin
ekstraksiyonuna bagli olmasindan dolayr farmasotik arastirma ve gelistirmede

uygulamalari i¢in gerekli iyilestirmeler yapilmaya devam etmektedir [47].
1.2.2. Propolis Tipleri ve Biyoaktiviteleri

Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika'da en bol bulunan propolis tiirli, kavak propolisidir.
Kavak propolisi flavonlar agisindan zengindir, flavanonlarin yaninda fenolik asitler ve
bunlarin esterleri de bulunmaktadir [48]. Rusya'dan gelen hus agaci propolisi de
flavonlar ve flavonoller agisindan zengindir ancak kavak propolisinden farkl: bir tiptedir
[48]. Propolis kaynagina gore igerdigi aktif bilesenler degisim gostermektedir. Ornegin,
Brezilya'dan gelen yesil propolisin birincil kaynagi Baccharis spp., o6zellikle B.
dracunculifolia'dir. Bu tip, yesil propolis belirtegleri olarak kullanilan artepillin C 3,5-
diprenil-4-hidroksisinnamik asit; [3] ve 3-prenilsinnamik asit alil ester [4] gibi

diterpenoidler ve prenile edilmis fenilpropanoidler bakimindan zenginidir.

Farkl1 biyoaktif molekiillere sahip ¢ok sayida propolis tiirii nedeniyle botanik kdkene
karsilik gelen kimyasal profile uygun standardizasyon onerilmektedir [48]. Kavak tipi
propolis i¢in, kavak tipi propolis Oziitiiniin tanimlanmasi ve standardizasyonu igin

kafeik asit, ferulik asit ve esterleri gibi markdr bilesikler kullanilmaktadir [47].
1.2.3. Propoliste Yer Alan Uriinlerin Biyoaktivitesi

Propolisin kimyasal bilesimindeki ve dolayisiyla biyolojik aktivitesindeki farkliliklar,
tirii ve cografi kokeni ile iliskilidir. Bununla birlikte, propolis karmasik bir karigim
olmasma ragmen, esas olarak bitki kaynakli maddelerden elde edilen flavonoidler,
fenolik asitler ve eterler ana polifenol bilesikleridir [56]. Bir ¢ogu, kaempferol gibi,
bliylime ve gelisme icin gerekli 300'den fazla metalloenzimin kofaktorii olan ¢inkoya

baglanir ve antikanser aktiviteye sahip ¢ok etkili radikal kompleksler olusturmaktadir
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[57]. Polifenoller, NADPH ve ksantin oksidaz [58] gibi serbest radikal iireten enzimleri
inhibe eder veya siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz [59,60] gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu arttirdigr goriilmiistiir. Protein kinaz C (PKC) regiilasyonu
yoluyla bir¢ok hastalik durumu igin antioksidan aktivite ve alaka diizeyini daha fazla
detaylandirmistir [61]. Antikanser aktivitesinde polifenoliin hedefi, fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K)/Akt/mTOR sinyal yolunu diizenleyerek bir hiicre dongiisiiniin meydana
gelmesidir [62]. Ayrica transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa B (NF-xB) [63],
siklooksijenaz-2 (COX-2), mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), TNF-a

tiretimi, interlokin-1 gibi proinflamatuar faktorleri de inhibe etmektedirler [57].

Antimikrobiyal aktiviteleri, bakterilere, viriislere ve mantarlara karsi dogrudan
etkilerinden biyofilmler gibi mikrobiyal viriilans faktorlerinin baskilanmasina kadar
uzanir. Bir¢cogu, coklu ilaca direngli mikroorganizmalara karsi c¢esitli antibiyotiklerle

sinerjik olarak hareket etmektedirler [64].

Propoliste yer alan flavonlardan biri olan krisinin ¢ok sayida farmakolojik etkisi
tanimlanmaktadir. Krisin'in organ koruyucu (6rn. ndéroprotektif, nefroprotektif ve
kardiyoprotektif) eylemlerinin temeli, redoks-aktif transkripsiyon faktorii NF-kB'nin
baskilanmasidir [65]. Ayrica TNF-a [66] ve IL-f'nin azaltilmasi gibi antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri de bulunmaktadir. Ayrica matriks metalloproteinaz-10 (MMP-
10), epitelyalden mezenkimal gecise ve PI3K/Akt sinyal yolunu modiile ederek insan
ticlii negatif meme kanseri hiicrelerinin metastatik potansiyelini de engeller [67].
Krisin'in antimikrobiyal aktivitesi arastirma odaginda daha az olmasina ragmen, krisin
viral replikasyonu inhibe ettigi i¢in bir miktar potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir [68].
Buna karsilik, sentetik tiirevleri Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve

Staphylococcus aureus'da yag asidi biyosentezini (FAB) inhibe etmektedir [69].

Propoliste ye ralan flavonlardan bir digeri olan galangin ise NF-kB ve PI3K/AKT sinyal
yolunu inhibe ederek inflamasyonu baskilamaktadir [70,71]. Antimetastatik aktivitesine
PKC/ERK sinyal yolu [72] ve ERK1/2 fosforilasyonu [73,74] aracilik etmektedir.
Galangin ve kersetin (propoliste de cok bol) antiproliferatif aktivitesi, apoptozun
kaspaz-8/Bid/Bax aktivasyonunu igeren mitokondriyal yol yoluyla indiikklendigi insan
mide kanseri hiicre hattinda (SGC-7901) gosterilmistir [75]. Propolisten izole edilmis

galangin ayrica test edilmis ve c¢oklu direngli bakterilere karsi bakterisidal aktiviteyi
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ifade etmektedir. Bakterilerin sitoplazmik membrani, potasyum kaybina ve bakteri
hiicrelerinin agregasyonuna neden olarak biitiinliglinii bozdugu i¢in galanginin

aktivitesi i¢in hedef bolgedir [76,77].

