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Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma
siirecinin devam etmesi durumunda, tez damismaninin Onerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goriisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu

iki y1l siire ile tezin erisime acgilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye
donlismemis veya patent gibi yoOntemlerle korunmamis ve internetten
paylagilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazan¢ imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgular1 igeren tezler hakkinda tez danismaninin
Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii lizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ay1 asmamak {izere tezin erigsime

acilmasi engellenebilir.

Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar1 veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat,
savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik
karari, tezin yapildig1 kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
is birligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik
karari ise, ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun
goriisii lizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari

verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar1 verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan

gizlilik kurallar ¢ercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez

Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez damismaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii lizerine enstitii

veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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Bu tez calismasinda, Ardahan ilinden elde edilen propolis Orneklerinin
antimikrobiyal etkileri deneysel yontemlerle incelenmistir. Kullanilan propolis, Kafkas
arisinin izole bolgesi olan Ardahan ilinden elde edildigi i¢in Kafkas aris1 propolisi niteligi
tagimaktadir. Calismada, propolisin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus ile
probiyotik 6zellik tastyan Weissella cibaria ve Lactiplantibacillus plantarum tizerindeki
inhibisyon etkisi  incelenmistir.  Farkli  bakteri yogunluklar1 ve  ekstrakt
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen uygulamalar sonucunda, belirli kosullarda anlaml
inhibisyon zonlar1 saptanmistir. Ayrica, propolis orneklerinin kimyasal igerigi hem
toplam fenolik bilesik analizi hem de yag asidi profili analizi ile degerlendirilmistir. Bu
analizlerin sonuglari, propolisin biyolojik etkileri ile iliskili fenolik ve yag asidi
bilesenlerini bilimsel olarak ortaya koymustur. Bu tez, Ardahan ydresine 6zgli dogal bir
iriin olan propolisin hem mikrobiyolojik hem kimyasal 6zelliklerini ortaya koyarak,
saglik ve biyoteknoloji alanlarindaki potansiyel kullanimini bilimsel temelde
degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Tez ¢alismamin hazirlanmas: siirecinde bilgi, deneyim ve yonlendirmeleriyle bana
yol gosteren degerli danismanim Dr. Ogr. Uyesi Duygu Alp Baltakesmez’e en igten
stikranlarimi sunarim. Kendisinin akademik birikimi, rehberligi ve sabri, bu ¢alismanin
basartyla tamamlanmasinda biiyiik katki saglamistir. Is ve egitim siirecimi anlayisla
destekleyen Kafkas Arisi Egitim ve Gen Merkezi Miidiirime ve degerli calisma
arkadaslarima tesekkiir ederim. Bu siliregte maddi ve manevi olarak her zaman yanimda
olan annem Havva Siimer’e, babam Mahmut Siimer’e ve kardesim Numan Siimer’e
goniilden minnettarim. Laboratuvar analizlerinin gerceklestirilmesinde sagladigi destek
igin Ogr. Gor. Hamza Adigiizel hocama; Agr1 Merkezi Arastirma Laboratuvari’ndaki
analizlerin yiiriitilmesine katki saglayan tiim calisanlara ve emegi gecen herkese igten
tesekkiir ederim. Bu vesileyle katkilariyla bu stireci kolaylagtiran herkese tesekkiir bor¢

bilirim.

Ahmet SUMER
Ardahan 2022
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OZET

SUMER AHMET. Cesitli Gastroenterik Patojenler ve Potansiyel Probiyotik
Lactiplantibacillus plantarum ve Weisella cibaria Suslari Uzerinde Propolisin Etkisinin

Belirlenmesi, Yiksek Lisans Tezi, Ardahan, 2025

Bu tez ¢alismasinda, Kafkas arisinin izole bolgelerinden biri olan (Ardahan-Artvin)
Ardahan ilinde bulunan yerel iireticiden Kafkas arisi propolisi ham olarak temin
edilmistir. %80 etanolde 1:3 ve 1:2 propolis-¢6zgen oranlarinda ham propolis kullanilmas,
farkli siirelerde (30 dakika ve 60 dakika) ultra-sonikasyona tabi tutularak ekstraktlar (P10,
P30 ve P60) elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik icerigi ve yag asiti
metil esteri bilesimi belirlenmistir. Ekstraktlardan etanol uzaklastirildiktan sonra elde
edilen propolis 6ziitleri %100 DMSO (dimetil siilfoksit), %50:50 etanol:su ve %20:80
etanol:su ¢ozeltilerinde tekrar c¢ozdiriilerek probiyotik ozellikler tasidigr bilinen
Lactiplantibacillus plantarum ve Weissella cibaria suslar1 ile gastrointestinal
rahatsizliklara neden olan patojen mikroorganizmalar Escherichia coli (ATCC 25922) ve
Staphylococcus aureus (ATCC 259223) iizerindeki antibakteriyel 6zelligi disk diflizyon
yontemi ile canliliklarina etkisi ise koloni sayimi yapilarak belirlenmistir. Propolis
cozeltilerinden 1:3 oraninda ve 30 dakika ultra-sonikasyona tabi tutulan 6érnegin (P10) en
yiiksek toplam fenolik madde icerigine (83.384 mgGAE/g) sahip oldugu tespit edilmistir.
En diistik sonug ise 1:2 oraninda ham propolis-¢6zgen igerigine sahip ve 60 dakika ultra-
sonikasyona tabi tutulan P60 6rneginde (42.794 mgGAE/g) belirlenmistir. Ekstraklarin
yag asiti metil ester bilesimlerinde ise ¢esitli yag asiti esterlerince zengin olmalarinin yani
sira yiiksek oranda bitkisel kaynaklarda dogal olarak bulunan ve antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu belirtilen sinnamik asit (2-Propenoic acid, 3-phenyl-) esterlerinin varlig
dikkat cekmektedir. Inhibisyon etkiye bagl olarak belirlenen zon olusumu ise yaklasik
10% ve 10° log kob/mL yogunluktaki patojen bakterilerde gdzlemlenmistir. Patojen
mikroorganizmalarin ve laktik asit bakterilerinin canliligina etkisi ise en yiiksek fenolik
madde igeriginin yanm sira en iyi inhibiyon etkisi gdsteren P10 Ornegi kullanilarak
belirlenmis olup, ornegin %3 ve %5 oraninda sivi besi ortamina eklenmesiyle
belirlenmistir. Patojen mikroorganizmalardan Gram negatif E. coli, Gram pozitif bakteri

