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YAYIMLAMA VE FiKRIi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Ardahan Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki caligmalarda (makale, kitap,
lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinleri yazili izin
alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit
ederim.
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / Ardahan Universitesi
Acik Erisim Sisteminde erisime agilir.
o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir.
o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
acilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren ..... ay ertelenmistir. ®
o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. )
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Sinan AYDIN
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“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigsime
Acilmasina Iigkin Yonerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma
stirecinin devam etmesi durumunda, tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim
dalinin uygun gortisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile

tezin erisime ac¢ilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye
dontismemis veya patent gibi yontemlerle korunmamus ve internetten paylasilmasi
durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkant olusturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin onerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun
gerekgeli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal c¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat,
savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik
karari, tezin yapudigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin gizlilik karart
ise, ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii
tizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karart verilen tezler
Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar: verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte
tarafindan gizlilik kurallart ¢ercevesinde muhafaza ediliv, gizlilik kararinin

kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii lizerine

enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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ETiK BEYAN

Bu c¢alismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Do¢. Dr. Révsen GULIYEV
damismanliginda tarafimdan iiretildigini ve Ardahan Universitesi Lisansiistii Egitim

Enstitlisi Tez Yazim Y 6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

(imza)

Sinan AYDIN



OZET

Aydin, Sinan. Ardahan Ilinde Uretilen Propolislerin Kalite Kriterlerinin Incelenmesi,

Yiksek Lisans Tezi, Ardahan, 2023.

Ardahan il geneli temiz su kaynaklari, kirlilikten uzak topraklari, genis mera alanlari
ve zengin bitki Ortiisiine sahip olmasiyla birlikte, Kafkas bal arisinin dogal yasam alani ve
gen kaynagi konumunda olmasi ve diger bal arilarina nisbeten propolis toplama egiliminin
yiiksek olmasi nedeniyle Ardahan yoresinin propolislerinin kimyasal ve fiziksel igerik
yoniinden kalite kriterlerinin incelenmesi olduk¢a Onemlidir. Ardahan yoresi propolis
ekstraktlarinin nem, balsam, toplam fenolik madde miktar1 (TFM), toplam flavonoid madde
miktart (TFMM), ve propolisin igeriginde bulunan fenolik bilesikler tespit edilmistir. Bu
calismada Ardahan il merkezi ve ilgelerinden toplanan propolislerin kalite kriterleri
incelenmistir. Bu dogrultuda bu bdlgedeki 6 lokasyonda bulunan aricilardan propolis
numuneleri toplanmistir. Toplanan propolislerin nem degerlerinin  %1,9 ile %3, balsamik
madde miktar1 degerlerinin %29,20 ile %36,10, vaks degerinin %26,30 ile %42,30, TFM
miktarin 60,31 ile 105,05 mg GAE/g, TFMM miktarlarin 5,19- 22,17 mg QUE/g, toplam
antioksidan kapasitesinin 406 ile 650 pMFeS04.7H,0/g arasinda degistigi tespit edilmistir.
Biitiin propolis oziitlerinde kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, krisin, pinosembrin, t-
sinnamik asit, fenil ester (CAPE) ve kuersetin tespit edilirken, luteolin A1 ve A2 bolgelerinde,
apigenin de A4, A5 ve A6 bolgelerinde tespit edilmistir. Gallik asit, protokatekuik asit, p-OH
benzoik asit, epikatesin, klorojenik, siringik asit, m-OH benzoik asit, rutin, ellagik asit,
mrisetin, resveratrol, daidzein, hesperetin, ramnetin, curcumin tespit edilmemistir. Bu
orneklerde tespit edilemeyen fenoliklerin, propolislerin iceriginde olmadigi anlamina
gelmemektedir ¢iinkii bu fenolikler suda ¢oziinen maddeler oldugu i¢in etanolik faza tam
olarak gegcmemis olabilir. Bu ¢alismada sinirli bir havza olarak segilen Ardahan bolgesinden
toplanan propolislerin bilesimi ve antioksidan 6zellikleri arasinda biiyiik farkliliklar tespit
edilmemistir. Bolge propolislerinin énemli fenolik maddelerinden biri pinosembrin olup,

krisin, CAPE ve ferulik asit bakimindan zengin bir iiriin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler:

Balsam, Propolis, Toplam fenolik madde miktari, Toplam flavonoid madde miktari, Vaks
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ABSTRACT

Aydin, Sinan. Investigation of Quality Criteria of Propolis Produced in Ardahan
Province, Master’s Thesis, Ardahan, 2023.

Ardahan has clean water resources, pollution-free lands, wide pasture areas and
rich vegetation, the Caucasian honey bee's natural habitat and gene source and the high
propolis collection tendency compared to other honey bees. It has been found worth
examining the quality and efficiency of its activities. Humidity, balsam, total phenolic
substance content (TFM), total flavonoid substance amount (TFMM), amounts and
phenolic compounds in propolis content of Ardahan region propolis extract were
determined. In this study, the quality criteria of propolis collected from Ardahan province
were examined. In this direction, propolis samples were taken from beekeepers in 6
locations in this region. The moisture values of propolis collected in the experimental area
were between 1.9% and 3%, the balsamic substance content was between 29.20% and
36.10%, the wax value was 26,30% and 42,30%, the TFM amount was 60,31 to 105,05
mg GAE/g, the TFMM amount was 5 It was determined that ,19- 22.17 mg QUE/g, the
total antioxidant capacity ranged between 406 and 650 uMFeSO4.7H20/g. While caffeic
acid, p-coumaric acid, ferulic acid, chrysin, pinosembrin, t-cinnamic acid, phenyl ester
(CAPE) and quercetin were detected in all propolis extracts, luteolin was detected in the
Al and A2 regions, and apigenin was detected in the A4, AS and A6 regions. Gallic acid,
protocatechuic acid, p-OH benzoic acid, epicatechin, chlorogenic, syringic acid, m-OH
benzoic acid, routine, ellagic acid, myricetin, resveratrol, daidzein, hesperetin, rhamnetin,
curcumin were not detected. This does not mean that the phenolics that cannot be detected
in the samples are not in the content of propolis, because these polyphenols may not have
completely passed into the ethanolic phase since they are water-soluble substances. In
this study, no great differences were detected between the composition and antioxidant
properties of propolis collected from the Ardahan region, which was selected as a limited
basin. One of the important phenolic markers of regional propolis is pinosembrin, and it
was determined that it is a product rich in chrysin, caffeic acid phenyl ester (CAPE) and

ferulic acid.
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Keywords:
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substance, Wax
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GIRIS

Hayat1 boyunca insanoglu kaliteli ve saglikli bir yasam tarzi arzulamaktadir. Bu
arzuya ulasmakta en biiyiikk destekgisi ise ilaglardir. Kullanilmakta olan ilaglarin yan
etkileri, ilaglari meydana getiren yardimci ve etken maddelerin sentetik olmasi ve
kullanilan birtakim ilaglara direng gelistirmesi bilim insanlarini bu maddelerin alternatifi
olabilecek dogal {iriinleri inceleme ve arastirmaya yonlendirmistir. Aromatik ve tibbi
bitkilerin yetistiriciligi ve kullanimi iilkemizde ve diinyada yaygmdir. Ulkemizde
ariciligin yaygin olmasi ve zengin bitki ¢esitliligine sahip olmasi, tibbi ve aromatik
bitkilerin iilkemizi dogal iirlinleri arastirma hususunda 6n plana cikarmaktadir. Ari
iiriinlerinin biyoaktif bilesenlere sahip olmasi nedeniyle gerek diger gida liriinleriyle
birlikte kullanimi, gerekse tek basmna kullanimi fonksiyonel gida olarak kabul
edilmektedir. Insanlar1 hastaliklardan korumasi ve sagligimiza olumlu katkilar1 sebebiyle
son yillarda fonksiyonel gidalar oldukca 6nem arz etmektedir (Yiicel ve digerleri, 2017).
Niifus artis1 ve gelisen teknoloji ile birlikte gelen beslenme degisiklikleri insanlar1 tabii
ya da dogal tirtinleri tiiketmeye sevk etmektedir. Bu durum gida maddelerinde propolisin
bulunmasi gergegini ortaya ¢ikarmistir (Paviani ve digerleri, 2010).

Isci arilar tarafindan toplanan propolis, gesitli bitkilerin kabuk, tomurcuk, yaprak
ve diger kisimlarindan toplanan dogal, yapiskan, vizkoz ve keskin kokulu bir karigimdir.
Bal arilar1 (Apis mellifera) propolisi ¢ok sayida farkli islevde kullanmaktadir. Bal
arilariin propolis toplamasinin bir¢ok nedeni bulunmaktadir. Bunlar, yagmaci arilarin
kovan i¢ine girmesini engelleme, kovanlardaki catlaklari sivama, kovanlar fiziksel ve
kimyasal tehlikelere kars1 koruma ve kovan i¢i sicakligi 35 derece civarinda tutmaya
calismaktir. Arilarin propolis kullanma nedenleri; zarar géren peteklerin onarilmasi,
kovandan yabanci canlilarin ¢ikarilmasi ve oliilerin mumyalanmasidir (El-Sohaimy ve
digerleri, 2014). Propolis, ugucu yaglari ve polifenolleri nedeniyle gii¢lii antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antitumoral 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle propolis,
eski caglardan beri mumyalamada kullaniliyor, viicudun enfeksiyonlara kars1 savunma
mekanizmasin giliclendiriyor ve yaralart kapatiyor (Ahn ve digerleri, 2007; Li ve

digerleri, 2008; Aliyazicioglu ve digerleri, 2013).



Propolis, arilarin bitkilerden topladigi recinemsi bir madde olup kovanin
savunmasinda, dezenfeksiyonunda ve yalitiminda &nemli rol iistlenmektedir. Igerigi
toplandig1 bolgenin cografik 6zelliklerine, bitki ¢esitliligine gore farklilik gostermektedir.
Bu nedenle, Ardahan ilinde iiretilen propolislerin kalite kriterlerinin incelenmesi ile farkl
propolislerle karsilastirma yapma imkan1 ortaya ¢ikacaktir.

Bu ¢alismada, Ardahan merkez ve ilgelerinden onceden tespit edilen aricilardan
elde edilen numuneler iizerinde ¢alismalar yiiriitiilmiistiir.

Ar yetistiricilerinin yalniz bal iiretimine endeksli kalmamalar1 adina alternatif ar1
tiriinlerinin tiretilmesi ve tiikketilmesi son yillarda artmistir. Bal arisinin bal diginda 7 adet
daha tirtinti (propolis, ar1 siitii, ar1 zehri, apilarnil, perga, bal mumu, polen) olup, bunlar
basta gida takviye liriinii olmak {izere kozmetik, saglik gibi bir¢ok sektdrde kullanimi
artmistir. Propolis iireticilerinin, belirli standartlarda propolis tretebilmeleri adina
propolislerinin toplam fenolik madde, kimyasal kompozisyon, balsam, gibi kalite
unsurlart bakimindan ortaya konulmasi gerekmektedir. Yapilan arastirma ile Ardahan

propolisinin litaratiire girmesi ve bu yoredeki iireticilere katki sunmasi hedeflenmektedir.



1. BOLUM
GENEL BIiLGILER

1.1. PROPOLIS

Propolis, (Apis mellifera L.) balarisi tiirlerinin iirettigi kirymetli bir ar1 {iriinti olarak
bilinmektedir. Propolisin asil 6gesini zamak, miisilaj ve recine gibi bitkilerin yaprak,
tomurcuk ve catlaklarinda yer alan lipofilik maddeler meydana getirmektedir (Bankova
and Castro, 2000). Reg¢inenin kaynagi ise arilarin bulundugu cografi bolgeye ve arilarin
yaptig1 se¢imlere gore farklilik sergilemektedir (Bankova ve digerleri, 2016). Propolisin
en Onemli kaynaklari arasinda okaliptus (Eucalyptus cameludensis Dehnh.), mese
(Quercus L.), akcaagag (Acer L.), findik (Corylus L.), at kestanesi (Aesculus
hippocastanum L.), kizilaga¢ (Alnus mill.), karaaga¢ (Ulmus L.), hus (Betula L.),
disbudak (Fraxinus L.), erik (Prunus L.), sogiit (Salix L.), cam (Pinus L.), thlamur (7ilia
L.), kestane (Castaneasativa mill.), ve kavak (Populus L.) yer almaktadir (Kutluca ve
digerleri, 2006; Orug ve digerleri, 2014).

Apis mellifera L. balans tiirleri, alt ceneleri vasitasiyla tlikiiriik salgilarinda
bulunan beta-glukosidaz enzimi ile kismen sindirerek ve cesitli bitkilerden recineyi
cigneyerek pellet olusturmaktadir. Bal arilar1 pellet haline getirdikleri regineyi, i¢ salgi
bezinden salgilanan balmumuyla karistirarak propolisi meydana getirmektedir (Krell,
1996). Tirk Standartlar1 Enstitiisii tarafindan propolis olarak tanimlanan iiriin, isci
arilarin, kovan igerisindeki besinleri, yavru arilar1 ve kendilerini ¢esitli patojen
mikroorganizmalardan (fungus, viriis, bakteri) korumak amaciyla bitkilerin tomurcuk,
yaprak, govde vb. yerlerinden topladigir bitki nektarlarii ve rec¢inemsi maddeleri,
baglarinda bulunan salgi bezlerinden salgilanan enzimlerle biyokimyasal degisime
ugratarak meydana getirdikleri bir tirtindiir." olarak belirtilmistir (TSE 12910, 2003).