Brezilya propolisinin kafeik asidi ve etanolik 6ziitii, makrofajlarda p38 MAPK, JNK1/2
ve NF-kB gibi LPS ile indiiklenen sinyal yollarini bastirdig1 goriilmiistiir [78].

Kokeni ve bilesimi ne olursa olsun, propolis Ozleri antioksidan 6zelligi gosterse de
farkli etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Brezilya kirmizi propolisinin 0ziitii, Nrf2-
ARE hiicre i¢i antioksidan yolunu aktive ederek ROS olusumunu ve sitotoksisiteyi
bastirdg1 gosterilmistir [79]. Propolis ekstraktlar1 mayalara, mantarlara, virislere,
bakterilere ve hatta parazitlere karsi aktiftir ve Streptococcus ve S. aureus, Bacillus
subtilis, E. faecalis gibi Gram pozitif bakterilere ve Candida tiirlerinin mayalarina kars1
en etkili olam1 oldugu gosterilmistir [80,81]. Antimikrobiyal aktivitede genellikle
bakteriyel membran gecirgenligini artiran, membran potansiyelini bozan, ATP iiretimini
azaltan ve bakteriyel hareketliligi azaltan polifenoller propoliste yer almaktadir [45].
Propolisteki polifenollerin aktivitesi, fenolik bilesenlerin bir arada etkilesimleri
diisiiniilmelidir heniliz tanimlanmamis diger bilesikler de polifenollerin aktivitesini ve

stabilitesini etkileyebilecegi diistintilmektedir [82,83].

Bununla birlikte propolisdeki en oOnemli problem igerigindeki polifenollerin
biyoyararlanimi sorunudur [84]. Biyoyararlanimi etkileyecek ilgili faktor, yapilan
calismalara gore propolis ekstraksiyonu ve standardizasyon yontemidir [85]. Propolise
(karigim ve bilesenler) ait farmakolojik bilgi arttikca, ekstrakt hazirlama teknolojileri de
artmaktadir. Tlging bir sekilde, propolis igerigi ekstraksiyona bagli olarak degisse de,
farkli ekstraktlarin biyolojik aktiviteleri karsilastirilabilmektedir. Cesitli ¢oziiciilerde ve
stv1 ve kati formlarda ¢6ziinen propolisin, aynt ham maddeden iiretildiginde benzer bir
kimyasal bilesime sahip oldugunu, toplam polifenol igeriginde farkliliklar oldugunu
ancak karsilastirilabilir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [86]. Ekstrak
kimyasal profilinin solvent oranma ve ekstraksiyon prosediirlerine bagimliligin
bildirmistir [87]. Maserasyon en yiiksek miktarda aromatik asit verirken, mikrodalga
destekli ekstraksiyon en yiiksek flavonoidlerin ekstraksiyonuna yol agmistir. Bununla

birlikte, bu farkliliklar antimikrobiyal aktiviteyi 6nemli 6l¢iide etkilemedigi gortilmustiir
[87].
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1.2.4. Zeytinyag1 Bazh Propolisin Biyoaktivitesi

Bitkisel yaglar, apolar ¢oziiciilerdir. Bu yaglar, propolis ekstraksiyonunda apolar
bolgedeki bilesenler i¢in iy1 ¢oziicti 6zellikleri gosterir. Bu anlamda zeytinyagi, kanola
yagl, palm yagi, soya fasulyesi yagi, keten tohumu yagi ve bazi bitkisel yaglarin
kullanildig1 ve biyoaktivitenin farkli diizeylerde belirlendigi bilimsel c¢alismalar
mevcuttur [88,89]. Bitkisel yaglarda hazirlanan propolislerde de zeytinyagi basta olmak
tizere bitkisel yag ekstraktlari, ugucu yag ekstraktlari, ¢oklu alkollerin ekstraktlar
(gliserol, glikol vb.) ile daha az kullanilan igeceklerde bekletme, sirke gibi iirlinlerde
¢ozme, degisik sivi karisimlarinda demleme ve/veya biitiin bunlarin kombinasyonlari

mevcuttur [90].

Propolisin Dbitkisel yaglarda uygun yontemlerle ¢6ziilmesi, farkli endistrilerdeki
kullaniglilig1 ve kullanilan solventin ek faydalar1 nedeniyle saglik agisindan oldukga
onemlidir. Farkli bitkisel yaglarla ekstrakte edilen propolis antimikrobiyal, antitiimdral,
anksiyolitik ve antidepresan gibi biyolojik aktiviteleri bilimsel olarak kanitlanmistir.
Ornegin Brezilya propolisinin yag ekstraktinin in vitro ve in vivo antitiimoral dzelliklere
sahip oldugunu gosteren bir calismada, yag ekstraktinin tiimor biiylimesini inhibe
etmede alkol ekstrakti kadar etkili oldugu kanitlanmistir [72]. Benzer bir ¢alisma, yag
ve etanolik ekstraktlarin HL-60 hiicrelerine kars1 antiproliferatif etkisini gostermistir
[91]. Baska bir arastirmada; propolisin yag ekstraktinin (OEP) merkezi sinir sistemi
lizerinde uyarici, anksiyolitik ve antidepresan etkileri oldugu ve bu nedenle OEP'nin
anksiyete ve depresyon tedavisinde terapdtik bir ajan olarak kullanilabilecegi one

stirilmiisttr [92].