olan S. aureus’a kiyasla daha uzun siire canliligin1 korumustur. E. coli %3 katkida 24
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saatin sonunda %54.94 canlilik gosterirken bu yiizde %5 katkida 20.90 olarak
belirlenmistir. 24 saatin sonunda S. aureus i¢in bu degerler sirasiyla %43.59 ve 20.90
olarak belirlenmistir. 48 saatin sonunda ise S. aureus %5 propolis katkisinda canliligini
tamamen yitirmistir. Laktik asit bakterilerinde ise disk diflizyon yonteminde zon olusumu
gerceklesmemesine ragmen Lpb. plantarum susu %5 katkili besin ortaminda 48 saatin
sonunda %43.59, W. cibaria 1s€%50.24 canlilik yilizdesi sergilemislerdir. Calisma
sonunda  propolis  ekstraksiyonunda  kullanilan  ¢dziiclilerin ~ ve  propolis
konsantrasyonunun etkili oldugu, antimikrobiyal etkinlik {izerinde ise yine propolis
oraninin ve uygulanan siirenin bu 6zellik iizerinde etkili oldugu sonucuna ulasilmistir.
Anahtar Sozciikler:

Propolis, Lactiplantibacillus plantarum, Weisella cibaria, patojen, antimikrobiyal etki
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ABSTRACT

SUMER AHMET. Determination of the Effect of Propolis on Various
Gastroenteric Pathogens and Potential Probiotic Lactiplantibacillus plantarum and

Weisella cibaria Strains, Master’s Thesis, Ardahan, 2024

In this thesis study, raw Caucasian bee propolis was obtained from a local producer
in Ardahan province, one of the isolated regions of the Caucasian bee (Ardahan-Artvin).
Crude propolis was used at the propolis: solvent ratios of 1:3% and 1:2% in 80% ethanol
and ekstract (P10, P30 and P60) were obtained by ultra-sonication at different times (30
minutes and 60 minutes). Total phenolic content and fatty acid methyl ester composition
of the solutions were determined. Propolis extracts obtained after removal of ethanol from
the solutions were diluted with 100% DMSO, 50:50% ethanol:water and 20:80%
ethanol:water and its antibacterial properties on Lactiplantibacillus plantarum and
Weissella cibaria strains known to have probiotic properties and pathogenic
microorganisms Escherichia coli (ATCC 25922) and Staphylococcus aureus (ATCC
259223) causing gastrointestinal disorders were determined by disk diffusion method and
its effect on growth was determined by colony counting method. The highest total
phenolic content (83.384 mgGAE/g) was determined in the sample (P10) which was
subjected to ultra-sonication for 30 minutes at a ratio of 1:3. The lowest result was
determined in the P60 sample (42.794 mgGAE/g), which had 1:2 ratio of crude propolis
content and was subjected to ultra-sonication for 60 minutes. In the fatty acid methyl ester
compositions of the solutions, in addition to being rich in various fatty acid esters, the
presence of cinnamic acid (2-Propenoic acid, 3-phenyl-) esters, which are naturally found
in plant sources and are reported to have antibacterial activity, is noteworthy. The zone
formation determined due to the inhibition effect was observed in pathogen bacteria with
a density of approximately 10° and 10° log cfu/mL. The growth of pathogen
microorganisms and lactic acid bacteria were determined by adding 3% and 5% of P10
sample to the liquid medium, which showed the best inhibition effect as well as the
highest phenolic content. In the growth, Gram-negative E. coli, one of the pathogen
microorganisms, maintained its viability longer than S. aureus, a Gram-positive. While

E. coli showed 54.94% viability at the end of 24 hours at 3% contribution, this percentage



X

was 20.90% at 5% contribution. At the end of 24 hours, these values for S. aureus were
43.59% and 20.90%, respectively. At the end of 48 hours, S. aureus completely lost its
viability in 5% propolis supplementation. In lactic acid bacteria, although there was no
zone formation in the disk diffusion method, Lpb. plantarum strain exhibited 43.59% and
W. cibaria exhibited 50.24% viability percentage at the end of 48 hours at 5%
supplementation. At the end of the study, it was concluded that the solvents and propolis
concentration used in propolis extraction were effective, and the propolis ratio and the
duration of the application were effective on antimicrobial activity.

Keywords:

Propolis, Lactiplantibacillus plantarum, Weisella cibaria, pathogen, antimicrobial effect
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GIRIS

Propolis, (4pis mellifera ) bal aris1 tarafindan agag¢ tomurcuklari, regine, bitkisel 6zler
gibi ¢esitli kaynaklardan toplanir ve ar1 enzimleri ile islenir. “’Propolis’’ kelimesi kokeni
Yunanca olan “pro” (6n, savunma), “polis” (sehir) anlamina gelen kelimelerinden
tiiremigstir ve “sehri savunmak” anlamina gelmektedir. Bu ismin verilmesi arilarin bu
maddeyi kovanlarim1 dis tehditlerden korumak i¢in kullanmasindan kaynaklanmaktadir
(Azize ve Glimiis, 2017). Propolisin, kovan i¢indeki sterilizasyonu saglama, catlaklari
kapatma ve patojenleri uzak tutma gibi ¢ok sayida islevi bulunmaktadir (Albayrak ve
Albayrak, 2008).

Propolis, flavonoidler, fenolik asitler, esterler ve cesitli aromatik bilesikler gibi
bilesenler bakimindan olduk¢a zengin igerigi olan, bu sayede antimikrobiyal, antioksidan,
anti-inflamatuar, antifungal, antiviral gibi genis bir aktiviteye sahiptir. Bu biyolojik
ozellikleri nedeniyle propolis, tip ve eczaciligin yani sira gida, kozmetik ve veterinerlik
alanlarinda da &nemli bir dogal ajan haline gelmistir. Ozellikle antibakteriyel etkileri,
direncli mikroorganizmalara karst dogal bir alternatif olarak arastirilmasina zemin
hazirlamistir (Parolia ve digerleri, 2010).