Arlarin iirettigi propolis, kovanda birgok gorevi yerine getirmektedir. Kovanin
temizlenmesi, korunmasi ve onarilmasi genel olarak bununla ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Bitkilerin patojenlere karsi savunma amagh iirettikleri regine,
propolisin  koruyucu 6zelliginin kaynagi oldugu diistiniilmektedir (Giada, 2013).
Propolisin yapisinda bulunan reginenin kimyasal o6zelligi, koloniyi hastaliklardan
koruyarak mikroorganizmalarin biiylimesini engellemektedir. Kovanin ari, yumurta ve

larva populasyonu 50000 ila 80000 arasinda, nem igerigi %40 ila %65 arasinda ve



sicakligi 34°C’de yer almaktadir. Propolisin antimikrobiyal 6zellikleri, kovani fungus,
bakteri ve viriislerden korumaktadir. Ayni1 zamanda kovani kontrolsiiz hava akigina kars1
koruyarak kovanin nem diizeyinin olmasinm1 saglamaktadir (Kuropatnicki ve digerleri,
2013). Propolise ait yapisal nitelikler vasitasiyla kovan giriginin kiigiiltiilmesi ve kovanda
meydana gelen catlaklarin tamir edilmesiyle kovana giren istenmeyen canlilarin
mumyalanmasi ve kovani dig ortamdan izole edilmesi i¢in kullanilmaktadir (Krell, 1996;

Kumova ve digerleri, 2002).
1.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Yapiskan regineli bir yapiya sahip olan propolisin icerigi elde edildigi kaynaga,
depolama zamanina ve arilarin yasadigi bolgelere bagl sekilde farklilik gostermektedir.

Propolis sari-yesilden koyu kahverengiye kadar farklilik sergileyen renklerde olabilecegi

bilinmektedir (Silici ve Giiglii, 2010). Sekil 1.’de ham propolise ait gorsel yer almaktadir.

Sekil 1. Kovanlardan Toplanan Ham Propolis Ornegi

Propolis depolama sirasinda daha koyu renkli bir yapiya doniisebilmektedir. Aym
zamanda giines 1smlarinin etkisi neticesinde elastikiyet yetenegini kaybedebilmektedir.
Boylelikle depolandigi alanin sicakligl 15°C’nin altina diistiigiinde daha kirilgan bir hale
biirlinmektedir. Propolise ait erime sicakliginin 80 ile 105°C arasinda degisim
sergileyebilmektedir. Propolisi ¢6zmek amaciyla ¢ogunlukla alkol (metanol, etanol)

kullanilmasima ragmen kloform ve eter de propolisin tiimiiyle c¢oziilmesini



gerceklestirmektedir. Hidrokarbonlarda ve suda c¢ok az oranlarda propolis,
¢oziinebilmektedir (Schmidt, 1997).

Diisiik depolama sicakliklarinda propolis sert ve donmus bir yapiya
dontismektedir. Ayrica propolis, 0°C’de daha kirilgan bir hal almaktadir (Ghisalberti,
1979).

Propolis organik ¢oziiciilerde ve suda diisiik ¢oziliniirliige sahipken, alkollerdeki
¢oziiniirliigii yiiksek oldugu bildirilmektedir. igerdigi biyoaktif bilesenlerden daha fazla
faydalanilabilmesi icin siiperkritik ekstraksiyon metotlarinin denenmesiyle propolisin
sulu ¢ozeltileri olusturulmaktadir (Nagai ve Inoue, 2004).

Propolis kendine ait keskin bir aromatik kokuya sahip olup toplandigi mevsim ile
botanik kaynaga bagli olarak kirmizi, kahverengi, sari, yesil gibi degisken renkleri
bulunabilmektedir (Banskota ve digerleri, 2002; Sforcin, 2007). insan derisine temas
ettiginde cildin yaglar1 ve proteinleriyle gii¢lii bir etkilesime girdiginden ¢ikarilmasi gii¢
oldugu goriilmektedir (Burdock, 1998). Propolis sicakta yumusak, esnek ve yapiskan bir
yaptya sahipken sogukta sert ve kirillgan bir yapiya sahip oldugu bildirilmektedir.
Genellikle 60-70°C’de s1v1 haldeyken bazi propolis drneklerinin sivilagsmasi i¢in 100
°C’nin Tlzerindeki sicakliklara ihtiyac duyulmaktadir (Anjum ve digerleri, 2019;
Martinotti ve Ranzato, 2015).

Propolis ham formu ile ¢cok fazla kullanilmamakta ve ¢esitli ¢oziiciilerle ekstrakte
edilerek saflastirilmaktadir (Galeotti ve digerleri, 2018). Arlar farkli habitatlarda
propolis kaynagi olarak farkli bitki tiirleri secerler bu ylizden propolisin igerigi toplanan
bolgenin fitocografik ozelliklerine gore degisim gostermektedir. Bu durum propolisin
standardizasyonunu zorlastirmaktadir ve kullanilan farkli ¢oziiciiler aktivitesini etkileyen
farkl1 bilesikler ortaya c¢ikarabilmektedir (Sforcin ve Bankova, 2011). Propolisin
ekstraksiyonunda su, etanol, metanol, kloroform, dimetil siilfoksit gibi ¢oziiciiler
kullanilmaktadir ancak suda az ¢6ziinen propolis i¢in aktif bilesenlerinin ¢ogunu ortaya
cikaran en iyi ve sik kullanilan ¢oziicii %70’lik etanol olarak belirtilmistir (Sforcin ve
Bankova, 2011; Machado ve digerleri, 2015). Ayrica tibbi amaclh olarak da %70’lik
etanolde ekstrakte edilen propolis kullanilmaktadir (Abubakar ve digerleri, 2014).



1.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri

Kuzey ve Gliney Amerika, Afrika, Avrupa ve Asya’dan temin edilen propolis
numuneleri kimyasal icerikleri agisindan dikkate alindiginda aralarinda degisiklikler
oldugu bildirilmistir (Campos ve digerleri, 1997; Banskota ve digerleri, 2000). Propolisin
kimyasal bilesimi cografi ve ekolojik bolgeye, toplanma mevsimine, bitki Ortiisiine,
toplayan ar1 irklarinin toplanma yontemi ve farklilig1 gibi bazi unsurlara gore degiskenlik
sergileyebilmektedir (Oryan ve digerleri 2018).

Propolisin bilesimi cografik bolge, iklim, kaynak bitki, mevsim, toplanma
zamanina baglh sekilde farklilik gostermektedir (Hegazi ve digerleri, 2000; Sforcin ve
digerleri, 2000).

Ham propolis, kaynagina gore farkli bilesenlerden olusup genelde %45 ila 50
regine, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 diger organik
maddelerden tesekkiil etmektedir (Burdock, 1998; Kumova ve digerleri, 2002).

Propolis kimyasal yapisinda fenolik asit ve esterleri, polifenoller, ketonlar,
flavonoidler ve fenolikaldehitler olmak iizere 180’ den fazla bilesen oldugu tespit
edilmistir. Ayriyeten propolisin yapisinda sinnamik asit, kafeik asit, pinobanksin,
pinosembrin, krisin, akasetin, katesin, rutin, galangin, naringenin, kamferol, luteolin,
mirisetin, apigenin, kuarsetin (Starzyk ve digerleri, 1997; Castaldo ve Capasso, 2002),
acacetin, sinamik asit, benzoik asit, miristik asit, benzil alkol, vanilin, izovanilin ve
kamferide varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (Helbing ve digerleri, 1992).

Propoliste baslica magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot (I), sodyum (Na), bakir
(Cu), cinko (Zn), mangan (Mn), potasyum (K), demir (Fe) ve aliiminyum (Al) olmak
tizere yaklasik 30 element kesfedilmistir. Ayrica B grubu vitaminlerinin yani sira C, D, E
vitaminleri ile birlikte provitamin-A (B-karoten) ve bir dizi yag asidi igermektedir. Tiim
bunlara ek olarak propolisin yapisinda siiksinat dehidrojenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin
trifosfataz ve asit fosfataz gibi bazi enzimler de izole edilmistir (El Ashry ve Ahmad,

2012; Kurek-Gorecka ve digerleri, 2014).



Sekil 2. Ham Propolisin Toz ve Ekstrakt Hali

Her ne kadar bilesimleri farkliliklar gosterse de propolis 6rneklerinin ¢ogu genel
kimyasal yapilarinda 6nemli benzerlikler paylasmaktadir. Ham propolis genellikle
yaklagik %50 regine ve balsam, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5
polen ve %S5 organik bilesiklerden olugsmaktadir (E1 Ashry ve Ahmad, 2012). Tablo 1°de

propoliste bulunan baslica bilesenler ve miktarlar1 verilmektedir.

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)
Recine Flavonoidler 45-55
Fenolik asitler ve esterleri
Terpenler
Mum ve yag asitleri Arilar veya bitki kaynakl 25-35
mum, Bitkilerden ¢oklu
doymamis yag asitleri
Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler 10
Polen Proteinler 5
Serbest aminoasitler
Vitaminler
Eser elementler
Diger maddeler Laktonlar 5
Kinonlar
Steroidler
Sekerler

Kaynak: Cuesta ve digerler, (2005).



Propolis, en heterojen dogal maddelerden biri oldugu ve hali hazirda 180°den fazla
biesenden olustugu tahmin edilmekle birlikte iizerinde yapilan pek ¢ok calisma ile
tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Santos ve digerleri, 2020). Propolis reg¢inesini
olusturan ana kimyasal gruplar polifenoller olarak adlandirilan flavonoidleri, fenolik
asitleri veya bunlarin esterlerini icermektedir. Bu bilesikler disinda genel olarak propolis
icerisinde terpenler, naftalin ve stilben tlirevlerine ek olarak proteinler, aminoasitler,
steroidler, alkoller ve seker gibi ¢esitli bilesenler siralanabilmektedir (Oryan ve digerleri,

2018).
1.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

180’in iizerinde bilesik baridirdigi disiiniilen propolisin kimyasal bilesiminin
zenginligi sebebiyle oldukca genis spektrumlu biyoaktif 6zellige sahip dogal bir karisim
oldugu belirtilmektedir (Bankova ve digerleri, 2000; Giilgin ve digerleri, 2010). Propolis
biyoaktif niteligi, blinyesinde yer alan farkli fenolik asitler, polifenoller, flavononlar,
flavonoidler, antosiyaninler, flavanoller, kaffeik asit fenil esterleri ve ugucu bilesiklerden
kaynaklandig1r vurgulanmaktadir (Banskota ve digerleri, 2001; Nagaoka ve digerleri,
2003; Sarikaya ve digerleri, 2009). Propolisin antibakteriyal, antioksidan, antifungal,
antikanser, antiviral ve anti-inflamatuar gibi pek ¢ok biyoaktif 6zelliginin oldugu c¢ok
sayida bilimsel ¢alismada bildirilmistir (Laskar ve digerleri, 2010; Banskota ve digerleri,
2001; Nagaoka ve digerleri, 2003; Ahn ve digerleri, 2007).

Tibbi amaglar i¢in insanlik tarihi kadar eski olan ar1 iirlinlerinin kullanimi eski
Yunan, Misir ve Arap medeniyetlerinde propolis, bal ve polenden yararlanildigi
arkeolojik calismalarda vurgulamaktadir (Abd El Hady ve Hegazi, 2002). Propolisin
antioksidan ve antibakteriyal niteligi sebebiyle oliilerini mumyalama amagh olarak Eski
Misirlilar’da da kullanildigi bilinmektedir. Antibiyotik, antikanser, antioksidative,
antiinflamautuar, antiviral, anastezik, sitostatik ve antifungal gibi pek ¢ok farmakolojik
ozellikleri yer aldig belirtilmektedir (Choi ve digerleri, 2006). Propolisin iyilestirdigi
hastaliklar arasinda egzema, g6z enfeksiyonlari, nefes darligi, bogaz enfeksiyonlari,
bobrek enfeksiyonlar1 ve {ilser bulunmaktadir. %10 oranlarina kadar propolisle
karistirtlmis bal igerisinde propolisin antifungal, antibiyotik, antiviral 6zelliklerinin
oldugu ve bol miktarda flavonoid kapsadigindan dolay1, antioksidan etkisinin baldan ve

biitillenmis hidroksitoluen (BHT)’den 2 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir (Russo ve



digerleri, 2004). Tablo 2.’de propolisin kapsadig1 bilesenlerin biyolojik aktiviteleri

bulunmaktadir.

Tablo 2. Propolisin igerdigi bilesenlerin biyolojik aktiviteleri

Bilesik

Biyolojik ve Farmakolojik Etkisi

Flavonoidler

Antimikrobiyal

Antioksidan
Antiinflamatuvar

Antitimor Bagisiklik uyarici
Antikarsinojenik

Gastrik tilser iyilestirici
Antiviral

Kilcal damarlar1 gliglendirici
Antimikotik

Lokal anestetik
Antibakteriyel

Alifatik ve Aromatik Asitler

Antiseptik Antioksidan
Antiviral Antibakteriyel Kollajenik etki
Antihemorajik (kanama onleyici)

Terpenler

Antibakteriyel

Alkol ve Ketonlar

Antifungal
Antioksidan
Bagisiklik uyarici
Antikarsinojenik

Hidrokarbonlar

Dis hastaliklarindan koruyucu
Karaciger koruyucu
Yara 1yilestirici

Aminoasitler

Mitozu uyarici
Protein biyosentezini artirici
Elastin ve Kollajenin olusumunu destekleyici

Kaynak: Yonar, (2017).