Zeytinyagr bazli propolis ekstraktlarinin kalitatif bilesiminin karsilastirilmasi, daha
diisiik polariteye sahip zeytinyagi ilavesi kullanilarak daha farkli bilesiklerin ekstrak
edilebilecegini gostermektedir. PEG ilavesi ve yliksek sicakligin etkisi, ekstraktlardaki
toplam fenolik bilesik miktarini istatistiksel olarak 6nemli dlglide arttirdigi goriilmiistiir.
HPLC analizi, bu yontemin fenolik asitlerin bagarili bir sekilde ekstraksiyonuna olanak
tanmidigin1  gostermektedir [47]. Etanolik olmayan propolis ekstraktlarinin yeterli
miktarda fenolik bilesige sahip oldugunu, ancak Brezilya propolisinin kanola ve soya
fasulyesi yag1 Ozlerinin, etanol-su o6zlerinden daha diisiik antiradikal aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur [93]. Hindistan cevizi yag1 ve zeytinyagi ile Endonezya Trigona
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ignesiz ar1 propolis 6zleri, etanol 6zlerinden daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur [94].

Farkli sekilde hazirlanmis etanolik olmayan propolis ekstraktlarinin radikal siipiirme
aktivitesi spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir Bircok makalede sunulan veriler,
EEP'nin radikal siipiiriicii aktivitesinin, polifenolik bilesiklerin, 6zellikle flavonoidlerin

toplam igerigi ile iliskili oldugunu gostermektedir [95,96].

Zeytinyag1 ekstrakti yapiminda etanol disinda solventler de kullanilmistir. Farkli
¢Oziiciiler igeren ticari propolis 0zleri lizerinde c¢alisilmis ve yag preparasyonunun genis
bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica gliserin soliisyonu
gram-pozitif bakterilere ¢ok az inhibisyon gdstermistir; etanol ve propilen glikol
¢ozeltileri, mayalara karsi iyi aktivite gostermistir [97]. Litvanya propolisinin su,
gliserol, makrogol 400 (polietilen glikol 400) ile ekstraksiyonu denenmis ve toplam
fenolik madde konsantrasyonu agisindan degerlendirildiginde, en iyi neticenin sulu
makrogol ve sulu makrogol artt sodyum sitrat ¢ozeltileri oldugu gosterilmistir [98].
Bitkisel yaglarin yesil Brezilya propolisinin ekstraksiyonu icin etkili oldugu ortaya

¢ikmus, ekstraktlar in vitro ve in vivo olarak iyi bir antitiimor etki gostermistir [99].

Tim bunlar biyoyararlanim ve biyoaktiviteyi arttirmak icin propolis ekstraksiyon
teknolojisini gelistirmek ve dogrulamak icin daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini

gostermektedir

Sekil 3. Aydin (Memecik) yoOresi zeytin ve zeytin yapragi



Sekil 6. Manisa (Domat) yoresi zeytin ve zeytin yapragi
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2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Orneklerin Temini

Zeytin agacinin yaygin olarak yetistirildigi 4 farkli yoreden ve 5 farkli zeytin agaci
cinsinden yapraklar toplanmistir; Balikesir (Gemlik), Balikesir (Ayvalik), Manisa
(Domat), Bursa (Gemlik), Bursa (Trilye), Aydin (Memecik). Ornekler temin edildikten
sonra yikanmis ve 35 °C firinda kurutma iglemi uygulanmisgtir. Zeytinyagi ve zeytinyagi
bazli propolis Erciyes Teknopark’ta yer alan Nutral Therapy firmasindan temin

edilmistir.
2.2. Reaktifler ve Standartlar

Kimyasallar; 2,2-difenil pikrilhidrazil (DPPH), amonyum molibdat, sodyum fosfat,
stlfurik asit, gallik asit, askorbik asit ve Folin-Ciocalteu reaktifleri Sigma-Aldrich'ten
(St. Louis, MO, ABD) ten temin edilmistir. Kullanilan diger tiim kimyasallar ve

solventler analitik safliktadir.
2.3. Zeytin Yapraklarimin Ekstraksiyonu

Zeytin yapraklar1 kurutulduktan sonra toz haline getirilmistir. Ultrason destekli
ekstraksiyon, 25 °C'de 50 Hz frekansli bir ultrasonik banyoda gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in, 500 mg kurutulmus ve ogiitiilmiis yaprak ve 10 mL %80 EtOH ile bir
erlenmayer sisesine agzi kapali bire sekilde banyoya yerlestirilmis ve 30 dakika
bekletilmigtir. Daha sonra karisim 5000 g'de 25 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra, siipernatan Whatman No 1 filtresinden siiziilmiis ve biyokimyasal 6l¢iimler icin

analiz edilene kadar -20 C'de saklanmistir. Doner buharlastiricida  ¢6ziicii
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uzaklastirildiktan sonra %25 ve %50 konsantrasyonda (25 mg/100 ml ve 50 mg/100 ml)

zeytinyagi bazli propolise homojen bir sekilde karistirtlmistir.