Escherichia coli ve Staphylococcus aureus gibi gastroenterik patojenlerde artan
antibiyotik direnci, propolisi dogal ve etkili bir antimikrobiyal ajan adayi haline
getirmektedir (De Kraker ve digerleri, 2011; Lazo ve digerleri, 2025). Propolis ile
probiyotiklerin birlikte degerlendirilmesi, zararli mikroorganizmalarin baskilanirken
yararlilarin korunmasina olanak saglayarak yeni nesil fonksiyonel gida ve takviyelerin
gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir (Franca ve digerleri, 2014; Trembecka ve
digerleri, 2016). Bu baglamda, propolisin potansiyel probiyotik suslar {izerindeki olas1
koruyucu veya destekleyici etkileri, bagirsak sagliginin korunmasina katki saglayabilecek
onemli bir bulgudur.

Bu tez ¢alismasinda, Kafkas arisinin izole bolgelerinden biri olan (Ardahan-Artvin)
Ardahan ilinde bulunan yerel iireticiden temin edilen Kafkas aris1 ham propolisi farkli
oran ve siirelerde etanol kullanilarak ultrasonik yontemle ekstrakte edilmis, elde edilen
Oziitlerin toplam fenolik igerigi ve yag asidi bilesimi analiz edilmistir. Bélgenin ar1 irki
acisindan izole yapisi sayesinde Kafkas arisinin iirettigi propolis, 6zgiin 6zellikler

tasimakta ve bu nedenle bilimsel a¢idan ayr1 bir dneme sahip olmaktadir. Bu izolasyon,



propolisin saf ve benzersiz 6zellikler kazanmasini saglamakta; ayrica Ardahan propolisi
ile ilgili literatiirde sinirlt sayida ¢aligma bulunmasi, arastirmanin 6zgiin degerini ve
bilimsel katkisin1 artirmaktadir. Calismada yalnizca gastroenterik patojen
mikroorganizmalar (E. coli ve S. aureus) lizerindeki inhibe edici etkiler degil, ayni
zamanda probiyotik 6zellik tagiyan bakteriler lizerindeki (Lactiplantibacillus plantarum,
Weisella cibaria) olas1 koruyucu etkiler de incelenmis ve propolis Oziitlerinin
antibakteriyel potansiyeli kapsamli bicimde degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, bu tez
caligmasinda, propolisin bagirsak sagliginin desteklenmesi ve bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesinde dogal bir ajan olarak kullanim potansiyelini ortaya koymakla birlikte,
Kafkas arisina 6zgli propolisin bilimsel agidan belgelenmesine de Onemli katkilar

sunmasi hedeflenmektedir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER
1.1. PROPOLIS

Isci arilar, arka ayaklaridaki keselerde agaglardan topladiklar 6zleri, filizleri ve
tomurcuklari, baglarindaki 6zel sivilarla karistirip, degisik bir maddeye cevirirler. Bu
madde Eski Yunanca kokenli "Propolis" terimi, arilarin yuva koruma islevi ile baglantili
olarak 6n/pro ve sehir/polis kelimelerinin birlesiminden olugmaktadir. Propolis, ilk olarak
Antik Yunan doneminde kesfedilmis olup, eski c¢aglardan bu yana ila¢ olarak
kullanilmaktadir (Azize ve Giimiis, 2017). Sekil 1a ve b’de Ardahan ilinden elde edilen

ham propolis ve ufaltilmis 6rnegi verilmistir.

Sekil 1. a) Ardahan ilinden elde edilen ham propolis b) Ufaltilmis propolis 6rnegi

Antimikrobiyal 0Ozellige sahip oldugu bilinen propolis, bal arilarinin agag
tomurcuklari, 6zsu akislari, ¢alilar ve diger botanik kaynaklardan topladig: recineli, sar1
kahverengi ila koyu kahverengi bir maddedir. Kovandaki istenmeyen acik alanlari

kapatarak kovani dis kirleticilerden korumaktadir (Parolia ve digerleri, 2010). Standart



bir kovan ic¢inde kapali bir halde 50.000 ile 80.000 arasinda yetiskin ar1 ile benzer
sayilarda yavru (yumurta, larva, pupa) bulunmasina, kovan i¢i sicakliginin 34°C, nem
seviyesinin ise %40-65 olmasia ragmen, propolisin bu koruyucu 6zelligi sayesinde

hastalik faktorleri tireme olanagi bulamamaktadir (Albayrak ve Albayrak, 2008).
1.1.1. Kafkas Arnis1 ve Propolisi

Kafkas ar1 irki (4pis mellifera caucasica), Kuzeydogu Anadolu cografyasina ait
yerli bir ar1 irkidir. Tiirkiye'de Kafkas aris1 tiretimi 6zellikle Ardahan ve Artvin illerinde
yapilmaktadir. Bu iller, Kafkas arilar1 i¢in izole alanlar olup (2004/39 Tebligi, (RG
12.12.2004, 25668)) yabanci aricilarin girmesine izin verilmemektedir. Kafkas arisi
(Sekil 2), iilkemiz i¢in 6nemli bir art irki1 olup ayni zamanda da Tarim ve Orman
Bakanlig: tarafindan iiretim izni verilmis yerli bir wrktir (Giil ve digerleri, 2022). Uysal
bir irk olan Katkas aris1 yavru yetistirmesi yavas oldugundan ilkbaharda ge¢ gelisir
(Gosterit ve digerleri, 2012). Kuzey bolgelerde kislama yetenegi sinirlidir. Ogul verme
egilimi diisiik, yagmacilik egilimi ise yiiksektir. Bu irk, bal arilar1 arasinda propolisi en
yogun kullanan 1rk olarak 6ne ¢ikmaktadir (Gl ve digerleri, 2022).

Bal aris1 wrklarimin propolis iiretiminde onemini vurgulayan Silici ve Kutluca
(2005)’nin yaptig1 ve ayni bolgede ti¢ farklr bal aris1 ki tarafindan toplanan propolisin
kimyasal kompozisyonu ve antibakteriyel aktivitesinin belirlendigi bir arastirmada,
Kafkas arisi1 tarafindan toplanan propolis 6rneginin Apis mellifera anatoliaca ve Apis
mellifera carnica tarafindan toplanan propolis Orneklerine gore daha yiiksek

antibakteriyel aktivite gdsterdigi belirlenmistir.