Propolis, son zamanlarda yiiksek biyoaktif 6zelligi sebebiyle herbalistlerin,

alternatif tip uzmanlarinin ve sanayicilerin biiylik ilgi ve alakasini ¢ekmektedir. Ticari

bakimdan 6nemli bir degere sahip propolisden aktarlarda ve eczanelerde satis1 yapilan

bir¢ok iirlin gelistirilerek bu {iirlinlerin kullanimi her gegen giin artmaktadir. Biyolojik

aktif Ozelliklerine gore propolisin ticari degeri degiskenlik sergilemektedir. Boylece

biyoaktif niteliginin bir markeri olarak fenolik madde miktar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bundan
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dolay1 diinyada 6ne ¢ikan ve calisilan birtakim propolis tiirleri ticari olarak biiytik ilgi ve

alaka gormektedir (Moreira ve digerleri, 2008).
1.1.4. Propolisin Kullanim Alanlan

Propolis kimya (Zarrin ve Sabzi, 2022), eczacilik (Mitu, 2021; So6s ve digerleri,
2021), kozmetik (Kashmoola ve Qasim, 2021), saglik (Arentz ve digerleri., 2021; Hao ve
digerleri, 2021; Mitu, 2021; Tiirkez ve digerleri., 2021), malzeme (Roy ve Rhim, 2020;
Bayatbalay ve digerleri, 2021), apiterapi (Kekegoglu, 2021; Oztiirk ve digerleri, 2021),
gida (Pobiega ve digerleri, 2019; Cedeno-Pinos ve digerleri, 2021) ve sanayi gibi bir¢ok
sektorde cok fonksiyonlu sekilde kullanilmaktadir (Dogan ve Hayoglu, 2012). Tarihten
bugiine kadar saglik alaninda propolisin; cilt hastaliklari, doku onarimi, tlser, yanik
tedavisi, eklem hastaliklar1 ve romatizmada olumlu tesirlerinin oldugu ifade edilmistir
(Yavuz ve digerleri, 2012). Saglik alanindaki bu cesitli kullanim olanaklari, ar
tiriinlerinden en yiikksek seviyede avantaj elde etmeyi gaye edinip, apiterapide de
propolisten faydalanilmasinin dniinii agmaktadir (Ulusoy, 2012). Apiterapi ve saglik gibi
sahalarda faydalanilmasmin disinda, giiniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin olasi1 yan
etkilerinin goriilmesi ve hastalik etmenlerinin ilaglara diren¢ gostermeye baslamasiyla
beraber ila¢ endiistrisinde degerlendirilmesi de olduk¢a yaygm hale gelmektedir. Ilag
endiistrisinde dogal antibiyotik olarak tercih edilmekle beraber kozmetik endiistrisinde
antibakteriyel 6zellikleri sebebiyle burun spreyi, viicut losyonu, krem, sampuan yiiz
maskesi ve benzeri gibi bircok kozmetik lirlinliniin {iretim siirecinde de
faydalanilmaktadir (Erdem, 2002). Propolisin gida iiriinlerinde raf dmrii konusunda
katkis1 olan ve en cok bilinen niteliklerinden biri antimikrobiyal aktivitesi oldugu
diisiiniilmektedir. Giinlimiizde c¢alisan, tliketen ve gelisen toplumlarin yeme
aliskanliklarina gida sektorii ¢oziim lretmeye gayret gostermektedir. Hayatin hizli
akigindan kaynakli paketli gidalara olan artan talebe ¢oziim olarak gidalarin raf dmriinii
uzatici ve hizli bozulmalarini 6nleyici ¢oziimler tiretilmektedir. Antimikrobiyal aktivitesi
vasitastyla kiif, bakteri ve viriis gibi mikroorganizmalar etkisiz ya da basarisiz hale
getirilebilmektedir (Dogan ve Hayoglu, 2012). Propolis gidalarda kaplama materyali ve
dogal bir koruyucu seklinde degerlendirilmektedir. Bozulmay1 6nleyici bir tesiri olan
propolis yumrulu bitkilerin depolanmasinda ve saklanmasinda g¢imlenmeyi Onleyici

olarak yararlanilmaktadir. Propolis iiriinii, biyoaktif ambalaj malzemesi seklinde
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degerlendirilmesi durumunda gida ile temas ettiginde herhangi bir zararli etmenin gida
tiriiniine gegmedigi belirlenmistir (Kumova ve digerleri, 2002; Cunha ve digerleri, 2020).
Propolisin insan saglig1 lizerine olumlu etkileri nedeniyle son zamanlarda bu alandaki
calismalar artmaktadir. Onemli bir apiterapik madde olmakla birlikte propolisin
antitiimor, antiinflamatuvar, ¢ogalmay1 onleyici, bagisiklik giiclendirici gibi bir¢ok etki
ve aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Can ve digerleri, 2015; Pobiega ve digerleri,
2019). Buna ek olarak dermatolojik, jinekolojik, mide ve kulak burun bogaz gibi bazi
hastalik durumlarina karst propolis kullaniminin faydalar1 ¢alismalarla sikca
gosterilmistir. Caligmalarda gosterilen medikal faydalarinin propolisin ¢ok yiiksek
antioksidatif etkiye sahip olmasindan kaynaklandigi bildirilmektedir (Graikou ve
digerleri, 2016). Propolisin sahip oldugu antioksidatif ve antimikrobiyal etkisinin,
bilesiminde bulunan bazi ugucu yaglar ile flavonoidler olan pinocembrin, galangin,
pinobanksin, asetik asit ve kafeik asit esterlerine bagli oldugu tespit edilmistir (Karlidag
ve Geng, 2007; Dezmirean ve digerleri, 2017). Bundan dolay1 propolisin antibakteriyal
etkisinden faydalanmak amaciyla yanik ve yara merhemleri yapmak, agiz ve dis sagliginm
korumak i¢in bogaz spreyleri, agiz gargaralari, dis macunu yapmak, lokum, sakiz ve
sekerleme yapmak, giizellik maskeleri ve giines kremleri yapmak ve bagisiklik sistemini
kuvvetlendirmek amaciyla farkli dogal el yapimi farmasétiklerin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Aynmi zamanda antimikrobiyal etkisi ¢oziicli tipi, bitki ¢esidi, cografi
orijin ve propolisin igerdigi bilesiklere gore degisiklik gosterebilmektedir (Dezmirean ve

digerleri, 2017).
1.1.5. Propolisin Bitkisel Kaynag:

Bilimsel ¢aligmalara gore propolis bilesenlerinin, ii¢ cesit kaynaktan geldigi
aciklanmaktadir. Bunlar cesitli agaglarin tomurcuklarindan salgilanan regineler gibi
bitkisel; tiikiiriik ve balmumu gibi hayvansal ve propolis liretimi esnasinda riizgar, ar1
tizerindeki bulasiklardan vs. meydana gelen bal, polen ve nektar gibi maddeler oldugu
bilinmektedir (Méarghitas ve digerleri, 2013).

Arilarin propolisin liretiminde halihazirdaki malzemeleri; zamk, recine, yaprak ve
yaprak tomurcuklari vb. gibi bitkilerdeki yaralardan atilan ve faal sekilde salgilanan
maddeler oldugu bildirilmektedir (Bankova, 2005). Bal arilar1 oportiinist olma 6zelligi ile

sartlar1 kendi ¢ikarlarina bagh sekilde yararlanarak gereksinimlerini kovanin yakinindaki
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bitki Ortiisiinden toplar ve regineyi meydana getirirler; bdylece propolisin kimyasal
bilesimi esas olarak bu fitocografik 6zelliklerle tespit edilmektedir (Oryan, 2018; Ramos
ve Miranda, 2007). Propolisin hus (Betula spp.), kavak (Populus spp.), mese (Quercus
spp.), ¢am (Pinus spp.), sogiit (Salix spp.), kizilaga¢ (Alnus spp.) ve karaaga¢ (Ulmus
spp.) gibi birtakim bitkisel kaynaklardan toplandigi agiklanmigtir (Serra Bonvehi ve
Ventura Coll, 2000; Sforcin, 2016).

Bir¢ok ¢alisma, kovanin etrafindaki bitkilere, hasat alaninin cografyasina ve iklim
kosullarina gore farkl kimyasal bilesime sahip diinyadaki farkli propolis tiirlerini ortaya
cikarmaktadir. Farkli kavak tiirlerinin tomurcuk eksiidalari, esas olarak Avrupa, Asya ve
Kuzey Amerika dahil olmak iizere iliman bolgedeki ana propolis kaynagidir ve bu
nedenle 1liman bolge propolisi genellikle kavak (poplar) propolis olarak
adlandirilmaktadir. Kavak propolisi ayn1 zamanda Cin ve Yeni Zelanda’nin tropikal
olmayan bolgelerinde de bulunabilmektedir (EI-Guendouz ve digerleri, 2019). Bu
bolgelerdeki propolis 6rnekleri benzer kimyasal bilesim gostermekle birlikte biyoloaktif
bilesikler olan flavonoidler, fenolik asitler ve bunlarin esterleri dahil polifenollerle
karakterize edilmektedir (Sforcin, 2016; 68). Kavak tipi propolis i¢cindeki fenolik asitler,
tiirevleri ile birlikte esas olarak benzoik ve sinnamik asit ile temsil edilmektedir (Kurek-
Gorecka ve digerleri, 2014). Tiirkiye, Bulgaristan, Yunanistan ve Cezayir’den farkl
propolis Orneklerinin kimyasal bilesimi esas olarak flavonoidler, kafeik ve ferulik
asitlerin esterlerini igerdigi ve bunun da ana kaynaklarinin kavak tomurcuklar: oldugunu
belirtilmektedir (Sforcin, 2016).

Hus tipi propolis 6zellikle Rusya’da bulunmakta ve ana bitki kaynag1 Betula
verrucosa oldugu varsayilmaktadir. Ana biyolojik aktif bilesikleri kavakta bulunanlardan
farkli flavonlar ve flavonoller oldugu bilinmektedir (El-Guendouz ve digerleri, 2019;
Sforcin, 2016). Tropikal bolgelerdeki propolis bilesenleri ise bitki ortiistindeki farklilik
nedeniyle 1liman bolgelerdekilerden farklilik gdstermektedir (Banskota ve digerleri,
2001). Bu bolgeden elde edilen propolisler agirlikli olarak prenile p-kumarik asit
tiirevleri, flavonoidler, benzofenonlar, lignanlar ve terpenler icermektedir (Kasote ve
digerleri, 2014). Clusia spp.’nin Kiiba ve Venezuela bulunan Clusia propolisinin baskin
kaynaklar1 oldugu bildirilmistir. Bu bitkiler, poliprenillenmis benzofenonlar acisindan

zengin oldugu bilinmektedir (EI-Guendouz ve digerleri, 2019).
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Brezilya'da botanik kokenlerine, fiziksel 6zelliklerine, kimyasal 6zelliklerine ve
cografi konumlarina gore pek ¢ok propolis tiirii tanimlanmakta ve siniflandirilmaktadir
(Zabaiou vedigerleri, 2017). Brezilya yesil propolisi en ¢ok incelenen propolis oldugu ve
Brezilya’ya 6zgii bir bitki olan Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) en 6nemli botanik
kaynagi oldugu bildirilmistir. Brezilya yesil propolisi esas olarak prenile
fenilpropanoidler, triterpenler, diterpenler, klorojenik ve kafeoilkuinik asitler bakimindan
zengin oldgu bilinmektedir. Bir baska tiir olan kahverengi propolis ise Copaifera
tiirlerinden gelmektedir (El-Guendouz ve digerleri, 2019; Oryan, 2018). Botanik kaynagi
olduk¢a degisken olan kahverengi propolis Ornekleri baslica flavonoid ve terpenleri
icermekle birlikte yapisinda asetofenonlar ve klorojenik asit gibi bilesenler de
bulunmaktadir (Kasote ve digerleri, 2014; Umsza-Guez ve digerleri, 2021). Kirmizi
propolis ise son zamanlarda kuzeydogu Brezilya, Kiiba ve Meksika’da varligi
bildirilmistir. Bu bolgelerdeki arilar Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub bitkisinin
yiizeyinde ve dal agzinda kirmiz1 regineli sizintilar1 toplamaktadir. Farkli bir bitki tiirti
kullanildig: i¢in bu propolis tiirii o bolgedeki diger propolis tiirlerinden farkli bilesim
gostermektedir. Bu propolis 6rnegi, izoflavonoidler, prenile edilmis benzofenonlar ve
naftokinon epoksit igermektedir (Zabaiou ve digerleri, 2017; El-Guendouz ve digerleri,
2019; Oryan, 2018; Kasote ve digerleri, 2014).

Pasifik Okyanusu’nda bulunan Okinawa’da, Tayvan ve Endonezya’dan elde
edilen propolis orneklerinin Avrupa ve Brezilya gibi diger bolgelerde goriilmeyen C-
prenil- flavanonlar agisindan zengin oldugu ve bunun sebebinin ise o bdlgelerde yaygin
olarak dagilmis Macaranga tanarius tropikal agactan kaynaklandigi bilinmektedir (El-
Guendouz ve digerleri, 2019; Kumazawa ve digerleri, 2014).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ise Akdeniz bdlgesinde yeni bir tiir propolis
ortaya ciktig1 goriilmektedir. Akdeniz propolisi olarak adlandirilan ve bitki kaynaginin
Cupressaceae ailesine ait oldugu Sicilya, Girit, Yunanistan ve Malta’dan gelen bu
propolis tiirleri ana bilesenler olarak diterpenleri sunmaktadir (El-Guendouz ve digerleri,
2019).