2.4 Zeytinyaprag Oziitii Eklenmis Zeytinyagi Bazli Propolis Orneklerinin Toplam
Fenolik Madde Icerigi

Calismada kullanilan propolisin toplam fenolik madde igerigi, Folin-Ciocalteu yontemi
ile belirlenmis ve spektrofotometrik olarak tespit edilmistir [100]. Zeytinyagi bazli
propolisten 1 ml tartilarak, 4 mL (1:4 oraninda 4 kat seyreltilmis) metanol (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) ile tamamlanmustir. Elde edilen karisim vorteksle
karigtirtlarak 1yi erimesi saglanmistir. Bu islemlerin sonrasinda hazirlanan soliisyon
Whatman No. 1 (Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) kagidindan filtre edilmistir.
Propolis ornekleriyle yapilan ¢alisma 5 tekrar olacak sekilde dizayn edilmistir. 40 pL
stok propolis 6rnegi hazirlanmig ve 2400 pL distile su, 200 puL sulandirilmamis Folin-
Ciocalteu (Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) reaktifi, 600 L. sodyum karbonat (%20
Na2COs Merck Millipore KGaA, Darmstadt, Germany) eklenmistir. ilave islemlerin
sonunda tekrar 760 uL’lik distile su ilave edilmistir. Elde edilen ¢6zeltinin absorbansi

spektrometrede (Varian Cary, United State) 765 nm dalga boyunda okutulmustur.

Gallik Asit Kalibrasyon Kiirvesi
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Sekil 7. Gallik asit kalibrasyon kiirvesi. Ornekler kore karsi okunmus ve toplam

fenolik madde miktarlar1 6nceden hazirlanmig gallik asit standart egrisi
kullanilarak mg/L olarak hesaplanmig, tabloda mgGAE/ml olarak ifade
edilmistir.
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2.5. Propolisin Antioksidan Aktivitesi

Orneklerinin antioksidan kapasiteleri fosfomolibden metoduyla belirlenmistir [101].
Propolis ornekleri 1 g tartilarak tizerine 9 mL metanol eklenmistir. Cozelti vorteks ile
karistirilarak tamamen erimesi saglanmistir. Daha sonrasinda soliisyon Whatman No. 1
(Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) kagidindan filtre edilerek gecirilmistir. Sodyum
fosfat ve amonyum molibdat bir meziirde saf su yardimiyla ¢ozdiiriilmiis ve iizerine
tartilan siilfiirik asit yavas yavas eklenmistir. Stok drnekten 400 pL 6rnek sivi bollintiisii
4 ml reaktif soliisyon ile (0.6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum
molibdat)  karistirllip, standa  dizilerek 95°C  su  banyosunda (Julabo®,
Seelbach/Germany) 90 dakika boyunca bekletilmistir. Reaksiyon suda sogutulduktan

sonra elde edilen 6rneklerin absorbansi 695 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

okunmustur.
Askorbik Asit Kalibrasyon Kiirvesi
09 0,0052x - 0,0141
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g 4000 T
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Sekil 8. Askorbik asit kalibrasyon kiirvesi. Orneklerin antioksidan aktivitesi

askorbik asit egrisi kullanilarak mg/L olarak hesaplanmig, mgAAE/mI
olarak ifade edilmistir.

2.6. Propolisin Antiradikal Aktivitesi

Propolis ekstraktlarinin serbest oksijen temizleme aktiviteleri bazi degisiklikler
yapilarak DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) metodu kullanilarak belirlenmistir
[102]. Propolis numuneleri 1 g tartilmis ve 4 mL (1:4 oraninda 4 kat seyreltilmis)
metanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) ile tamamlanmistir. Tamamlama
isleminde sonra numuneler vorteks ile karistirilarak iyice erimesii saglanmistr. Homojen

solisyon Whatman No. 1 (Sigma Aldrich, Darmstadt Germany) kagidindan filtre
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edilerek gecirilmistir. Propolis Orneklerinin hazirlanmasi ¢alisma igerisinde 5 tekrar
yapilacak sekilde planlanmistir. DPPH reaktifinden (Sigma Aldrich, Darmstadt
Germany) 0.0049 g tartilmis ve 20 mL metanol ile ¢ozdiiriilmiistiir. C6zme isleminden
sonra tekrar metanol ile 125 ml ye tamamlanmistir. Propolis numunelerinden 100 pL,
DPPH reaktifinden ise 3900 pL alinarak karistirilmistir. Karigim oda sicakliginda
karanlikta 2 saat bekletilerek absorbanslart 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak okunmustur.
2.7. istatistiksel Analiz

Arastirma sonucunda elde edilen tiim veriler i¢in SPSS 16.0 (Statistical Package for the
Social Sciences) Software paket programi kullanilmistir. Tanimlayict istatistikler i¢in
Aritmetik Ortalama (X) verileri birbiri ile karsilastirarak, gruplar arasinda fark olup
olmadig1 6grenilmek istendigi igin; standart hata (SX) kullanilmis; degiskenlere ait
veriler Shapiro-Wilk normallik testi ile belirlenip parametrik ve bagimsiz degiskenlere
ait veriler tek yonli ANOVA testi ile analiz edilmistir. Tek yonliit ANOVA testinde
varyans homojenitesi gosteren bu veriler i¢in Post-hoc Tukey testi kullanilmistir.
Bagimsiz iki 6rneklemin karsilagtirilmasi i¢in varyans homojenitesi gosteren verilerde
independent-T test kullanilmistir. Tiim istatistiksel testler igin anlamlilik diizeyi o =

0.05 olarak belirlenmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Orneklerin Fenolik Madde icerigi