Sekil 2. Kafkas Arisi (Apis mellifera caucasica) fotografi (Ardahan Kafkas Arisi
Egitim, Uretim ve Gen Merkezi Miidiirliigiinde ¢ekilmistir, 2021).

1.2. PROPOLISIN BiYOLOJiK AKTiVITELERI

Arilar tarafindan cigeklerden ve tomurcuk kisimlarindan toplanan ve arilarin
urettigi propolis, geleneksel sifacilikta sikgca kullanilmaktadir. Bunun yani sira
antimikrobiyal, antioksidan, antitlimor, anti-enflamatuar, anti-lilser gibi ¢esitli biyolojik
islevleri ile ilgili bilimsel calismalarda yapilmaktadir. Kovan igindeki gorevlerine ek
olarak propolis ilag, kozmetik, gida endiistrisi ve apiterapi gibi bir¢ok alanda kullanim

alanina sahiptir (Dogan ve Hayoglu, 2014).
1.3. PROPOLISIN BILESENLERI VE COZUNURLUK OZELLIKLERIi

Propolis, regine (%50), balmumu (%30), ugucu yaglar (%10), polen (%5) ve diger
organik bilesiklerden (%35) olusmaktadir (Goémez-Caravaca ve digerleri, 2006). Cogu
bileseni, lipofilik Ozellik gostermekte ve bu Ozelliginden kaynakli olarak etanol ve
metanol gibi alkollerde iyi ¢Oziiniirliik sergilerken, su ve hidrokarbonda diisiik ¢6ziinme

ozelligi gostermektedir (Eryillmaz, 2022). Ayrica, eter, kloroform, aseton ve diger organik



coziiciiler de kismen ¢oziinebilir; ancak, %95'lik alkolde daha fazla ¢éziinme egilimi
sergilemektedir. Su ve diger ¢oziiciilerle sinirhi ¢éziinme kapasitesi bulunmaktadir. Bu
nedenle propolis genellikle %70'lik alkolde ¢6zlinmiis ¢cozelti olarak tercih edilmektedir

(Karabulut, 2011). Sekil 2’de propoliste bulunan 6nemli bilesenler verilmistir.

I Regine

[ Mum ve Yag Asitleri
I Esansiyel yaglar

3 5 % Polen

Diger

10%

45%

Sekil 3. Propoliste bulunan 6nemli bilegenler

1.4. PROPOLISIN CESITLI BiYOLOJIK AKTiVIiTE OZELLIKLERI
1.4.1. Antioksidan Etki

Propolis, serbest radikal temizleme, metal selasyonu ve enzim modiilasyonu
(diizenlemesi) sebebiyle giiclii antioksidan 6zellik gdsteren ar1 {iriiniidiir. Kafeik asit ve
tiirevleri, ferulik asit, kafeik asit feniletil esteri (CAFE) gibi hidrosinnamik asitler ile
protokatesik asit ve gallik asit gibi hidrobenzoik asitler, emiilsiyon ve lipid sisteminde
belirgin antioksidan etkilere sahip maddeler arasinda yer almaktadir (Memmedov ve

digerleri, 2017).



1.4.2. Anti inflamatuar Etki

Anti-inflamatuar etkisi 6zellikle arasidonik asit araciligiyla ortaya c¢ikmaktadir.
Lipooksijenaz enzimini inhibe etme Ozelligine sahiptir, buna ek olarak l6kotrienlerin
sentezi, siklooksijenaz enzim inhibisyonu (COX) ile prostaglandin sentezi ve tromboksan
agregasyonu azaltici yonde etki gostermektedir. TNF alfa ve interlokin miktarlarini
diistirdiigii, T hiicrelerinin tetikledigi mitojenik aktiviteyi kisitladigi ayrica CAFEnin
DNA iiretimini inhibe ederek Insan T hiicre proliferasyonunu durdurdugu belirtilmektedir

(Unal ve digerleri, 2020).
1.4.3. Antimikrobiyal Etki

Propolisin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili g¢esitli ¢alismalarda Gram pozitif
bakterilere ve bazi funguslara kars1 etkili oldugu, Gram negatif bakterilere karsi ise bu
etkinin daha zayif oldugu belirtilmistir (Albayrak ve Albayrak, 2008). Genel olarak,
propolisin antimikrobiyal aktivitesinin Gram pozitif bakterilere karsi Gram negatif
bakterilere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum, Gram negatif bakterilerin
dis membran yapisina ve propolisin aktif bilesenlerini pargalayan hidrolitik enzimlerin

tiretimi ile agiklanmaktadir (Przybylek ve Karpinski, 2019).
1.5. PROPOLISIN ETKIi MEKANIZMASI

Propolis, metabolik aktivasyon veya modifikasyon gerektirmeyen dogrudan etki
gosteren mutajenlere ve bunlarin olusturdugu metabolitler ya da reaktif ara iriinler
aracilifiyla DNA’ya zarar veren dolayl etki gosteren mutajenlere karsi engelleyici bir
ozellik sergilemektedir (Y1ldiz ve Unal, 2022).