Asagida Tablo 3.’de bitki kaynagi, cografik kdkeni ve baslica bilesenlerine gore

en yaygin propolis tiirleri verilmistir.

Tablo 3. Bitki kaynagi, cografik kokeni ve baslica bilesenlerine gore en yaygin propolis
tiirleri
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Propolis Tipi Bitki Kaynagi Cografik Kokeni Baslica Bilesenler

Kavak tip Populus spp Avrupa, Asya’nin tropik olmayan Flavonlar ~ve  flavanonlar,

bolgeleri, Cin, Yeni Zelanda, fenolik asitler ve esterlerini

Kuzey Amerika igeren polifenoller
Hus tipi Betula verrucosa Rusya Flavonlar ve flavonoller
Kahverengi tip Copaifera Brezilya Flavonoidler ve terpenler
Yesil tip Baccharis spp.  Brezilya Prenillenmis fenilpropanoidler,
diterpenler, triterpenoidler,

klorojenik ve benzoik asitler

Kirmiz: tip Dalbergia spp.  Brezilya, Meksika, Kiiba Izoflavonoidler, prenillenmis
benzofenonlar ve naftakinon epoksit
Clusia tipi Clusia spp. Kiiba ve Venezuela Poliprenillenmis benzofenonlar
Pasifik tipi Macaranga Pasifik Bolgesi (Endonezya, Prenillenmis flavanonlar
tanarius Tayvan ve Okinawa)

Akdeniz tipi  Cupressaceae  Yunanistan, Girit, Sicilya, Malta Diterpenler

ailesi

Kaynak: Sforcin ve Bankova, (2011).

Propolis numunelerinin karsilastirildigi ¢esitli tiirde aragtirmalar diinyanin farkl
yerlerinde yapilmistir. Cesitli kokenlerden gelen propolisin farkli kimyasal bilesime sahip
olup farkli biyolojik aktivitelere yol acabildigi, ancak ayni tiir biyolojik aktivite de
sergileyebildigi gosterilmistir. Bu nedenle son yillarda propolisin c¢esitli biyolojik
Ozelliklerini arastirmak ve karsilastirmalar yapmak icin gergeklestirilen hemen hemen her
caligma, kullanilan propolis Orneklerinin karakterizasyonunu igermektedir. Bununla
birlikte propolisin saglik sistemine kabul edilebilmesi i¢in standardizasyona ve bunun
saglanabilmesi i¢in de tiim diinyada uygulanabilecek bazi yontemlerle kimyasal

analizlerinin yapilmasina ihtiya¢ oldugu bildirilmektedir (Marghitas ve digerleri, 2013).

1.2. PROPOLISTE BULUNAN FENOLIK BILESIKLER

Fenolik bilesikler, bitkilerin savunma mekanizmasi tarafindan patojenlere karsi
koruma amaglh bir savunma diizeni meydana getirmek i¢in {iretilen bitkilerin ikincil
metabolizma Uriinleri seklinde agiklanmaktadir. Biyogenetik sekilde fenolik bilesikler
bitkilerde iki metebolik yoldan iiretilmektedir. Birincisi asetik asit yolunda fenoller,
ikincisi ise sikimik asit yolunda fenilpropanoidlerden meydana gelmektedir. Bir¢ok

bitkisel fenolik bilesik sikimik asit yolu ile sentezlenmektedir. Bitki her iki yolun
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kombinasyonunu kullanirsa dogada en c¢ok yer alan fenolik bilesik grubu olan
flavonoidlerden meydana gelmektedir (Giada, 2013). Kimyasal yapisina bagl olarak
flavonoidler; flavonoller, flavanonlar, flavonlar, izoflavonlar, flavanoller, izoflavanlar,
izodihidroflavonlar, kalkonlar, flavanlar, antosiyanidinler ve dihidrokalkonlar seklinde
gruplandirilabilmektedir. Flavonoid grubu disindaki fenolik bilesikler ise temel olarak
fenolik asit esterleri, sinamik asit ve tiirevleri, benzoik asit ve tiirevleri, ligninler, liganlar,
stilbenler, kumarinlar, fenilpropanoidler ve resveratrol seklinde gruplandirilmaktadir
(Huang ve digerleri, 2014).

Fenolik bilesikler propolisin koruyucu niteliginin kaynagimi teskil etmektedir
(Giada, 2013; Bankova ve digerleri, 2016). Propolisin kimyasal bilesiminde bu giine
kadar tespit edilen 180’den fazla bilesen icerisinde yer alan fenolik bilesikler, propolisin
biyolojik ve farmakolojik aktivitelerinde rol aldiklarindan dolay1 6n plana ¢ikmaktadirlar
(Galeotti et al., 2018).

Propolisin kimyasal bileseni, bulunulan bolgedeki bitki kaynaklar1 ve arilarin
yaptig1 tercihlerinden etkilenmektedir. Herhangi bir cografi bolgede belirli propolis
kaynagin1 arilar, sabit bir tercih yaparak se¢mektedirler (Krell, 1996). Propoliste
gozlemlenen farklilik bilhassa fenolik bilesik iceriginde gozlemlenmektedir (Bankova,
2016). Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’nin tropik olmayan bolgeleri gibi karasal ve
iliman iklime sahip bolgelerinden temin edilen propolislerin temel kaynag1 siyah kavak
(Popolus nigra) agaci oldugu belirlenmistir (Bankova ve digerleri, 2000). Arilar, kavak
agacinin yetismedigi tropikal ve subtropikal bolgelerde yeni bitki kaynaklar
bulmaktadirlar (Bankova 2005).

1.2.1. Flavonoidler

Fenolik bilesiklerin bir tiirii olan flavonoidlerin diisiik molekiil agirligina sahip
oldugu bilinmektedir. Neredeyse biitiin bitkilerde yer almaktadirlar. Sekerli
formulasyonu glikozit seklinde ifade edilirken sekersiz formulasyonu ise aglikon olarak
ifade edilmektedir. Flavonoidler, bir tane hetero halkadan ve iki aromatik halkadan
tesekkiil ederek difenilpropan yapisinda yer alan bilesiklerden oldugu bildirilmektedir.
Cogunlukla A ve B aromatik halkayr temsil ederken C ise hetero halkayr temsil
etmektedir. Numaralandirilma islemine C halkasinda bulunan O atamundan baglanilirak

A halkasinda bitirilmektedir. B halkasi ise C halkasina bagli olan karbon atomu {issii (“)
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rakamlar ile numaralandirilmaktadir (Kurek-Gorecka ve digerleri, 2014). Sekil 3’de

flavonoidlerin temel yapisi sunulmustur.

Sekil 3. Flavonoidlerin temel yapisi

Halkada —OH, -OCHj3 gibi yan gruplar bulunmaktadir. Yapida bulunan ¢ift baglar
ve yan gruplar radikallerin kararliligini ve bilesiklerin antioksidan 6zelliklerini
etkilemektedir (Merken ve digerleri, 2000; Lin ve digerleri, 2007). Flavonoidler,

antosiyaninler, flavononlar, flavonlar ve flavonoller seklinde gruplandirilmaktadir.
1.2.2. Flavonoller

3-hidroksi-2-fenilkromen-4-on omurgasina sahip olan flavonoid bilesiklerinden
oldugu bilinmektedir. Farkli sekillerde —OH bulundurmaktadirlar. Bu da flavonollerin
cesitliligine sebep olmaktadir (Nakabayashi ve digerleri, 2014).

<8

HO (@]

Sekil 4. 3-hidroksi-2-fenilkromen-4-on omurga yapisi

Glinliik tlikettigimiz gidalarda flavonoller yayginca yer almaktadir. Bitkilerde yer
alan giiclii antioksidanlardan biri de flavonol anglikonlar oldugu varsayilmaktadir

(Cermak, 2006). Sekil 5’te baz1 flavonoller aktarilmistir.
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OH OH
HO
" C ) " )
\ OH OH
HO o} HO o HO \0
Galangin Kamferol Kuarsetin

Sekil 5. Galangin, kamferol ve kuersetinin molekiil yapilari

1.2.3. Flavonlar

Bitkilerde glikozit ve anglikon halinde yer almaktadirlar. Flavonlarin karekteristik
Ozelligini hetero halkasindaki 2. ve 3. karbon atomlar1 arasinda ikili bagin olmasi ile

aciklanmaktadir (Kurek-Gorecka ve digerleri, 2014). Sekil 6’da propolis numunelerinde

biyo belirte¢ 6zelligini yansitabilecek bazi 6nemli flavonlar sunulmustur.
HO o

0
HO \
O ’ i OH
O O O
H,CO

Krisin Genkvanin

HO

Sekil 6. Propoliste bulunan 6nemli flavonlar

1.2.4. Flavononlar

Bitkilerde glikozit seklinde yer alan flavononlar renksiz ve aromatik keton
gruplarindan olugmaktadir (Nagai, 2003). Sekil 7°de propoliste yer alan bazi 6nemli

flavononlar yer almistir.

OH
CH OMe
HO l 0} O HO ] (0] O
OH
OH o OH (@)

Naringenin Hesperetin

Sekil 7. Naringenin ve Hesperetinin molekiil yapilar
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Flavonoidlerin antioksidan aktivite 6zellikleri, reaktif oksijen tiirlerini dogrudan
giderme kabiliyetleriyle alakali oldugu bildirilmektedir. Radikaller, flavononlardaki —OH
substitiientlerinin yliksek reaktif sergilemesinden sebebiyle etkisiz hale gelmektedir
(Nagai, 2003). Flavonoidlerin antiviral, antibakteriyel, ve antiinflamatuar gibi bir¢ok
biyolojik aktiviteden yiikiimlii olduklari sanilmaktadir. Halkadaki -OH gruplarinin
radikaller i¢in elektron verici olmasi, B halkasina bagli olan o-dihidroksi grubunun
radikalleri gidermesi, B halkasindaki e ayrilmasi, 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ikili
bag ile C halkasinda 4-keto grubunun olmasi flavonoidlere giiglii antioksidan aktivite
niteligi kazandirmaktadir (Kurek-Gorecka, 2014; Giil¢in, 2012). Fenoksil radikaller,
serbest ve bilesik ve radikallerin reaksiyonuyla meydana gelmekte, halka rezonans
etkisiyle de daha kararli duruma gelmektedir. -OH gruplarinin yapidaki 3. ve 5. karbonda
olmasi ise maksimum serbest radikal giderme tesiri meydana getirmektedir (Kurek-
Gorecka, 2014). Antioksidan aktivite 6zellikleri hidroksillenme seviyesine bagli olarak

yiikselir, flavonoide bagli olan sekere gore de diismektedir.
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2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2. 1. MATERYAL
2.1.1. Propolis Ornekleri

Bu calisma kapsaminda drnekleme metoduna uygun olarak Ardahan yoresinde
tespit edilen ariliklardan toplanan numuneler ana materyali olusturmustur. Tez
calismasinda kullanilan propolisler, Ardahan’da aktif aricilik yapan {ireticilerin
kovanlarindaki ¢ergeve lizerinden kazima yapilarak 2021 yilinda hasat edilmistir.

Propolis numuneleri Ardahan ilinin Posof ilgesi, Gdle ilgesi, Cildir ilgesi, Hanak
ilgesi, Damal ilgesi ve Merkezden toplanmustir.

Mevcut ¢alismada bulgular propoliserin toplandig1 bolgelere gore Al-Merkez,
A2-Cildir, A3-Goéle, A4-Posof, A5-Damal, A6-Hanak olacak sekilde kisaltilmustir.

Her bir 6rnek -18°C’de derin dondurucuda bekletildikten sonra bir blender

yardimi ile dgiitiilerek toz propolisler falkon tiiplerde derin dondurucuda saklanmistir.

2.1.2. Arastirmada Kullanilan Cihazlar

Calisma siiresince kullanilan cihazlara ait bilgiler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Arastirmanin farkl siireglerinde degerlendirilen cihazlar ve bu cihazlarin marka-
model bilgileri

Cihaz Marka/Model

HPLC-DAD Shimadzu Corporation LC 20AT- SPD M30A

UV-Vis spektrofotometre [Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., Los
Angeles, CA, USA

IHassas Terazi Presica LX 320 A, Dietikon, Isvicre

Saf Su Cihazi Direct-Q 3UV Water Purification System, Merck, USA
Vorteks karistirici Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA
Etiv Niive, EN 400, Ankara, Tiirkiye

Magnetik karistirict Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Almanya
Rotary evaporator IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Almanya

'Vakum Pompasi Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Isvigre

'Yar1 otomatik pipetler  |[Eppendorf Research® Plus Hamburg, Almanya
Filtre 'Whatman Spartan 13/ 0,45 RC Dassel, Almanya




2.1.2. Kimyasal Maddeler

Calisma siiresince kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal madde bilgileri

Kimyasal Madde Satin Alindig1 Firma
Gallik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Protokatekuik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Klorogenik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
p-OH benzoik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Epikatesin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Kafeik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Siringik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
m-OH benzoik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Rutin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Ellagik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
p-kumarik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Ferulik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Myrisetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Resveratrol Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Daidzein Cayman Chemical, Michigan, ABD
Luteolin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Kuersetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
t-Sinnamik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Apigenin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Hesperetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Rhamnetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Krisin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Pinosembrin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Kafeik asit feniletil ester Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Kurkumin Alfa Aesar, Massachusetts, ABD
Etanol Merck, Darmstadt, Almanya
Asetonitril-LC Saflikta Merck, Darmstadt, Almanya
Metanol-LC saflikta Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Asetik Asit Merck, Darmstadt, Almanya
Etil asetat Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Dietil eter Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya
Sodyum karbonat Merck, Darmstadt, Almanya
Amonyum asetat Carlo Erba Reagent, Fransa
Aliminyum Nitrat Merck, Darmstadt, Almanya
Hidroklorik asit Merck, Darmstadt, Almanya
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin Merck, Darmstadt, Almanya
Demir (IIT) Klortir Merck, Darmstadt, Almanya
Sodyum Asetat Trihidrat Merck, Darmstadt, Almanya
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Demir Siilfat yedi Hidrat Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Almanya

2.2. YONTEM
2.2.1. Ekstraksiyon Islemi

Ham olarak toplanan propolis 6rnekleri derin dorndurucudan ¢ikartildiktan sonra
ayr1 ayr1 ve birbirine karismayacak sekilde kiigiik pargalara ayirdiktan sonra degirmen
yardimiyla toz haline getirilmistir. Ekstraksiyon numuneleri i¢in yaklagsik 3 g toz haline
getirilmis ham propolis hassas terazide tartildiktan sonra 50 mL’lik falkon tiipline
konularak tizerine 30 mL %70’lik etanol ilave edildikten sonra, dnce 2 saat ultrasonik
banyoda ardindan 24 saat bir ¢alkalayicida karistirilmistir. Whatman Al siizgeg

kagidindan siiziildiikten sonra filtrat caligmalar i¢in saklanmustir.