Arastirmada kullanilan tiim Orneklerin toplam fenolik madde igerigi 38.38-107.83
mgGAE/ml arasinda degisiklik gostermistir. % 50 konsantrasyonda zeytin yapragi
oziitli eklenen propolis ornekleri ile eklenmemis propolis ve zeytinyagi drneklerinin
orneklerin toplam fenolik madde igerigi arasinda istatistiki olarak 6nemli farklilik tespit
edilmistir (p<0.01). Balikesir (Gemlik ve Ayvalik), Manisa (Domat), Bursa (Gemlik ve
Trilye), Aydin (Memecik) Orneklerinin toplam fenolik madde icerikleri sirasiyla
90.83t£1.44 (mgGAE/ml), 93.76+6.43 (mgGAE/ml), 98.33+5.57 (mgGAE/ml),
101.26+6.50 (mgGAE/ml), 107.83+£2.2 (mgGAE/ml), 82.60+5.0 (mgGAE/ml) oldugu
tespit edilmistir. En yiiksek toplam fenolik madde igerigi Bursa (Gemlik ve Trilye)
orneklerinde belirlenmistir. Diger zeytin yaprag: oziitleri eklenen propolis 6rneklerinin

toplam fenolik madde igerigi zeytinyagi bazli propolise yakin bulunmustur.

Calismada, % 25 konsantrasyonda Balikesir (Gemlik ve Ayvalik), Manisa (Domat),
Bursa (Gemlik ve Trilye), Aydin (Memecik) Orneklerinin toplam fenolik madde
icerikleri sirasiyla 71.56+5.10 mgGAE/ml, 64.82+1.53 mgGAE/ml, 67.40£1.92
mgGAE/ml, 69.80+0.34 mgGAE/ml, 68.45+0.37 mgGAE/ml, 64.19+0.39 mgGAE/mlI
oldugu tespit edilmistir. Arastirmada %25 konsantrasyonda zeytinyapragi eklenen
zeytinyagl bazli propolis oOrnekleri ile zeytinyagi ve zeytinyagi bazli propolis
orneklerinin toplam fenolik madde igerigi arasinda istatistiki olarak onemli farklilik

bulunmamistir (p>0.05).
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Tablo 2. Arastirmada Kullanilan Orneklerin Toplam Fenolik Madde, Antioksidan ve
Antiradikal Aktiviteleri

Ornek Cografik  orijin- | TFM AOA (mgAAE/mI) | ARA (mg/ml)
cins (mgGAE/ml)
Zeytinyagi Aydmn 38.38+3.56° 36.54+1.09% 0.92+0.18a
PZE Aydin 51.6+0.04%® 37.80+0.142 1.06+0.05ab
% 50
PZE+ 7YO1 Balikesir (Gemlik) | 90.83+1.44°b 50.06+0.24° 1.20+0.01b
PZE+ZYO?2 Balikesir (Ayvalik) | 93.76+6.43 49,98+0.30° 1.21+0.02b
PZE+ZYO3 Manisa (Domat) 08.3345.57"¢ 50.19+0.16° 1.17+0.06b
PZE+7ZY04 Bursa (Gemlik) 101.26+6.50° 50.82+1.30° 1.09+0.02ab
PZE+ZYOS Bursa (Trilye) 107.83+2.2° 51.35+0.89° 1.134+0.04ab
PZE+ZYO6 Aydin (Memecik) 82.60+5.0° 49.16+0.30° 1.19+0.01b
p 0.001 0.004 0.001
% 25
PZE+ ZYOI Balikesir (Gemlik) | 71.5645.10 44.05+2.63 1.07+0.02
PZE+ZYO?2 Balikesir (Ayvalik) | 64.82+1.53 36.55+1.65 1.0040.06
PZE+ZYO3 Manisa (Domat) 67.40+£1.92 38.64+0.83 0.92+0.02
PZE+7Y04 Bursa (Gemlik) 69.80+0.34 39.68+0.10 0.99+0.06
PZE+ZYOS Bursa (Trilye) 68.45+0.37 38.58+1.77 1.05+0.05
PZE+ZY06 Aydin (Memecik) 64.19+0.39 36.09+0.67 0.98+0.01
p 0.086 0.180 0.332

PZE: propolisin zeytinyag: ekstrakti
ZYO: Zeytinyaprag: 6ziitii
Degerler, iig tekrarin ortalama * standart hatasidir.
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Sekil 9.

TFM

R —

TFM: Toplam fenolik madde AOA: Antioksidan aktivite
ARA: antiradikal aktivite (DPPH inhibitor konsantrasyonu)

PZE PZE+zYO1 PZE+zYO2 PZE+ZYO3 PZE+zYO4 PZE+ZYO5 PZE+zYO6

ZY, PZE ve % 25 konsantrasyonda zeytinyapragi eklenmis Orneklerin
toplam fenolik madde igerigi (p<0.01)
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Sekil 10.  ZY, PZE ve %50 konsantrasyonda zeytin yapragi eklenmis oOrneklerin
toplam fenolik madde igerigi

3.2. Orneklerin Antioksidan Aktivitesi

Calismamizda yer alan zeytin yapraklarinda elde edilen zeytinyag bazli propolis

orneklerinin bulunan antioksidan aktivite bulgular1 Tablo 2’de yer almaktadir.