Propolisin antimikrobiyal ve antiparaziter nitelikleri hem patojenler hem de konak
tizerinde iki farkl etkiye sahiptir. Patojenler icin, propolis, fiziksel bir bariyer olusturarak
ve konak hiicrelerine girmek i¢in gerekli olan enzim ve proteinleri engelleyerek
patojenlerin konak hiicrelerine sizma yetenegini azaltir. Ayrica, propolis, patojenlerin
replikasyon siirecini de inhibe eder. Bunun yani sira, propolis, enerji iiretiminden sorumlu
hiicresel yapilar1 ve bilesenleri etkileyerek patojenlerin metabolizma siireclerine
miidahale eder. Konak agisindan bakildiginda, propolis, bir immiinomodiilatdr olarak

gorev yapar. Dogal bagisikligi artirir ve enflamatuar sinyal yolaklarini diizenler. Propolis,



ayni zamanda konak¢inin hiicresel antioksidan seviyesini korumaya da yardimci olur.
Ayrica, az sayida insan tizerinde yapilan klinik arastirma, patojenik enfeksiyonlar igin
propolisin alternatif tedavi olarak etkinligini ve giivenligini ortaya koymustur (Zulhendri
ve digerleri, 2021). Propolis, Gram-pozitif bakterilere kars1 daha yliksek antimikrobiyal
aktivite gosteridigi bilinmektedir. Bunun nedeni olarak, Gram-negatif bakterilerin dis zar
yapisindaki farklilik ve bu bakteriler tarafindan tiretilen hidrolitik enzimlerin propolisin
aktif bileseninin par¢alanmasina neden olmasi belirtilmektedir (Sforcin, 2016). Ek olarak,
Gram-negatif bakterilerin propolis bilesiklerinin birikmesini 6nleyen efflux pompalarina
sahip oldugu ve bu sayede nispeten daha yiiksek tolerans gostermelerine katkida

bulundugu ifade edilmektedir (Mejia ve digerleri, 2025).
1.6. EKSTRAKSiYON YONTEMLERI

Ham propolisin re¢ineli, viskoz, yapiskan, suda az ¢6ziinen, keskin tat ve aromali
yapisi biyo-etkinliginin siirli olmasina sebep olmaktadir. Tiiketilir bir hale getirilmesi
icin bu sebeple propolisin ¢esitli ekstraksiyon yoOntemlerine maruz birakilmasi
gerekmektedir. Bu sebeple eczacilik ve gida gibi sektdrlerde kullanilabilmesi igin
ekstraksiyon siirecinden gecirilmesi gerekmektedir (Aydin ve digerleri, 2021). Propolis
yapiskan maddelerin ve reginenin varligt nedeniyle dogrudan ham haliyle
kullanilamadigindan, igindeki biyoaktif bilesiklerin uygun bir ekstraksiyon yontemiyle
ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Propolis ekstraktlarinin hazirlanmasi i¢in birbirinden
farkli ekstraksiyon yontemleri bulunmaktadir (Yazkan ve Ertop, 2024). Tiketilmeye
uygun propolis ekstraksiyonlarinda ana ¢oziicli olarak siklikla etanol, su, glikoller,

gliserol ve s1v1 yaglar tercih edilmektedir (Y1ldiz, 2020).
1.6.1. Maserasyon Ekstraksiyon Yontemi

Maserasyon islemi, propolisin igerigindeki faydali bilesenleri (fenolikler,
flavonoidler vb.) ¢ikarmak i¢in kullanilan en basit ve geleneksel ekstraksiyon yontemidir
(Bankova ve digerleri, 2021). Yontem, propolisin uygun bir boyuta kiigiiltiildiikten sonra
uygun bir ¢oziicii i¢inde, genellikle oda sicakliginda ve kapali bir kapta belirli bir siire
bekletilerek ve karigtirllmasiyla ekstrakte edilmesi esasina dayanmaktadir (Yazkan ve
Ertop, 2024). Bu yontemde 6giitlilmiis propolis, genellikle etanol veya etanol-su karigimi

gibi bir ¢oziiciiyle belirli bir kati-sivi oraninda karistirilir ve oda sicakliginda birkag giin



bekletilir. Bu silire boyunca ¢oziicli, propolisin i¢indeki biyoaktif bilesenleri ¢ozer.
Ekstraksiyonun etkinligi; ¢oziiciiniin tiiri, orani, siiresi, sicaklik ve karigtirma gibi
faktorlerden etkilenir. En verimli sonuglar cogunlukla %70-80 etanol ile elde edilirken,
ekstraktin kalitesi toplam fenolik ve/veya flavonoid miktari, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerle degerlendirilir. Basit, ucuz ve 1siya duyarli bilesenler i¢in
uygun olan bu yontem, diisiik verim ve uzun siire gerektirmesi gibi bazi sinirlamalara da
sahiptir. Ekstraksiyon siireci sirasinda bu faktorlerin dikkatli sekilde kontrolii, istenen

terapotik ve kimyasal profili elde etmek i¢cim kritiktir (Bankova ve digerleri, 2021).
1.6.2. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu, kati bilesiklerden hedef bilesiklerin segici ekstraksiyonu
icin ortam basincinda ve kaynama sicakliginda ¢oziiciiler kullanan siirekli bir ¢oziicii
ekstraksiyon yontemi olarak kabul edilir. Soxhlet ekstraktoriiniin kullanimiyla
gercgeklestirilen propolis ekstraksiyonunun, maserasyon yontemi ile karsilastirildiginda
daha yiiksek bir verim sagladigi ve daha kisa bir siire i¢inde ekstraksiyon siirecinin
tamamlandig1 belirlenmistir. Bu yontemde kat1 formda bulunan ham propolis etanol ile
ekstrakte edilerek etkin bilesenleri ayristirllmaktadir. Ekstraksiyon islemi, Soxhlet cihazi
kullanilarak yaklagik 85°C'de ortalama 2 saat siiresince yapilmaktadir. Elde edilen ¢ozelti,
igeriginin incelenmesi ve 1siktan zarar gormemesi amaciyla karanlik bir mekanda

muhafaza edilir (Zin ve digerleri, 2018; Rifqialdi ve digerleri, 2023).
1.6.3. Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyon (UAE), geleneksel numune hazirlama yontemlerine
cevresel ve ekonomik bir alternatif olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde ¢oziicii
kullanilarak iiretilen ultrasonik dalgalar sayesinde numunenin ylizeyine yakin kabarciklar
olusur ve ¢okerken enerji yayilir. UAE siirecindeki adimlar numune hazirlama, ¢6ziicii
ekleme, ultrasonikasyon, eliisyon ve saflastirma gibi adimlar1 igerir. Bu yontemin
avantajlar1 arasinda solvent kullaniminin azaltilmasi, enerji miktarinin azalmasi ve
ekstraksiyon tiiriinde kisitlama olmamasi bulunmaktadir. Propolis Oziitlerinin ytiksek
biyolojik aktivite kazanmas1 ve hizli ekstraksiyon saglamasi goz Oniine alindiginda,
UAE'nin biyoaktif bilesiklerin ¢ikarilmasi i¢in uygun bir teknik oldugu goriilmektedir.