2.2.2. Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TFM)

Polifenoller molekiilde birden fazla fenol grubunun oldugu bilesikler olup genis
tiyeli bir bilesik sinifidir. Ar1iriinleri ve dogal {iriinlerde bulunan fenolik madde miktarini
belirlemek i¢in en sik kullanilan yontem Folin Ciocalteu metodu olup, folin reaktifi ile
reaksiyon veren fenolik bilesikler mor menekse rengindeki iiriiniin 760 nm dalga boyunda
absorbansinin dlgiilmesi ile belirlenmistir. (Singleton ve Rossi, 1965). Olgiilen absorbans
degeri fenolik madde miktar1 ile dogru orantilidir. Spektrofotometrik tiim Sl¢limlerde
standart kalibrasyon grafigi hazirlanarak standart i¢in ¢calismada gallik asit kullanilmistir.
Cozeltilerin Hazirlanisi:

I mg/mL gallik asit ¢ozeltisi: 5 mg gallik asit tartilip, 5 mL metanolde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 0,500, 0,250, 0,125, 0,625, 0,031, 0,015
mg/mL’lik olacak sekilde gallik asit standartlar1 olugturulmustur.

%10 sodyum karbonat (Na,COs ) ¢ozeltisi: 10 g sodyum karbonat (Na>xCO3 ) tartildiktan
sonra bir miktar saf suda ¢oziilerek balan jojede saf su ile 100 mL’ye tamamlanmaistir.
0,2 N Folin Ciocalteu Fenol Reaktifi: 10 mL 2 N Folin Ciocalteu reaktifine 90 mL saf su
eklenerek hazirlanmistir. 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

Analizin yapilist:
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Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (0,500, 0,250, 0,125, 0,625, 0,031, 0,015)
gallik asit standartlarindan kullanilarak her bir standart i¢in 20 pL standart, 680 pL distile
su, 400 pL folin reaktifi eklenip tiipler vortekslenerek 3 dakika beklenmistir. Daha sonra
her bir tiipe 400 pL. Sodyum Karbonat (Na>xCO3) eklenmistir. Tiipler vortekslendikten
sonra 2 saat beklenir ve 760 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Cozeltilerin konsantrasyon
degerlerine karsilik absorbons grafigi ¢izilmistir. Reaktif korii i¢in 700 pL distile su, 400
uL folin rekatifi ve 400 uL Sodyum Karbonat (Na>CO3) kullanilmistir. Her bir propolis
ekstrat 6rneginden 20 pL tiiplere alinmistir. Uzerine 680 pL distile su ve 400 pL folin
reaktifi eklenip tlipler vortekslenerek 3 dakika beklenmistir. Daha sonra {izerine 400 pL
Sodyum Karbonat (Na,CO3) eklenerek tiipler tekrar vortekslenerek iki saat beklendikten
sonta 760 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Standart kalibrasyon grafiginden
faydalanilarak 6rnek icerisindeki fenolik madde miktari bulunarak sonu¢ gram 6rnek
basina mg gallik asit esdegeri (mg GAE/g) olarak hesaplanmistir.

Tablo 6. Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in deney prosediirii

Reaktif Korii Standart Ornek
Distile Su 700 uL 680 uL 680 nL
Standart (Gallik

- 20 uLL -

Asit) "
Ornek - - 20 uL
0,2 N Folin
Rt 400 pL 400 pL 400 pL

Tipler vortekslenir ve 3 dk beklenir.
%10 NaxCO; 400 pL 400 puL 400 puL
Tiipler vortekslenir ve 120 dk sonra 760 nm’de
absorbans degeri okunur.

2.2.3. Toplam Flavanoid Madde Miktar1 (TFMM)

Polifenoller ailesinin en genis tiyeli alt sinifi olan flavonoidler spektrofotometrik
bir yontem olan aliminyum tuzlar1 (Al(NOs)3) ile renkli kompleksler vermesi esasina
dayanan yontem ile Olgiiliir (Fukumoto ve Mazza 2000). 415 nm dalga boyundaki
absorbansin dl¢lilmesi ile analiz yapilmistir.

Cozeltilerin Hazirlanisi:
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Img/mL Kuersetin Cozeltisi: 10 mg Kuersetin tartilip 10 mL metanolde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 0,500, 0,250, 0,125, 0,062, 0,031 ve 0,015
mg/mL’lik olacak sekilde standart calisma ¢dzeltileri hazirlanmistir.

%10 Aliminyum Nitrat (AI(NO3)3) Cozeltisi: 1 g AI(NOs)3 tartildi bir miktar saf
suda ¢0ziindiikten sonra hacim balon jojede 10 mL’ye tamamlanmaistir.

I M Amonyum Asetat (NH4CH3COO) Cozeltisi: 7,7 g NH4CH3COO tartilip bir
miktar saf suda ¢6ziindiikten sonra hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.
Analizin Yapilisi:

Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (0,500, 0,250, 0,125, 0,625, 0,031, 0,015)
kuersetin standartlarindan kullanilarak her bir standart i¢in 250 pL standart, 2150 uL
metanol, 50 pL AI(NOs3)s3, 50 pL NH4CH3COO eklenerek tiipler vortekslenmis ve 40
dakika beklenmistir. 415 nm’de absorbanslari okunmustur. Cdzeltilerin konsantrasyon
degerlerine karsilik absorbons grafigi ¢izilmistir. Reaktif korii olarak 2400 uL metanol,
50 uL AI(NO3)3 ve 50 pL. NH4CH3COO kullanilmistir. Renk korii igin 250 puL propolis
ekstrat1 2250 pL metanol kullanilmistir. Her bir propolis ekstrat 6rnegi i¢in 250 pL
tiiplere alinmugtir. Uzerine 2150 uL metanol, 50 pL AI(NOs)s, 50 uL NH4CH3COO
eklenerek tiipler vortekslenmis ve 40 dakika beklenmistir. 415 nm’de absorbanslari
okunmustur. Standart kalibrasyon grafiginden faydalanilarak ornek igerisindeki
flavonoid madde miktar1 bulunarak sonu¢ gram 6rnek basina mg kuersetin esdegeri (mg
QE/g) olarak hesaplanmistir.

Analizde kullanilan deney prosediirii Tablo 7.’de aktarilmistir.

Tablo 7. Toplam flavonoid madde miktar1 deney prosediirii

Reaktif Korii Renk Korii Standart Ornek
Ornek 250 uL 250 uL
Standart

. 250 uL

(Kuersetin)
Metanol 2400 uL 2250 uL 2150 uL 2150 uL
%10 AI(NO3)3 50 uL 50 uL 50 uL
1M NH4CH3;COO 50 uL 50 uL 50 uL

Tiipler vortekslenir ve 40 dk sonra 415 nm’de absorbans degeri

okunur.
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2.2.4. Toplam Antioksidan Aktivite Tayini (Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan
Gii¢-Frap

Dogal iirtinlerde antioksidan kapasitenin belirlenmesinde en sik kullanilan yontem
olan FRAP yontemi Fe(II)- TPTZ kompleksinin antioksidan bir madde varliginda Fe(II)
TPTZ’ye indirgenmesi esasina dayanan bir kolorimetrik testtir (Benzie ve Strain, 1999).
Ornekteki antioksidanlar tarafindan indirgenen demirin 593 nm dalga boyundaki
absorbansinin 6lgiilmesi antioksidan kapasite tayini yapilir ve yiikksek FRAP degeri
yiiksek aktiviteyi isaret ede). Sonuglar dogal bir antioksidan madde referans alinarak
hesaplanir (Sekil 8).

Cozeltilerin Hazirlanisi:

40 mM Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi: Yaklagik 30 mL saf suyun iizerine
%37’lik HCI’den 340 pL ilave edilerek hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

10 mM 2.4.6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin (TPTZ) Cozeltisi: 156,166 mg TPTZ
tartilmistir ve 50 mL 40 mM’lik HCI i¢inde ¢oziilmiistiir.

20 mM Demir Kloriir (FeCl3) Cozeltis: 324,4 mg FeCls tartilarak saf su ile hacmi
100 mL’ye tamamlanmuistir.

300 mM Asetat Tamponu (pH:3,6): 0,775 g NaCH3COO.3H>O tartilarak bir
miktar saf suda ¢oziindiikten sonra iizerine 4 mL asetik asit ilave edilmistir. Hacim 250
mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmustir.

Frap Reaktifi: 300 mM Asetat Tamponu (pH:3,6), 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl;
cozeltilerinden (10:1:1) oraninda karistirilarak taze olarak hazirlanmistir.

1000 uM Demir Siilfat 7 Hidrat (FeSO47H20) Cozeltisi: 27,8 mg FeSO47H20
tartilip son hacim 100 mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 500, 250, 125,
62,5, 32,25 uM’lik konsantrasyonlar saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Analizin Yapilisi: Deneysel islemlerde kullanilmak iizere FRAP reaktifi 10:1:1 oraninda
300 mM pH:3,6 asetat tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCls c¢ozeltilerinin
karistirilmas ile taze olarak elde edilmistir. Standart kalibrasyon grafigi elde etmek i¢in
FeSO4.7H20 kullanilmistir. 1000 uM hazirlanan stok ¢ozeltisinden seri seyreltme islemi

yapilarak c¢alisma c¢ozeltileri elde edilmistir. Deneysel islemlerden sonra c¢ozelti
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konsantrasyonuna karsilik absorbans grafigi c¢izilerek oOrnekteki antioksidan giic

FeSO4.7H20’1n esdegeri olarak hesaplanmistir.

7
Z \
| N N Y \N
N (II)Fe<
> I \N// N7 \
=
| N\. N/ | N‘N
Z Z
Fe*'-TPTZ + indirgen antioksidan > Fe'’-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 8. Demir (III)’tin demir (II)’ye indirgenme reaksiyonu (Kara ve digerleri, 2022)

2.2.5. Nem I¢eriginin Belirlenmesi

Ham propolis tozunun kurutulmasi sonucu elde edilen % nem miktari
belirlenmistir. 0,1 mg hassasiyetle 5 g toz ham propolis tartilarak, bir saat cami yiizeyine
yayilarak etiive konularak 105°C’de 2 saat siireyle suyu ucurulduktan sonra desikatore
alinarak oda sicakligina gelinceye kadar sogutulmustur. Agirlik farkindan yararlanilarak

ylizde nem hesaplanmaistir.
2.2.6. Vaks veya Balmumu Tayini

Mum, polar olmayan bir ¢oziicii ile ekstraksiyon yoluyla elde edilen kisimdir.
Soxhlet aparati yontemine gore analiz yapilmistir. Coziicii olarak petrol eteri
kullanilmistir. 100 g toz propolis tartildiktan sonra petrol eteri ile en az 6 saat ekstraksiyon
islemi yapilarak uygulanmistir. Balonda kalan solvent buharlastiktan sonra kalan kisim

mumdur. Sonug g/100g olarak hesaplanir.
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2.2.7. Balsamik Kisim Tayini

Balsamik kisim veya etanol ile ekstrakte edilebilen kisim olarak adlandirilan ve
propolisin biyoaktif degerinden sorumlu boliim olup, yiiksek balsamik kisim kaliteli
propolisi isaret eder. 50 mL’lik bir falcon tiipe 1 g ham propolis ve 30 mL %80 etanol
eklendikten sonra oda sicakliginda 6 saat calkalayicida ekstrakte edilmistir. Sonug g/100g

olarak hesaplanmustir.
2.2.8. Fenolik Bilesiminin HPLC-DAD ile Belirlenmesi

Propolis 6rneklerinin biyoaktivitesinden sorumlu fenoik bilesenlerinin tespit
edilmesinde yiiksek basingli likid kromatografi sistemi kullanilmistir. Dedektor olarak
fotodiyot dizisi (DAD) dedektorleri 200-800 nm dalga boyu aralifinda Shimadzu
Corporation LC 20AT HLPC sistemi kullanilmistir. Analiz i¢in hareketli fazda asetonitril,
su ve asetik asitle gradientli program uygulanmistir. Sabit faz olarak ise ters faz C18(250
mm x4.6 mm, Spum; GL Sciences) kolonu kullanilmistir. %70-30 asetonitril-ultra saf su
bulunan A rezervuari ve %2 asetik asitli ultra saf su bulunan B rezervuari ile gradient
programi olusturulmustur. Bununla beraber enjeksiyon hacmi 20 pL, mobil akis hizi 1,0
mL/dk ve kolon firin1 30°C olacak sekilde ¢alismanin optimizasyonu saglanmistir. Tim
validasyon ve kalibrasyon islemleri Kara ve digerleri, (2022) de yontemine gore yapilan
calisma sonucunda 25 adet fenolik standart kullanilmistir. Bunun i¢in gallik asit,
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, m-OH benzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit,
siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, epikatesin, rutin, myrisetin, kuersetin, apigenin,
resveratrol, daidzein, t-sinnamik asit, hesperetin, luteolin, rhamnetin, krisin, pinosembrin,
CAPE, kurkumin ve ellagik asit olmak {izere 25 fenolik standardin analizi tek seferde
yapilmistir. Bu standartlardan protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, m-OH benzoik,
rutin, ellagik asit ve daidzein i¢in 250 nm dalga boyunda, gallik asit, epikatesin, siringik
asit, ¢-sinnamik asit, hesperetin krisin ve pinosembrin i¢in 280 nm dalga boyunda,
klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, apigenin, resveratrol ve CAPE
i¢cin 320 nm dalga boyunda ve myrisetin, luteolin, kuersetin, rhamnetin ve kurkumin igin
360 nm dalga boyunda elde edilen absorbanslar kullanilarak standart kalibrasyon grafigi
elde edilmistir. (Kara ve digerleri, 2022).
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3. BOLUM
BULGULAR

3.1. ARASTIRMA BULGULARI
3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini I¢in Standart Calisma Egrisi

Gallik asit standardina gore yapilan analizde degisik gallik asit
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen absorbans degerleri Sekil 9°da yer almistir. X
ekseninde konsantrasyon ve y ekseninde absorbans olmak {izere elde edilen dogru

denklemine gére R? degerinin 0,9992 oldugu tespit edilmistir.