Yapilan analizde bulunan sonuglara gore zeytin yapraklarindan elde edilen 6ziitiin - %25
konsantrasyon ile eklendiginde Balikesir (Gemlik ve Ayvalik), Manisa (Domat), Bursa
(Gemlik ve Trilye), Aydin (Memecik) orneklerinin antioksidan aktivite igerikleri
sirastyla 44.05+2.63 mgAAE/ml, 36.55+1.65 mgAAE/ml, 38.64+0.83 mgAAE/ml,
39.68+0.10 mgAAE/ml, 38.58+1.77 mgAAE/ml, 36.09+0.67 mgAAE/ml oldugu tespit
edilmistir. Zeytin yapraklarindan elde edilen Oziitiin %50 konsantrasyon ile
eklendiginde ise toplam antioksidan miktarlari; Balikesir (Gemlik ve Ayvalik), Manisa
(Domat), Bursa (Gemlik ve Trilye), Aydin (Memecik) 6rnekler sirasiyla 50.06+0.24°
mgAAE/ml, 49.98+0.30 mgAAE/ml, 50.19+0.16 mgAAE/ml, 50.82+1.30 mgAAE/mlI,
51.35+0.89 mgAAE/ml, 49.16+0.30 mgAAE/ml, oldugu belirlenmistir.

En yiiksek antioksidan aktivite %25 konsantrasyondaki Balikesir (Gemlik) 44.05+2.63
MgAAE/mI ile elde edilirken, en disiik diizeydeki antioksidan aktivite ise %25
konsantrasyondaki Aydin (Memecik) 36.09+0.67 mgAAE/ml 6rneginde tespit

edilmistir.
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Zeytin yapraklarindan elde edilen 6ziit %50 konsantrasyon ile eklendiginde ise en
yiiksek antioksidan aktivite Bursa (Trilye) 51.35+0.89 mgAAE/ml ile elde edilirken, en
diisiik antioksidan aktivite Aydin (Memecik) 49.16+0.30 mgAAE/ml o6rneginde

bulunmustur.

ANTIOKSIDAN AKTIVITE
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Sekil 11.  ZY, PZE ve %25 konsantrasyonda zeytin yapragi eklenmis orneklerin
antioksidan aktivitesi
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Sekil 12.  ZY, PZE ve % 50 konsantrasyonda zeytinyapragi eklenmis orneklerin
antioksidan aktivitesi (p<0.05)
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3.3. Orneklerin Antiradikal Aktivitesi

Yapilan analizde bulunan sonuglara gore zeytin yapraklarindan elde edilen 6ziitlin = %25
konsantrasyon ile eklendiginde Balikesir (Gemlik ve Ayvalik), Manisa (Domat), Bursa
(Gemlik ve Trilye), Aydin (Memecik) orneklerinin antiradikal aktivite icerikleri
sirastyla 1.07+0.02 mg/ml, 1.00+0.06 mg/ml, 0.92+0.02 mg/ml, 0.99+0.06 mg/ml,
1.054+0.05 mg/ml, 0.98+0.01 mg/ml oldugu tespit edilmistir. Zeytin yapraklarindan elde
edilen 6ziitiin % 50 konsantrasyon ile eklendiginde ise antiradikal aktiviteleri; Balikesir
(Gemlik ve Ayvalik), Manisa (Domat), Bursa (Gemlik ve Trilye), Aydin (Memecik)
ornekleri sirasiyla 1.20+0.01 mg/ml, 1.21+0.02 mg/ml, 1.17+0.06 mg/ml, 1.0940.02
mg/ml, 1.13+0.04 mg/ml, 1.194£0.01 mg/ml oldugu belirlenmistir.

ANTIRADIKAL AKTIVITE
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Sekil 13.  ZY, PZE ve %25 konsantrasyonda zeytin yapragi eklenmis Orneklerin
antiradikal aktivitesi
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Sekil 14.  ZY, PZE ve % 50 konsantrasyonda zeytin yapragi eklenmis orneklerin
antiradikal aktivitesi

En yiiksek antiradikal aktivite % 25 konsantrasyondaki Balikesir (Gemlik) 1.07+0.02
mg/ml ile elde edilirken, en disiik diizeydeki antiradikal aktivite ise % 25

konsantrasyondaki Manisa (Domat) 0.92+0.02 mg/ml o6rneginde tespit edilmistir.

Zeytin yapraklarindan elde edilen 6ziit %50 konsantrasyon ile eklendiginde ise en
yiiksek antiradikal aktivite Balikesir (Ayvalik) 1.21+£0.02 mg/ml ile elde edilirken, en

diisiik antiradikal aktivite Bursa (Gemlik) 1.09+0.02 mg/ml 6rneginde bulunmustur.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Farkli bitkisel yaglar ile ekstrakt edilen propolisin biyokaktivitesinin yiiksek oldugu
bircok c¢alismada gdsterilmistir. Ancak {iriin miktar1 kullanilan ¢6ziiciiniin 6zelligine
gore degismektedir. Buna bagl olarak Endonezya bdlgesinde yapilan bir caligmada
arilardan elde edilen propolisin farkli kimyasallar ile ekstraksiyonu yapilmis, en yiiksek
trtin verimi etanol ekstraktinda en diisiik diizeydeki iriin verimi ise zeytinyagi
ekstraktindan elde edildigi gortlmistiir [103]. Giiney Amerika iilkesi olan Brezilya’da
yag ekstraktli propolisinin C. albicans’a kars1 antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir
[104]. Litvanya ‘da ise propolisin zeytinyagi ekstraktinda ferulik asit, kumarik asit ve
vanilin bilesiklerinin yiiksek miktarda olduklarini ve béyle baz1 mantar ve bakterilere

kars1 antimikrobiyal etkisi oldugu bulunmustur [105].