Cesitli parametrelerin test edilmesiyle en uygun kosullarin belirlendigi UAE, diger
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ekstraksiyon metodlarina kiyasla daha hizli ve verimli sonuglar elde edilmesini

saglamaktadir (Fuente-Ballesteros ve digerleri, 2023).
1.6.4. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), numuneyle temas halindeki ¢oziiciilerin
mikrodalga enerjisiyle 1sitilarak hedeflenen bilesenlerin matriksten ¢oziicliye aktarilmasi
islemidir (Eskilsson ve Bjorklund, 2000). Mikrodalgalar, birbirine dik elektrik ve
manyetik alanlardan olusan elektromanyetik dalgalardir ve iyonik iletim ile dipol
rotasyonu olmak iizere iki temel mekanizma {iizerinden 1sitmay1 saglar. Bu yontem
sayesinde 1s1, sadece hedeflenen materyale yonlendirilir ve ¢evreye neredeyse hig 1s1
kayb1 olmadan 1sitma gergeklestirilir. MAE, o6zellikle kisa siirede yiiksek verimli
ekstraksiyon yapabilmesi nedeniyle umut verici bir tekniktir. Ornegin, %80 etanol
kullanarak yalnizca 1.5 dakikalik mikrodalga uygulamasiyla geleneksel maserasyona
kiyasla daha yiiksek flavonoid verimi elde etmislerdir. Benzer sekilde, Malezya ve
Endonezya kokenli Trigona propolisi tizerinde %6570 etanol ile 20-30 dakika siiren
MAE islemleri sonucunda, toplam fenolik ve flavonoid veriminin klasik yontemlerden
daha yiliksek oldugunu gdostermistir. MAE’nin maserasyon ve ultrason destekli
ekstraksiyon (UAE) ile karsilastirildigi ¢aligmalarda ise, 1-2 dakikalik islem siiresi ile
cok daha kisa zamanda etkili ekstraksiyon sagladigi goriilmistiir. Ancak bazi
arastirmacilar, mikrodalga 1sinlamanin 1s1ya duyarli bazi aktif bilesenlerin bozunmasina
neden olabilecegini ve verimde diisiise yol agabilecegini belirtmistir (Bankova ve

digerleri, 2021).
1.6.5. Siiperkritik Ekstraksiyon

Gelismis ekstraksiyon yoOntemlerinden biri olan siliperkritik ekstraksiyonda
karbondioksit (CO:) kullanilmakta olup, bu sistemde karbondioksit, islemin ardindan
ayristig1 icin elde edilen iirlinlerde kalmamaktadir (Yildiz, 2020). Son zamanlarda
stiperkritik karbondioksit (scCO) ekstraksiyonunun dogal iiriinlerde aktif bilesenlerin
cikarilmasinda  sikca  kullanilmaktadir.  Karbondioksit, lipofilik  maddelerin
cikarilmasinda ideal bir ¢6ziicii olarak dne ¢ikmaktadir. Bunun nedeni olarak kolay temin
edilebilmesi, patlayici ya da toksik etkisinin olmamasi ve uzaklastirilmasinin kolay

olmasi belirtilmektedir. Propolis ekstraksiyonu i¢in scCO:2'nin propolisin reg¢ineli yapisi
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ve lipofilik bilesenlerin varligi nedeniyle cazip oldugu ifade edilmektedir. scCO;
ekstraksiyonunda basing ve zamanin ¢ikarim verimliligi ve ekstrakt bilesimi tizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu vurgulanmaktadir. Optimum sartlarda, scCOx ile propolis
ekstraksiyonundan maksimum %14.3 verim elde edilebilmektedir. ScCO2'nin lipofilik
bilesenler bakimindan zengin ekstrakt tiirleri tiretmek icin kullanilabilecegi ve ayrica
etanol kullanilan ekstraksiyonlar1 kolaylagtirmak i¢in 6n islem olarak da kullanilabilecegi
belirtilmektedir. Ayrica scCOs ile elde edilen ekstraktlarin etanol ile elde edilenlerden
farkli bir bilesime sahip oldugu ve antioksidan fraksiyonlar elde etmek icin scCO>

kullaniminin tespit edildigi gozlenmistir (El-Sakhawy, 2023).
1.6.6. Yiiksek Basinch Ekstraksiyon Yontemleri

Son donemlerde, yiiksek basing altinda yapilan ekstraksiyon yontemleri, ¢evre
kirliligini azaltmay1 ve maliyetleri diislirerek verimliligi artirmay1 amaglamaktadir. Yeni
yontemlerden bazilar1 propolis lizerinde uygulanmis ve ozellikle yiiksek hidrostatik
basingla ekstraksiyon (HHPE) Cinli bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmistir. Bu yontem,
geleneksel coziicliler ile yiiksek basing altinda soguk izostatik basing uygulamaya
dayanmaktadir. Yiiksek basing, molekiiler yapidaki degisikliklere yol acarak
ekstraksiyonun verimliligini artirmaktadir. Propolin uygulanan bu yontem, hizli bir
sekilde etanol iiretimine olanak saglamis ve maserasyona kiyasla daha 1yi sonuglar elde
etmistir. Aym1 zamanda basingh solvent ekstraksiyonu (PSE) olarak adlandirilan PSE
yontemi, sicaklikla ilgili sivinin kaynamasini Onlerken ekstraksiyon hizin1 da
artirmaktadir. Bu yontem, Brezilya ve Tiirk propolisinde olumlu sonuglar elde etmis ve
ozel aletler kullanmay1 gerektirmektedir (Bankova ve digerleri, 2021).