1.200 +
1.000 - y =1.0973x + 0.0345
R?=0.9992
@ 0.800
S
§ 0.600 -
Q2
< 0.400 -
0.200 -
0.000 : : ‘ | | |
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Konsantrasyon

Sekil 9. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Standart Calisma Egrisi

Calismada alt1 farkli lokasyona ait propolislerin toplam fenolik diizeyleri A1’in
105,0542,52, A2’nin 93,39+1,15, A3’tn 60,31+3,72, A4’tn 75,53+0,65, AS5’in
86,48+1,74, A6’nin ise 98,54+3,44 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Tablo 8.
incelendigi zaman propolis numunelerinin ortalama toplam fenolik madde miktart 86,55
mg GAE/g seklindedir. Lokasyonlar arasinda en yiiksek toplam fenolik madde miktar1
degeri 105,05 mg GAE/g ile A1’de saptanmistir. En diislik toplam fenolik madde miktari
degeri 60,31 mg GAE/g ile A3’te tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktarlarinin

PO

60 ile 105 mg GAE/g arasinda degistigi goriilmiistiir.
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Tablo 8. Propolis ekstratinin i¢cerdigi toplam fenolik madde miktarlar

Numuneler Toplam fenolik (mg GAE/g)
Al 105,05+2,52
A2 93,39+1,15
A3 60,31+3,72
A4 75,53+0,65
AS 86,48+1,74
A6 98,54+3,44
Ortalama 86,55

3.1.2. Toplam Flavanoid Madde Miktar Tayini i¢in Standart Calisma Egrisi

Kuersetin  asit standardina gore yapilan analizde degisik kuersetin
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen absorbans degerlerine Sekil 10°da yer verilmistir.
X ekseninde konsantrasyon ve y eksinin absorbans olmak iizere elde edilen dogru

denklemine gore R? degerinin 0,9859 oldugu tespit edilmistir.

2.5 y =2.3155x + 0.0943
R?=0.985

Absorbans

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Konsatrasyon

Sekil 10. Toplam Flavanoid Madde Miktar1 Tayini Standart Calisma Egrisi

Calismada alt1 farkli lokasyona ait propolislerin toplam flavonoid diizeyleri A1’in
22,17+0,30, A2’nin 11,26+0,45, A3’iin 5,19+0,60, A4’lin 10,03+0,35, A5’in 21,99+0,80,
A6’nin ise 17,70+0,95 mg QUE/g olarak tespit edilmistir. Tablo 9. incelendigi zaman
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propolis numunelerinin ortalama toplam fenolik madde miktar1 14,72 mg QUE/g
seklindedir. Lokasyonlar arasinda en yiiksek toplam flavonoid madde miktar1 degeri
22,17 mg QUE/g ile A1 te saptanmistir. En diisiik toplam flavonoid madde miktar1 degeri
5,19 mg GAE/g ile A3’de tespit edilmistir. Toplam flavanoid madde miktarlarinin ise

o

5,19 ile 22,17 mg QUE/g arasinda degistigi tespit edilmistir.

Tablo 9. Propolis ekstratlarinin igerdigi toplam flavonoid madde miktarlar

Numuneler Toplam Flavanoid (mg QUE/g)
Al 22,17+0,30
A2 11,26+0,45
A3 5,19+0,60
A4 10,03+0,35
AS 21,99+0,80
A6 17,70+0,95
Ortalama 14,72

3.1.3. Ham Propolisin % Nem, Vaks ve Balsamik Madde Miktarlari

Tablo 10°da 6 adet Ardahan bolgesi propolisine ait nem(%), balsamik madde ve
vaks degerleri verilmistir. Nem degerlerinin ortalama %1,9 ile %3 arasinda degistigi
saptanmuistir.

Balsamik madde miktar1 degerlerinin 9%29,20 ile 9%36,10 arasinda degistigi ve
balmumu veya vaks olarak adlandirilan suda ¢6ziinmeyen madde miktarlarinin ise %26

PR

ile %42 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Tablo 10. Ham propolis’in igerigindeki %Nem, Vaks ve Balsamik madde miktarlar

Numuneler Nem(%) Balsamik(%) Balmumu(%)
Al 1,90+0,02 36,10+1,20 26,30+£2,04
A2 3,00+0,04 34,104+2,30 35,60+3,11
A3 2,10+0,05 29,20+1,55 42,30+2,88
A4 2,05+0,03 32.20+1,05 32,30+2,06
A5 2,10+0,02 34,50+20,6 35,30+1,56
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A6 1,98+0,04 33,05+0,96 29,30+0,98
Ortalama 2,19 33,19 33,52

En yiiksek nem degeri A2 yoresine (%3,0040,04) ait numunede tespit edilmistir.
Bu numunenin ardindan en yiiksek nem degerleri A3 (%2,10+£0,05) ve A5 (%2,10+0,02)
numunelerinde tespit edilmistir.

En yiiksek balsamik degeri Al yoresine (%36,10+1,20) ait propolis
numunelerinde belirlenirken bu numunenin ardindan en yliksek balsamik degeri AS
(%34,50+20,6) numunelerinde bulunmustur.

A3 yoresine ait propolis numunesinde en yiiksek balmumu (%42,30+2,88) degeri
bulunurken bu degerin ardindan en yliksek balmumu degeri A2 (%35,60+3,11) yoresine

ait propolis numunesinde tespit edilmistir.

3.1.4. Toplam Antioksidan Aktivite Miktarlari

Calismada alt1 farkli lokasyona ait propolislerin toplam antioksidan aktivite
miktarlart A1’in 65011, A2’nin 548416, A3’iin 406+14, A4’lin 560+10, A5’in 562+11,
A6’nm ise 55914 uMFeS04.7H>0/g oldugu tespit edilmistir. Tablo 11. incelendigi
zaman propolis numunelerinin ortalama toplam antioksidan aktivite miktar1 547,5
uMFeSO4.7H20/g seklindedir. Lokasyonlar arasinda en yliksek antioksidan aktivite
miktar1 degeri 650+11 uMFeSO4.7H20/g ile Al’te saptanmistir. En diisiik antioksidan
aktivite miktar1 degeri 406+14 puMFeS04.7H20/g ile A3’de tespit edilmistir. Toplam
antioksidan kapasitesinin FRAP cinsinden 406 ile 650 uMFeSO4.7H>O/g arasinda

degistigi tespit edilmistir.

Tablo 11. Propolis ekstratlarinin i¢erdigi toplam antioksidan aktivite miktarlar

Numuneler Toplam antioksidan aktivite (uMFeSO4.7H20/g)
Al 650+11
A2 548+16
A3 406+14
A4 560+10
AS 562+11
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A6

559+14

Ortalama

547,5

3.1.5. HPLC -DAD ile Fenolik Bilesen Analizi

HPLC-DAD ile Kara ve digerleri, (2022)’de yontemine gore 25 adet fenolik

bilesenin kullanildig1 yontem sonucu elde edilen veriler Tablo 12.’de aktarilmistir.

Tablo 12. Fenolik igerik analizi HPLC-DAD

Al A2 A3 A4 A5 A6
Gallik Asit TE TE TE TE TE TE
Protokatek TE TE TE TE TE TE
uik Asit
Klorojenik TE TE TE TE TE TE
Asit
p-OH TE TE TE TE TE TE
Benzoik
Asit
Epikatesin TE TE TE TE TE TE
Kafeik Asit 1342,55 | 657,48 1136,69 | 574,17 591,54 | 3196,87
Siringik TE TE TE TE TE TE
Asit
=| m-OH TE TE TE TE TE TE
29 Benzoik
= | Asit
% Rutin TE TE TE TE TE TE
“;n Ellagik Asit TE TE TE TE TE TE
=| p-Kumarik | 2750,84 | 2403,21 | 2880,54 | 882,68 616,27 | 1479,62
Asit
Ferulik Asit 6159,69 | 5020,89 | 4332,29 | 1491,33 | 832,03 1979,49
Mrisetin TE TE TE TE TE TE
Resveratrol TE TE TE TE TE TE
Daidzein TE TE TE TE TE TE
Luteolin 43,07 27,82 TE TE TE TE
Kuersetin 718,84 479,22 220,87 162,71 175,92 507,78
t-Sinnamik | 238,52 164,93 205,07 77,68 58,25 88,10
Asit
Apigenin TE TE TE 157,70 266,04 915,53
Hesperetin TE TE TE TE TE TE
Ramnetin TE TE TE TE TE TE
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Krisin 8235,95 | 4533,08 | 3850,48 | 2327,04 | 2990,58 | 7487,68
Pinosembri | 8693,42 | 4314,69 | 3503,83 | 2477,59 | 3995,75 | 11371,9
n 4
CAPE 5486,94 | 1872,21 | 1445,65 | 1341,86 | 3387,76 | 7616,94
Curcumin TE TE TE TE TE TE

TE: Tayin edilmedi

A6 yoresine ait propolis numunesinde en yliksek kafeik asit (3196,87 ug/g) degeri
elde edilirken bu degerin ardindan en yiiksek kafeik asit degeri Al (1342,55 pg/g)
yOresine ait propolis numunesinde elde edilmistir. En diisiik kafeik asit degeri ise 574,17
ng/g ile A4 bolgesinde tespit edilmisgtir.

p-Kumarik asit degeri en yiiksek A3 (2880,54 pg/g) numunesinde belirlenirken
bu degerin ardindan en yiiksek p-Kumarik asit degeri degeri Al (2750,84 ng/g)
numunesinde belirlenmistir. En diisiik p-Kumarik asit degeri 616,27 pg/g ile A5’de tespit
edilmistir.

En yiliksek Ferulik asit degeri Al yoresine (6159,69 pg/g) ait propolis
numunesinde belirlenirken bu numunenin ardindan en yiiksek Ferulik asit degeri A2
(5020,89 pg/g) numunesinde belirlenmistir. En diisiik Ferulik asit degeri ise 832,03 pg/g
ile AS bolgesinde tespit edilmistir.

Al yoresine ait propolis numunesinde Luteolin degeri 43,07 pg/g olarak tespit
edilirken A2 yodresine ait propolis numunesine ait bu deger 27,82 pg/g olarak tespit
edilmistir. Diger bolgelere ait propolis numunelerinde Luteolin tespit edilememistir.

A1 yoresine ait propolis numunesinde en yiiksek Kuersetin (718,84 ng/g) degeri
elde edilirken bu degerin ardindan en yiiksek kuersentin degeri A6 (507,78 pg/g) yoresine
ait propolis numunesinde elde edilmistir. En diisiik Kuersetin degeri ise 162,71 pg/g ile
A4 bolgesinde tespit edilmistir.

En yiiksek #-Sinnamik Asit degeri Al yoresine (238,52 npg/g) ait propolis
numunelerinde belirlenirken bu numunenin ardindan en yiiksek 7-Sinnamik Asit degeri
A2 (164,93 pg/g) numunesinde belirlenmistir. En diisiik #-Sinnamik Asit degeri ise 58,25
ng/g ile AS bolgesinde tespit edilmistir.

A6 ydresine ait propolis numunesinde en yiiksek Apigenin (915,53 ng/g) degeri
elde edilirken, A5 (266,04 ng/g), A4 (157,70 ng/g) yorelerine ait propolis numunelerinde
elde edilmistir. Diger 3 bolgede Apigenin tespit edilememistir.
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Krisin degeri en yiiksek A1 (8235,95 pg/g) numunesinde belirlenirken bu degerin
ardindan en yiiksek Krisin degeri degeri A6 (7487,68 png/g) numunesinde belirlenmistir.
En diisiik Krisin degeri 2327,04 pg/g ile A4 bolgesinde tespit edilmistir.