Zeytinyag1 ekstraktli propolis ile yapilan bir klinik arastirmadaysa balli propolis
zeytinyagi ekstraktinin kullanilmasiin oral mukozite efektif oldugu bulunmustur [106].
Brezilya’da yapilan farkli bir caligmada ise bitkisel yag ekstraktli propolisin in-vitro ve
in-vivo antitimoral o6zellikleri oldugu gosterilmis ve calismada timor gelisiminin
onlenmesinde etkili olabildigi ortaya koyulmustur. Baska bir arastirmada, HL-60,
MDA-MB-435 ve SF-295 hiicre hatlar1 ile ¢alisilmis ve bu hiicre hatlarinda propolisin
yag ve etanol alkol bazli esktraklarin antiproliferatif etkisi oldugu gdsterilmistir [107].
Buna benzer bir ¢alismadaysa propolisin yag ekstraktinin merkezi sinir sistemi {izerinde
etkili oldugu bundan dolay1 anksiyete ve depresyon tedavisinde kullanilabilecegi ilan

edilmistir. iran’da ise propolisin zeytinyag: ekstrakti iizerine ar1 siitii ile bal ilave
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edilmis ve diyabetli deney farelerinden yara iyilesmesini olduk¢a kisa siirede

iyilestirdigi goriilmiistiir [108].

Bu calismamizda zeytinyagi Oziitlinlin yliksek antioksidan ve antiradikal ozellikte
oldugu belirlenmistir. Propolisin toplam fenolik madde igerigi, propolisin toplandigi
yere ve zamanina, eckstrak yontemine ve son olarak da ¢oziiciiye bagl farklilik
gosterecegi ve bununla beraber yiiksek biyoaktivite icerdigi bircok c¢alismada ispat
edilmistir. Ulkemizde yer alan propolisin kavak tipi oldugu yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir [109]. Kavak tipi propolisin alkol bazli ekstraktinda ve su ekstraktinda
farkli fenolik birlesikler oldugu belirlenmistir [110]. Zeytinyagi ekstraktli Tiirk
propolisinin HPLC ile yapilan bir calismasinda olduk¢a fazla miktarda Kafeik asit
fenetil ester (CAPE) bulunmustur. CAPE; propolisin temel bilesenlerinden dir ve
lipofilik 6zellik tasimaktadir. CAPE anti-oksidan, antiviral, immunomodiilator,
antimikrobiyal, anti-invaziv ve antikarsinojen bir bilesiktir [111]. Yapilan bir¢ok
calismada CAPE’nin kan ve kemik iligi, gogiis, pankreas, rektum, prostat, bobrek ve
mesane gibi bir¢ok kansere karsi etkili oldugu bulunmustur [112]. Ayrica antioksidan

ve anti-enflamatuvar 6zellikleri de ¢alismalarda gosterilmistir [113].

Propolisin zeytinyag: ile olan ekstraktindaki biyoaktivitesini inceleyen calisma sayisi
oldukca az sayidadir. Bir ¢alismada propilen glikol, alkol ve zeytinyaginin solvent
olarak kullanulmistir. Propolis su ekstrakti (W1) oda sicakliginda, propolis
polietilenglikol ve su ekstrakti (W2) 70° C de, propolis zeytinyagi ekstrakti (A1) oda
sicakliginda, propolis polietilenglikol zeytinyagi ve su ekstrakti (A2) 70 C de ekstraste
edilmistir. Ekstraksiyon islemlerinin sonunda yapilan analizde fenolik madde igerigi
W1’de 1.6, W2’de 10.7, Al’de 0.5, A2’de 9.5 mg/L GAE oldugu bulunmustur [114].
Yaptigimiz ¢aligmada ise farkli zeytin yapraklarindan elde edilen zeytinyagi bazl
propolisin toplam fenolik madde igerigi %25 konsantrasyonda 0,6-0,7 mg/L GAE
arasinda iken, % 50 konsantrasyonda 0,8-1,1 mg/L GAE arasinda oldugu bulunmustur.
Ek olarak zeytin yapragi oziitii eklenmis propolis konsantrasyon miktari yiikseldikge

fenolik madde igerigininde bunabagli olarak yiikseldigi belirlenmistir.

Propolisin zeytinyagi ekstraktinda fazla oranda fenolik madde igerigi elde edebilmek
icin uygun ekstraksiyon yontemi belirlemek ©nemlidir. Sonug olarak propolisin

ekstraksiyonunda propolisin 6zellikleri oldugu kadar ¢oziictiniin, ekstraksiyon siiresinin
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ve gevresel kosullarin toplam fenolik madde igerigi miktarin1 etkilemektedir. Litvanya
propolisiyle yapilan bir arastirmada 25°C’de 5 saat ile elde edilen zeytinyag: bazli
propolisin ekstraktinin diger ekstraklar ile karsilastirildiginda daha az fenolik maddeye
sahip oldugu ve daha diisiik seviyede antiradikal aktivite’ye sahip oldugunu
bulmuslardir [115]. Nitekim propolis iiretiminde bal arisinin 6nemini aragtiran bir
calismada ¢ farkli bal arist tirii tarafindan toplanan propolisin kimyasal
karakterizasyonu ve antibakteriyel aktivitesi belirlenmistir [116]. Calismada Kafkas
arisinin topladigi propolis 6rneginin diger arilar tarafindan propolis 6rneklerinden ¢ok
daha fazla antimikrobiyal ozellik gosterdigini tespit edilmistir. [116]. Farkli bir
arastimada ise farkli bolgelerden toplanan Tiirk propolisinin fitokimyasal 6zellikleri ve
antibakteriyel aktivitesi c¢alisilmis ve propolisin bitkisel kaynaklarinin Populus alba,

Populus tremuloides ve Salix alba oldugu belirlenmistir [109].