Propolis kovandan ham halde toplanmakta ve kullanilmasi i¢in saflastirilmaya
ithtiya¢ duyan bir bilesiktir. Propolis ektraksiyonu i¢in kullanilan yontemler Tablo 1’de

maddeler halinde siralanmustir.
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Tablo 1. Coziicli temelli ekstraksiyon metodlari

Kullanilan Yontem ve Coziicii Kaynak

Etanolik ekstraksiyon (Park vd., 1998)
Glikol ile ekstraksiyon (Pujirahayu vd., 2014)
Su ile ekstraksiyon (Nagai vd., 2003)
Zeytin Yagi ile ekstraksiyon (Pujirahayu vd., 2014)
Kuru ekstraksiyon (Drago vd., 2000)
Macun kivamli ekstraksiyon (Divya vd., 2019)

Suda ¢oziinebilen, kurutulmus toz halindeki etanol (Song, 2006)
ekstraksiyonu

1.7. PROBIiYOTiK MiKROORGANIZMALAR VE GENEL OZELLIKLERI

Ik kez Lily ve Stillwell tarafindan "Probiyotik" ifadesi 1965 yilinda tanimlanmig
olup, Latince kdkenli olan "pro" (6n) ve "bios" (yasam) kelimelerinden tiiretilmistir,
"yagam i¢in" anlamima gelir (Chauhan ve digerleri, 2016). Bu mikroorganizmalar,
konak¢inin gastrointestinal sisteminde bulunan cesitli mikroorganizma gruplarni ve
Ozellikle immiin sistem sagligina faydali sindirim kanali mikroorganizmalarini igerir.
Probiyotikler, agizdan en az 10° log kob/mL olarak alindiginda (Hill ve digerleri, 2014),
konak sagligin1 olumlu yonde etkileyebilen canli mikroorganizmalardir (Ceyhan ve Alig,
2012). Sagliga olan yararlar, ozellikle asagidaki tiirlerin 6zel probiyotik suslari igin
kanitlanmistir:  Lactobacillus,  Bifidobacterium,  Saccharomyces,  Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus (Fijan, 2014).

Probiyotiklerin konak¢inin sagligi iizerinde olumlu etkiler saglayabilmesi igin
sindirim sisteminde hayatta kalmalar1 elzemdir. Gastrointestinal sistemde probiyotik
bakteri seviyesinin korunmasi amaciyla diizenli olarak takviyelerin alinmasi
gerekmektedir. Her probiyotik tiirii bagirsak hiicrelerine veya mukus tabakasina tutunma
yetenegine sahip olmasada, bu yiizeylere siki bir sekilde yapisabilme kapasitesi, patojen
bakterilerin enfeksiyon olusturma riskini 6nemli Ol¢lide azaltmakta ve bagisiklik
sisteminin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Ohashi ve Ushida, 2009). Bu
mikroorganizmalarin sindirim sistemi tizerindeki olumlu etkileriyle birlikte, genel
bagisiklik sistemi lizerinde de destekleyici bir rol oynayabilecegi belirtilmelidir.
Probiyotik mikroorganizmalar, bagirsak epiteline yapigma, patojenlerin yerlesimini
azaltma, bagisiklik sistemini harekete gecirme, hasar goérmiis mukoza dokusunun

yilesmesini artirma ve bagirsaklardaki kolonizasyonlar1 sayesinde sindirim sistemi



13

hastaliklarin1 6nleme gibi 6zelliklere sahiptirler (Alp, 2018). insan mide- bagirsak
sisteminden izole edilen laktik asit bakterileri, Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan insanlar tarafindan probiyotik olarak kullanilmas1 i¢in
Onerilmistir. Ancak, giderek daha fazla caligma, probiyotik olarak kabul edilen suslarin
hayvansal kokenli fermente iiriinlerden ve siit {iriinii olmayan fermente iiriinlerden izole
edilebilecegini One slirmektedir. Geleneksel fermente {iriinler, bazilar1 probiyotik
Ozellikler gosterebilen zengin bir mikroorganizma kaynagidir. Bu mikroorganizmalar,
FAO/WHO tarafindan belirlenen ¢esitli probiyotik kriterlerine uygun 6zellikler
gosterdikleri halde, yalnizca insan bagirsagindan elde edilmemis olmalar1 nedeniyle
resmi probiyotik tanimima dahil edilmemektedir (Zielinska ve Kolozyn-Krajewska,

2018).
1.8. PROBIiIYOTIKLER VE KULLANIM ALANLARI

Probiyotikler, konakcilarina saglik acisindan sayisiz fayda saglayan canli
mikroorganizmalardir. Probiyotiklerin viicut iizerinde cesitli etkileri vardir; O0rnegin
bagirsak mikrobiyotasini degistirir, epitelyal bariyerin biitlinliiglinii iyilestirir ve anti-
enflamatuar etkilere sahiptirler (Gryaznova ve digerleri, 2022). Sindirim sagligin
destekleyerek, probiyotikler normal mikrobiyotanin olusumuna katki saglarlar. Bu
ozellikleri, 6zellikle gocuklarda goriilen akut ishal ve antibiyotik kullanimina bagli ishalin
tedavisinde etkili bir potansiyele sahip olduklar1 anlamina gelir. Ayrica, viicudu
hastaliklara kars1 koruyarak bagisiklik sistemini desteklerler.

Probiyotikler, gida iiretiminde kullanilarak, gida giivenligini destekleyici ve immiin
sistemi uyarict etkilere sahip mikroorganizmalar olarak bilinirler (Uymaz, 2010).
Probiyotiklerin bagirsak mikrobiyota yapisi, gesitliligi ve islevleri lizerindeki etkileri,
kiiltiire dayali yontemlerden gelismis metagenomik analizlere kadar farkli tekniklerle
incelenmistir. Literatiirde bulunan veriler, probiyotik uygulamalarin mikrobiyota
yapisinda Onemli degisikliklere neden oldugunu ortaya koymaktadir. Yapilan bir
arastirmada, Lactiplantibacillus plantarum susunun si¢anlarin bagirsak mikrobiyotasinda
olumlu degisiklikler yarattigi bulunmustur. Bu degisiklikler, yararli bakterilerin
sayisindaki artig ile kisa zincirli yag asitlerinin liretiminde artis ve inflamatuar sitokin
seviyelerindeki azalmanin iligkili oldugu goriilmektedir. (Khan ve digerleri, 2022;