En yiikksek Pinosembrin degeri A6 yoresine (11371,94 pg/g) ait propolis
numunesinde belirlenirken bu numunenin ardindan en yiliksek Pinosembrin degeri Al
(8693,42 pg/g) numunesinde belirlenmistir. En diisiik Pinosembrin degeri ise 2477,59
ng/g ile A4 bolgesinde tespit edilmistir.

A6 yoresine ait propolis numunesinde en yiiksek CAPE (7616,94 ng/g) degeri
elde edilirken bu degerin ardindan en yiiksek CAPE degeri Al (5486,94 pg/g) yoresine
ait propolis numunesinde elde edilmistir. En diisiik CAPE degeri ise 1341,86 pg/g ile A4
bolgesinde tespit edilmistir.

Tiim etanolik propolis dziitlerinde kafeik asit, kumarik asit, ferulik asit, krisin,
pinosembrin, #-sinnamik asit, CAPE ve kuersetin tespit edilmistir. Higbir propolis
oziitlinde gallik asit, protokatekuik asit, klorojenik asit, p-OH benzoik asit, epikatesin,
siringik asit, m-OH benzoik asit, rutin, ellagik asit, mrisetin resveratrol, daidzein,
apigenin, hesperatin, ramnetin ve curcumin tespit edilememistir. Apigenin ve luteolin ise
baz1 bolgelerdeki propolis nunelerinde tespit edilitken bazi bolgelerde tespit
edilememistir.

Propolis bilesimi ve biyololojik aktif degeri toplandig1 bolge florasina bagli olarak
degisim gosterse de, yaklasik %50’si balmumundan olusan bir kompleks karigimdir.
Toplandig1 bolgeye gore adlandirilan propolisler bu ¢alisma ile ilk kez Ardahan bolgesi
propolisleri ile calisilmistir ve literatiire kazandirilmasi hedeflenmistir. Bu ¢alismada
sinirlt bir havza olarak sec¢ilen Ardahan bélgesinden toplanan propolislerde yapilan

analizler arasinda biiyiik farkliliklar ortaya ¢ikmamastir.
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4. BOLUM
TARTISMA

Propolis ar1 tutkali ya da ar1 zamki seklinde adlandirilmakta olup bal arilarinin
kovanlarii her cesit tehlike ve tehdide karsi korumak icin kullandigi hayvansal ve
bitkisel kokenli dogal bir karisimdir. Insanoglu yiiksek antimikrobiyal 6zelligi nedeniye
propolisi baslangicta dogal bir antibiyotik olarak degerlendirmesine ragmen ilerleyen
donemlerde propolisin yiiksek antiinflammatuar, antioksidan, immunoprotektif ve
antitumoral Ozelliklerinin tespit edilmesiyle propolis iiriinii, apiterapi ve fitoterapinin
vazgecilmez dogal {irlinii haline gelmistir (Dias, 2012; Bankova, 2017).

Propolis ¢ogunlukla bolge adlarina gore adlandirilmaktadir. Yagmur ormanlarinin
bulunmasiyla uygun iklim ve floraya sahip olan Brezilya bdlgesinde bulunan propolis,
cok iiretilen bir propolis tiirlidiir. Ayrica Brezilya propolisi kirmizi ve yesil rengiyle de
adlandirilmaktadir (Hotta ve digerleri, 2020; Silva ve digerleri, 2017). Tiirkiye diinyada
iliman bolge iklim kusaginda bulundugu i¢in daha ¢ok poplar(kavak) tiirii propolis
bakimindan zengin olup bunu ¢am, ardig, mese, kestane gibi tiirler takip etmektedir
(Kekecoglu ve digerleri, 2021; Tugba Degirmencioglu ve digerleri, 2019).

Arlar propolisi ¢cogunlukla agaclarin yaprak, kabuk ve govdelerinden sizan
recinelerden toplarken otsu bitkilerden de az miktarda propolis iiretilmektedir. Ormanlik
alanlarin ve bitki flora ¢esitinin bol oldugu bolgelerden toplanan propolislerin veriminin
ve kalitesinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada Ardahan ilinin 6
bdlgesinden toplanan propolisinin kalite kriterleri incelenmistir.

En yiliksek nem degeri A2 ydresine (%3,00+0,04) ait numunelerde tespit
edilmistir. Bu numunenin ardindan en yiliksek nem degerleri A3 (%2,104+0,05) ve AS
(%2,10+£0,02) numunelerinde tespit edilmistir. Calismada toplanan propolislerin nem
degerlerinin ortalama %1,9 ile %3 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.
Keskin (2018) Tiirkiye’nin farkli illerinde bulunan ticari propolis ve propolis drneklerinin
kalite parametreleri propolis ekstraktlarinin standardizasyonu amaci ile yaptigi calismada
nem miktarini %1,14 ile %11,58 araliginda tespit etmistir. Bu arastirmanin bulgusu bu
calismanin bulgusu ile benzerlik gostermektedir.

Iyi kalitede propoliste yiiksek balsam miktari ve diisiik vaks miktar1 olmas: gerekir
(Orug ve digerleri, 2014). Propolis i¢in balsam miktar1 karakteristik bir 6zellik olup

yiiksek balsam miktar1 diisiik oranda ¢6ziinmez madde miktarini ve bal mumu miktarini
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ifade etmektedir. Cesitli literatiirler incelendiginde propolise ait balsam miktart mevsime,
ar1 irkina ve temin edildigi yere gore farklilagabilmekte olup bu deger % 40-60 arasinda
degiskenlik sergileyebilmektedir (Bankova, 2017; Bankova ve digerleri, 2000). Bu
calismada en yiiksek balsamik degeri Al ydresine (%36,10+1,20) ait propolis
numunelerinde belirlenmistir. Calismanin balsamik madde miktar1 degerlerinin %29,20
ile %36,10 arasinda tespit edilmesine dair bulgu Keskin (2018) tarafindan farkli illerden
temin edilen ticari propolis 6rneklerinin ve propolis 6rneklerinin kalite parametreleri ile
ilgili ylriittiigii ¢alismada % balsam miktarinin %23,5 ile %71,1 arasinda tespit etmesi
bu calismanm bulgulart ile Ortiismektedir. Birinci (2021) Karadeniz Bolgesi’nde
propolisinin karakterizasyonu ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yaptigi
arastirmada balsam miktarin1 %32,71 ile 67,04 arasinda, Bonhevie ve digerleri, (2011)
Ispanya'nin propolis &rneklerinin balsam degerini %52,5-76,2 arasinda, Negri ve
digerleri, (2000) Brazilya’nin farkli bolgelerine ait propolis orneklerinin balsam
miktarlarini %23,6-71,1 arasinda degistigini bildirmislerdir. Arastirmacilarin bu bulgusu,
bu calismanin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Vakslarin petek mumlarina benzer oldugunu hidrokarbonlar, alifatik bilesenler,
serbest yag asitleri ve esterler bakimindan zengin oldugu belirtilmistir (Negri ve digerleri,
2000). Custodio ve digerleri, (2003) tarafindan petek ve propolis vaksini karsilastiran bir
calisma yapilarak 9 petek vaksi ile 41 Brezilya propolisi incelenmistir. Propolis vaksinda
alkenler, alkanlar, monoesterler, alkadienler, yag asitleri, ketonlar, diesterler, aromatik
esterler oldugu vurgulanmistir. Calismamizda A3 yoresine ait propolis numunesinde en
yiiksek balmumu (%42,30+£2,88) degeri elde edilmistir. Bu calismada vaks veya
balmumu olarak adlandirilan suda ¢oziinmeyen madde miktarlarinin %26 ile %42
arasinda oldugu belirlenmistir. Cesitli literatiirler incelendiginde propoliste yaklasik
olarak %30 balmumunun yer almas1 gerektigi goriilmektedir (Burdock, 1998; Kumova
ve digerleri, 2002; Santos, 2012). Bonvehi ve digerleri, (2011) tarafindan Ispanya’dan
toplanan propolis 6rneklerinin vaks degeri ise %1,8 ile 27,7 arasinda ve Dias ve digerleri,
(2012) farkli Portekiz propolis Orneklerinin vaks miktar1 %4,8- %16,0 aralifinda

PO

degistigine dair bulgular1 bu c¢alismanin bulgulari ile benzerdir. Bununla birlikte farkl
flora ve ar1 irk1 sebebiyle numuneler aras1 vaks bilesiminin degistigi bildirilmektedir.
Nitekim Feas ve digerleri, (2014) tarafindan propolise ait kimyasal ve fiziksel

niteliklerinin belirlendigi bir arastirmada propolisteki vaks oraninin %9,9 ile 11,6



36
arasinda degistigi bildirilmistir. Negri ve digerleri, (2000) Brazilya’ nin farklhi
bolgelerindeki propolis Orneklerinin vaks miktarlarint %1,5 ile %19,3 arasinda
degiskenlik gosterdigini tespit etmislerdir. Ham propolis orneklerinden elde edilen
ekstraktlarle ticari olarak temin edilen 6rneklerin vaks ve balsam miktarlarini sirasiyla
%1,4- 9,8 ve %23,6- 71,1 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Diger bir caligmada ise
ticari numunelerin vaks oraninin %25’ ten yiiksek olmamasi gerektigini bildirmislerdir
(Nicodemo ve digerleri, 2012). Bu durum farkli flora ve ar1 irki sebebiyle meydana
geldigi diistiniilmektedir.

Fenolik madde miktar1, propolis ekstraktlar1 i¢in diger 6nemli parametrelerden
biridir. Polifenoller, cok genis alt siniflari ile yaklasik 8000 adet polifenollerin varlig ile
bitkilerin sekonder metabolitleridir (Durazzo, 2018; Fraga ve digerleri, 2019). Biitiin
propolis ¢alismalarinda propolise ait biyoaktif degerinin daha ¢ok polifenollerden ileri
gelmektedir (Birinci, 2021). Bu ¢alismanin toplam fenolik madde miktarlarinin 60 ile 105
mg GAE/g arasinda oldugu belirlenmistir. Toplam fenolik (mg GAE/g) degeri en yliksek
Al (105,05+2,52) numunesinde saptanirken bu degerin ardindan en yiiksek toplam
fenolik (mg GAE/g) degeri A6 (98,54+3,44) numunesinde saptanmistir. Birinci (2021)
Karadeniz Bolgesi’'nde propolisinin karakterizasyonu ve antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in yaptig1 arastirmada propolislerin total polifenol (TP) iceriklerinin 91,86
ile 196,40 mg GAE/g arasinda degisim gosterdigini tespit etmistir. Anadolu
propolislerinin toplam fenolik madde miktar1 Keskin ve Kolayli (2018) tarafindan ham
propolis i¢in 16,13-178,34 mg GAE/g arasinda belirlenmistir. Anadolu’nun farkl
yorelerinden temin edilen propolislerin toplam fenolik madde miktar1 Ozdal ve digerleri
(2019) tarafindan 27,48 mg GAE/g ile 199,69 mg GAE/ g arasinda saptanmistir. Propolis
etanol eksraktinin (EEP) toplam fenol igerigini tespit etmek ig¢in yiiriitilen bir
aragtirmada, EEP’de fenoliin toplam konsantrasyonu Folin-Ciocalteu metodu
kullanilarak flavoneller %19,44, flavonollar %2,616 ve flavanoneller %16,176 olarak
ortaya konulmustur (Agarwal ve digerleri, 2012). Bu bulgular ¢alismanin bulgulari
literatiirle uyum igerisinde oldugunu gostermektedir. Ortaya ¢ikan sonuglar, yliksek
toplam fenolik madde icerigine sahip propolis numunelerin yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olduklarini agiklamaktadir. Ayrica Keskin (2018) tarafindan farkli illerdeki propolis
orneklerinin toplam fenolik miktarinin 16,13- 178,37 mg GAE/g arasinda degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir. Caliskol (2013) tarafindan Azerbaycan’da {iretilen propolis
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orneklerinin antioksidan 6zelliklerini belirledigi ¢calismada en diisiik 10,936 mg GAE/g
propolis ile en yliksek toplam fenolik madde miktar1 79,232 mg GAE/g propolis arasinda
oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismalarin en yiiksek seviyelerdeki fenolik madde miktari
bulgular1 bu ¢alismanin bulgusu ile ortiismektedir.

Flavanoidler en biiyiik polifenol alt sinif ailesi olup, antimikrobiyal, antiviral,
anti-inflamatuar ve antitiimoral ozellikleri ile taninirlar. Propolisin 6nemli kalite
parametrelerinden biri flavanoidlerdir (Maleki ve digerleri, 2019; Kopustinskiene ve
digerleri, 2020). Bu calismada en yiiksek toplam flavanoid (mg QUE/g) degeri Al
yoresine (22,17+0,30) ait propolis numunelerinde belirlenirken bu numunenin ardindan
en yiksek toplam flavanoid (mg QUE/g) degeri A5 (21,99+0,80) numunelerinde
belirlenmistir. Keskin (2018) tarafindan farkli illerdeki propolis 6rneklerinin toplam
flavanoid miktar1 ise ham propolis 6rnekleri icin 1,24 mg KE/g ile 28,20 mg KE/g
arasinda degisim gostermesine dair bulgusu bu calismanin toplam flavanoid madde
miktarlarin  5,19- 22,17 mg QUE/g arasinda degisim gostermesi ile benzerlik
tasimaktadir. Birinci (2021) Karadeniz Bolgesi’'nde propolisinin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yaptig1 arastirmada flavonoid miktarini 49,95 ile 68,74
mg QE/g olarak tespit etmesine ragmen bu durumun bolgenin florasindan ve ar1 irkindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Calismamizdaki propolislerin toplam flavanoid madde
miktar1 ve fenolik madde miktarinin litaratiirdeki bilimsel calismalar ile yakin degerlerde
oldugu goriilmektedir.