Zeytinyag1 akdeniz iilkelerinde ¢ok onemli bir yere sahiptir. Sizma zeytinyaginda
bulunan antioksidan aktivitesi ile ilgili birgok ¢aligma literatiirde yer almaktadir
[117,118,119]. Dogal zeytinyagi ¢ok sayida fenolik bilesik, karoten ve E vitamini gibi
antioksidan ozellikte bilesiklere sahiptir [118]. Tirkiye’de iiretilen islem gérmemis
zeytinyaginin antimikrobiyal, antioksidan, anti-enflamatuar, vasoprotektifgibi insan igin

faydali ¢ok sayida ozellikleri ispatlanmigtir [119].

Ulkemizde yapilan bir galismada Ticari olarak satin alinan rivyera, rafine ve sizma
zeytinyaglarinda fenolik madde icerigi sirastyla; 600.38, 566.42 ve 911.98 mg GAE/100
g yag olarak tespit edilmistir. Burada en yliksek icerige sahip zeytinyagi, islem
gérmemis olan sizma zeytinyagi cesitidir. Sizma zeytinyagini takiben rivyera zeytinyagi
ve rafine zeytinyagi benzer araliklarda fenolik madde icerigine sahip olarak tespit

edilmistir [120].

Yapilan baska bir ¢calismada Ayvalik, Gemlik, Edremit, Memecik ve Tavsan Ylregi
cinsi zeytinlerin yapraklarindaki toplam fenolik madde igerik araliklar1 sirasiyla
sOyledir; 19.95 mgGAE/ml — 26.58mgGAE/ml, 9.66 mgGAE/ml — 35.34 mgGAE/ml,
9.17mgGAE/mI-22.99mgGAE/mI,9.656mgGAE/mI-23.47mgGAE/mI,14.72

mMgGAE/mI22.03mgGAE/mI [122]. Calismamizda toplam fenolik madde igeriklerine
PZE+ZYO orneklerinden yaptigimiz analizlerde %50 konsantrasyonda buldugumuz

sonuglar 82.6-107.8 mgGAE/ml arasinda ¢ikmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
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ekledigimiz zeytin yapragi oziitlerinin toplam fenolik madde icerigine olumlu katkisinin

oldugu goriilmiistiir.

Cesitli ¢oziicii yontemlerle ekstrakte edilen zeytin yapragiin fenolik iceriklerini ve
bilesimlerini degerlendirmek ve c¢esitli radikal temizleme sistemleri kullanarak
antioksidan aktivitelerini daha da belirlemek icin yapilmis bir caligmada toplam
flavonoid ve fenolik igeriklerin 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu goriilmiistiir [123]. Bu
sonuglar, zeytin yapragmin onemli miktarda oleuropein ve fenolikler icerdigini,
antioksidan kapasite i¢in 6nemli faktorler oldugunu ve farkli ekstraksiyon yontemleriyle
biiyiik Olclide degistirilebildigini gostermektedir. Calismada zeytin yapraginn,
zeytinyag1 ve meyvelere kiyasla 6nemli bir biyoaktif fenolik bilesik kaynagi oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, uygun ekstraksiyon yontemlerinin belirlenmesi, tarimsal
atik olan zeytin yapragindan bu tiir biyoaktif bilesenlerin verimini artirmak i¢in énemli
bir adimdir [123]. Yaptigimiz ¢alismada buldugumuz sonuglarda da gordiigiimiiz zeytin

yapraklarinin antioksidan ve fenolik madde agisindan oldukg¢a degerli oldugudur.

Ayrica ¢alismamizda, eklenen zeytin yapragi Oziitiinlin konsantrasyonunun artmasiyla
toplam fenolik maddenin de artmasi beklenmis ve genel anlamda sonuglarda boyle
¢ikmistir. Bununla birlikte arastirmamizda farkli yorelerden ve cinslerden zeytin
agaclarina ait zeytin yapraklar1 kullanmamizi agiklar nitelikte zeytin yapraginin toplam
feneolik madde miktarina gevresel etmenlerin yanisira cografik orijin ve aga¢ cinsinin

de etkili oldugunu soyleyebiliriz.
4.2. Sonug ve Oneriler

Sonug olarak propolis su ile ekstraksiyon edildiginde propolisin aktif bilesenlerinin suda
¢Oziiniirliigiin diisiik olmasindan kaynakli fenolik igerikleri etanol ile ekstraksiyon
islemine gore 10 kat diisiik oldugu gosterilmistir [121]. Bundan dolay1 arastirmalar
farkli ve kimyasal olmayan dogal ¢dziiciiler arama noktasina yonelmistir. Arastirmalarin
sonucunda propolisin bitki kaynakli yaglar ile ¢oziilmesi ve yagda ¢6ziinebilir fenolik
bilesiklerin yiliksek biyolojik aktiviteleri dikkat ¢ekmistir. Bu ¢alisma ile 6zellikle alkol
eksraktina gore toplam fenolik madde igerigi daha diisikk oldugu cesitli bilimsel
caligmalarla gosterilen propolisin zeytinyagi ekstraktinin bu degerinin zeytinyapragi

ekstrakti eklenerek artirilmasinin miimkiin oldugunu gosterdik. Bunun i¢in farklh
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cografik orijine sahip ve farkli aga¢ gesitleri ile eklenen konsantrasyonun da bunda

etkili olacagini belirledik.
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