Antioksidanlar; canlilarda reaktif oksijen tiirlerinin DNA, protein ve lipit gibi
makromalekiilleri etkileyerek ortaya ¢ikardigi oksidatif zarar1 geciktiren ya da engelleyen
maddelerdir (Lichtenthaler et al. 2003; MacDonald-Wicks et al. 2006). Ar tirlinleri
icerisinde en giiclii antioksidan aktivitenin propoliste oldugu yapilan caligmalarla
anlagilmistir. Propolis, Oksidatif stresin etkilerine karst koyabilecek en 6nemli
antioksidan kaynaklarindan birisidir. Calismamizda, Al yoresine ait propolis
numunesinde en yliksek toplam antioksidan aktivite (WMFeSO4.7H,0/g) (650 +11)
degeri elde edilitken bu degerin ardindan en yiiksek toplam antioksidan aktivite
(UMFeS04.7H20/g) degeri AS (562+11) yoresine ait propolis numunelerinde elde
edilmistir. Toplam antioksidan kapasitesinin FRAP cinsinden 406 ile 650
uMFeS0O4.7H>O/g arasinda degistigi tespit edilmistir. Birinci (2021) Karadeniz

Bolgesi’nde propolisinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yaptig1 aragtirmada
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antioksidan kapasitesini (WMFeSO4.7H>0/g) Trabzon (Arakli) (2205.83+16.89) ve Ordu
(Ulubey) (2242.28+23.10) yorelerinde yiiksek bulsa da Artvin (Borgka), Sinop (Erfelek),
Rize (ikizdere), Giimiishane (Kelkit) ve Bayburt (Demirdzii) yorelerinde bu degeri sirasi
ile 446.57+6.02, 602.31+4.01, 515.69+4.00, 430.24+4.68 ve 497.28+5.37 seklinde tespit
etmesine dair bulgu bu ¢aligmanin bulgular ile benzerlik tagimaktadir.

Shimizu ve digerleri, (2014) Japonya’nin farkli yerlerinden temin edilen propolis
numunelerine antioksidan ozelliklerinin bolgeden bolgeye farklilik sergiledigini ifade
ederek propolis numunelerin yarisindan fazlasinda p-kumarik asit ve kafeik asite
rastlanildigin1 beyan etmistir. Ahn ve digerleri (2007) Kore’de bulunan propolislerin
antioksidan ozelliklerini inceledigi arastirmasinda p-kumarik asit, kafeik asit ve ferulik
asitin bir¢ok propolis 6rneginde yer aldigini belirtmistir. Lagouri ve digerleri (2014)
Yunanistan’daki propolis orneklerinin fenolik kompozisyonunda fenil ester, kafeik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolinin ve kuersetin major bilesenler olarak
saptanmistir. Alencar ve digerleri (2007) Brezilya kirmizi propolisinin biyolojik
aktivitesine yonelik ¢alismasinda propoliste kuersetin, ferulik asit ve daidzeinin etanolik
ekstrakta yer aldigini saptamislardir. Naama ve digerleri (2010) Irak bolgesinden temin
edilen propolislerin i¢eriginde kafeik asit, p-kumarik asit tespit etmislerdir. Yaghoubi ve
digerleri, (2007) Iran propolisi major bilesenlerinden biri olarak Kafeik asitin oldugunu
bildirmislerdir. Narimane ve digerleri, (2017), Cezayir propolis ektraktlarinda gallik asit,
kafeik asit, ferulik asit ve rutinin Cezayir propolisinin major bilesenlerinden oldugu
bildirilmistir. Bobis ve digerleri, (2014) Romanya propolisinde ferulik asit, p- kumarik
asit, ve kafeik asit bilesenleri tespit edilmistir. Bu konuyla iliski literatiirler dikkate
alindiginda propolis bileseninin, propolisin farkli bolgelerden temin edilisi ve
ekstraktlarin hazirlanig1 gibi parametrelerin farkli olmasindan dolayr farkli bulgular
ortaya ¢ikabilmektedir. Bununla birlikte bir¢cok ¢calismada propolislerin fenolik bilesikler,
antioksidan ve apiterapik etkileri vurgulanmistir. Yaptigimiz c¢alismada tiim etanolik
propolis Oziitlerinde ferulik asit, kumarik asit, kafeik asit, krisin, pinosembrin, t-sinnamik
asit, CAPE ve kuersetin tespit edilirken, gallik asit, klorojenik asit, siringik asit, m-OH
benzoik asit, rutin, ellagik asit,mrisetin, resveretol, daidzein, hesperatin, ramnetin,
curcumin, Protokatekuik Asit, p-OH Benzoik Asit ve epikatesin tespit edilmedi. Bu

fenolik asitlerin tespit edilememesi numunelerin igeriginde olmadigr anlamina
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gelmemektedir, ¢iinkii bu polifenoller suda ¢6ziinen maddeler oldugu icin etanolik faza
tam olarak gecmemis olabilir.

A6 yoresine ait propolis numunesinde en yiiksek kafeik asit (3196,87 ug/g) degeri
elde edilirken bu degerin ardindan en yiiksek kafeik asit degeri Al (1342,55 npg/g)
yoresine ait propolis numunesinde elde edilmistir. Ardahan yoresine ait kafeik asit
degerlerinin 574,17 pg/g ile 3196,87 ng/g arasinda degiskenlik sergiledigi belirlenmistir.

A6 yoresine ait propolis numunesinde en yiiksek CAPE (7616,94 ng/g) degeri
elde edilirken bu degerin ardindan en yliksek CAPE degeri Al (5486,94 ng/g) yoresine
ait propolis numunesinde elde edilmistir. Deneme alanindan temin edilen CAPE
degerlerin 1341,86-7616,94 ng/g arasinda degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Birinci
(2021) Karadeniz Bolgesi’nde propolisinin fenolik bilesen sonuglarindan Trabzon
yoresinin CAPE degeri 1809,62 iken Ordu yoresinin ise 1820,25 olarak tespit etmesi bu
calismanin bulgulart ile uyumludur. Propolis bu ¢alisma ile ilk kez Ardahan bolgesi
propolisleri ¢alisilmistir ve literatiire kazandirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada sinirlt
bir havza olarak secilen Ardahan bolgesinden toplanan propolislerinin bilesimi ve
antioksidan Ozellikleri arasinda biyiik farkliliklar tespit edilememistir. Bolge
propolislerinin énemli fenolik maddelerinden biri pinosembrin olup, krisin, kafeik asit

fenil ester (CAPE) ve ferulik asit bakimindan zengin bir {iriin oldugu tespit edilmistir.
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SONUC

Sonug olarak; Ardahan il genelinin temiz su kaynaklari, kirlilikten uzak topraklari,
genis mera alanlar1 ve zengin bitki Ortiisiine sahip olmasi1 nedeniyle fenolik asit ve
esterleri, polifenoller, flavonoidler gibi bilesiklerce zengin bir propolise sahip oldugu
anlagilmistir. Ayn1 zamanda Kafkas bal arisinin dogal yasam alani ve gen kaynagi
konumunda olmas1 ve diger bal arilarina nisbeten propolis toplama egiliminin yiiksek
olmas1 Ardahan propolisini 6ne ¢ikarmistir.

Calismamizda kullanilan Ardahan yoresi propolisinin pinosembrin, krisin, kafeik
asit fenil ester (CAPE) ve ferulik asit gibi fenolik maddeler bakimindan zengin bir iiriin
oldugu tespit edilmistir. CAPE ve krisinin, hiicre boliinmesi ve hiicre biiylimesini inhibe
ederek veya apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerine karsi sitotoksik 6zelliklere sahip
olabilecegi ¢ok sayida calisma ile gosterilmistir (Sawicka ve dig. 2012). Cok sayida
preklinik ¢alismalar CAPE'in genis bir biyolojik aktiviteye sahip oldugunu ve bu gibi
aktivitelere ¢esitli mekanizmalarin dahil oldugunu gostermistir. Krisin bilesigi ise cilt
kanseri ve cilt onarimlarinda yaygin olarak kullanilan bilesiklerin basinda gelmektedir.
Bu bilesiklerin, Ardahan propolisinde yiiksek ¢ikmasi, Ardahan yoresi propolisleri igin
gelecekte 6zellikle apiterapi uygulamalari i¢in 6nemli bir avantaj sunmaktadir.

Ardahan propolisinin toplanma zamani bitki kaynagia (cografya) bagl olarak
degisiklik gosterdigi icin ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde toplanan propolisler ile
orman alanlar1 ve orman alan1 olmayan alanlardan toplanan propolisler iizerine ayri
calismalarin da yapilmasi Ardahan yoresi propolislerinin tanimlanmasinda daha faydal
olacaktir. Ardahan ilinin stirekli gé¢ veren kirsal niifusun yogunlukta yasadig: bir il
oldugu goz oniine alinirsa, bal disinda propolis gibi katma degeri yiiksek {irtinlerin elde
edilerek, iceriginde yiiksek oranda fenolik bilesikler ihtiva etmesi ile apiterapi
uygulamarindaki kullanim etkinliginin artmasinda ve kirsal kalkinmada 6nemli bir rol
oynayacaktir.

Yine yaptigimiz c¢aligmada Ardahan propolisinde bal mumu oraninin diger
caligmalara gore yiikksek c¢ikmasinda etkili oldugu diisiiniilen propolisin iiretimi ve
toplama yontemi konusunda Ozellikle ar1 yetistiricilerine bu yontemler ve {iretim
asamalarinda dikkat edilmesi gereken konular hakkinda siirekli bilgilendirme

egitimlerinin verilmesi gerekmektedir.
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Ardahan yoresinin propolislerinin kimyasal ve fiziksel igerik yoniinden kalite
kriterleri incelenerek litaratiirde bundan sonraki calismalara katki saglanmistir. Ayni
zamanda litaratlirde propolis ile ilgili ¢alismalardaki yapilmis olan analizlerle beraber
yaptigimiz ¢alismadaki propolis analizleri de eklenerek Anadolu propolisinin

standardinin olusturulabilmesi i¢in kaynak teskil edebilecektir.
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ARDAHAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS / DOKTORA TEZ CALISMASI ORIJiNALLIK RAPORU

ARDAHAN UNIiVERSITESI
LiSANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BiYOTEKNOLOJi ANA BiLiM DALI BASKANLIGI’'NA

Tarih: 23/08/2023

Tez Bashg1 : Ardahan ilinde Uretilen Propolislerin Kalite Kriterlerinin Incelenmesi

Yukarida baghg gosterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris c) Ana béliimler ve d) Sonug kisimlarindan olusan
toplam 36 sayfalik kismina iliskin, 23/08/2023 tarihinde sahsim/tez damigmanim tarafindan Turnitin adh intihal
tespit programindan asagida isaretlenmis filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gére, tezimin
benzerlik oram % 14 ‘tiir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- [X] Kabul/Onay ve Bildirim sayfalar1 harig

2- Kaynakga hari¢
3- [X Alntilar hari¢

4- [X] 5 kelimeden daha az értiisme igeren metin kisimlari harig
Ardahan Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi'nde belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez
¢alismamin herhangi bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli

hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

23/08/2023
Adi Soyadi: Sinan AYDIN
Ogrenci No: 2000100006
Anabilim Dalx: BIYOTEKNOLOJi
Programi: BiYOTEKNOLOJi
Statiisii: [X] Yiiksek Lisans [ Doktora

DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR.

Dog. Dr. Révsen GULIYEV




EK 2. ETiK KURUL MUAFIYET iZNi

54

ARDAHAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
TEZ CALISMASI ETiK KOMiSYON MUAFIYETi FORMU

ARDAHAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGiTiM ENSTITUSU
BiYOTEKNOLOJi ANA BiLiM DALI BASKANLIGINA

Tarih: 12/09/2023

Tez Basghg1: Ardahan Ilinde Uretilen Propolislerin Kalite Kriterlerinin incelenmesi
Yukarida bashg gosterilen tez calismam:

[nsan ve hayvan iizerinde deney niteligi tasimamaktadur,

Biyolojik materyal (kan, idrar vb. biyolojik sivilar ve numuneler) kullanilmasim gerektirmemektedir.

Beden biitiinliigiine miidahale icermemektedir.

Gozlemsel ve betimsel arastirma (anket, miilakat, 6lgek/skala ¢alismalar, dosya taramalari, veri kaynaklar
taramasl, sistem-model gelistirme ¢aligmalari) niteliginde degildir.

e 1 i

Tez caliymamin yiiriitillebilmesi i¢in herhangi bir Etik Kurul/Komisyon'dan izin alinmasina gerek olmadigini; aksi
durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru
oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

12/09/2023
Adi Soyadr: Sinan AYDIN

Ogrenci No: 2000100006
AnabilimDal:  BIYOTEKNOLOJi
Programi: BIYOTEKNOLOJi
Statiisii: Yiiksek Lisans [_] Doktora

DANISMAN GORUSU VE ONAYI

Dog. Dr. Révsen GULIYEV

Detayh Bilgi: https://www.ardahan.edu.tr/birim.aspx?id=1002003
Telefon: 0-4782117522 Faks: 0-4782117523 E-posta: sbe@ardahan.edu.tr
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