Gryaznova ve digerleri, 2022). Artepillin C, kafeik asit, CAFE, apigenin, krizin, galangin,
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kaempferol, luteolin, genistein, naringin, pinocembrin, kumarik asit ve kuersetin gibi
birgok biyolojik olarak aktif organik bilesen iceren propolis, genis bir farmakolojik etki
kapasitesine sahiptir. Bu bilesenler; antidiyabetik, antiinflamatuar, antioksidan,
antikanser, noroprotektif, immiinomodiilator ve imminoinflamatuar etkiler

gostermektedir (Zullkiflee ve digerleri, 2022).
1.9. LAKTIK ASIiT BAKTERILERI

Laktik asit bakterileri (LAB), Lactobacillaceae ailesine ait, karbonhidrat
fermantasyonu ile laktik asit iireten Gram pozitif ve katalaz negatif, sporsuz,
bakterilerden meydana gelmektedirler (Salvetti ve digerleri, 2012). Bu kategori iginde,
ozellikle Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en sik kullanilanlardir. Probiyotik
iriinlerin hazirlanmasinda sadece belirli bakteri cinsleri degil, ayn1 zamanda baz1 maya

ve kiif tiirleri de kullanilabilmektedir (Alp ve Ertiirkmen, 2017).
1.9.1. Cesitli Ozellikleri ve Saghga Etkileri

Lactobacillaceae ailesi, gida, yem, bitkiler, omurgali ve omurgasiz hayvanlar ve
insanlarda besin agisindan zengin ortamlarda yasayan, genelde patojen olmayan Gram
pozitif bakterilerden olusan bir bakteri familyasidir. Spor tiretmeyen fakiiltatif veya siki
anaerobik bakterilerdir; kokoid (kiiresel) veya ¢ubuk sekilli hiicreler olup, ciftler veya
zincirler olusturabilme kapasitesine sahiptirler (Walter ve O'Toole, 2023).
Fermantasyonun gida maddelerinin tadini, besin degerini ve fiziksel ozelliklerini
gelistirdigi kanitlanmigtir. Ayrica, asitlenme siireci ve antibakteriyel bilesiklerin olusumu
yoluyla gida giivenliginin artirilmasina ve raf dmriiniin uzatilmasina katkida bulunur.
Lactobacillaceae ailesine ait tiirler endiistriyel fermantasyonlarda yaygin olarak tercih
edilmekle beraber bu sinif altinda smiflandirilan birgok tiiriin gida {iriinlerinde uzun
stiredir giivenli ve yasal olarak kullanildig1 bilinmektedir (Pot ve digerleri, 2019).

Peynir ve yogurt gibi fermente siit lriinleri, yliksek degerli fonksiyonel gidalar
olarak kabul edilir ve saglik iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle yaygin olarak tiiketilir.
Fermantasyon, baslangicta siitteki besin maddelerini korumak amaciyla karbonhidratlarin
organik asitlere, 6zellikle laktik aside doniistiiriilmesine dayaniyordu. Ancak daha sonra
diger saglik yararlarini1 da ortaya ¢ikarmak tlizere gelismistir. Siit proteininden elde edilen

biyoaktif peptitlerin, proteolizin bir sonucu olarak fermente siit iirlinlerinin {iretim



15

stirecinde salindig1 varsayilmaktadir. Lactobacilli, probiyotik olarak tanimlanmig ve
bagirsak mikrobiyal popiilasyonunun dengelenmesindeki roliine giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir (Widyastuti ve digerleri, 2021).

LAB grubunda yer alan bakterilerden bazilari, Lactobacillaceae familyasina ait
olup, probiyotik 6zellikleriyle dikkat ¢ceker. Bu grup icerisinde yer alan tiirler, genellikle
fakdiltatif anaerob, Gram pozitif, spor olusturmayan ve ¢ubuk seklinde bakterilerdir. 2020
yilinda gergeklestirilen taksonomik revizyonla birlikte, geleneksel olarak Lactobacillus
cinsi altinda toplanan bir¢ok tiir, genetik farkliliklarina dayanarak yeni cinslere
ayrilmistir. Glinlimiizde probiyotik olarak yaygm kullanilan bazi tiirler sunlardir:
Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus casei, Limosilactobacillus fermentum,
Lactiplantibacillus  plantarum, Levilactobacillus brevis, Lactococcus lactis ve
Limosilactobacillus  reuteri’dir. Bu mikroorganizmalar; laktoz intoleransinin
hafifletilmesi, akut ishalin 6nlenmesi, bagisiklik sisteminin desteklenmesi, baz1 kanser
tiirlerinin riskinin azaltilmasi ve serum kolesterol seviyelerinin diistiriilmesi gibi ¢esitli

saglik yararlari saglayabilmektedir (Alp ve Ertiirkmen, 2017; Zheng ve digerleri, 2020).
1.9.2. Lactiplantibacillus plantarum Genel Ozellikleri

1919 yilinda Orla-Jensen tarafindan kesfedilen ve baslangigta Streptobacterium
plantarum olarak adlandirilan Lactiplantibacillus plantarum, cesitli ¢evresel nislerde
karsilasilan, mide gecisinde hayatta kalma becerisi kanitlanmis ve insanlarla diger
memelilerin bagirsak sistemlerinde kolonilesebilen ¢ok yonlii bir laktik asit bakterisidir.
Farkli Lpb. plantarum tiirleri, hali hazirda probiyotik olarak pazarlanmakta olup ¢esitli
avantajlar1 nedeniyle tercih edilmektedir (De Vries ve digerleri, 2006; Kwak ve digerleri,
2014). S6z konusu bu mikroorganizma, LAB grubu i¢inde en biiyiik genoma sahip
olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir (~3.3 Mb). Bu da ¢esitli kaynaklardan izole edilebilmesine
olanak tanimakla beraber, sindirim sistemi stresleri, gastrointestinal, vajinal ve iirogenital
yollar gibi zorlu kosullara son derece toleranshidir (Al-Tawaha ve Meng, 2018). Lpb.
plantarum, siit, sebze ve et gibi farkli besinlerde fermentasyon yetenegi gosteren gok
yonlii bir laktik asit bakteri tlirtidiir (Eryilmaz, 2022). Lpb. plantarum insan tiikketimi i¢in
giivenli ve antibiyotik direnci kazandirmadigi c¢aligmalarda belirtilmis olup, insan
gastrointestinal sisteminin zorlu kosullarinda hayatta kalabilme yetenegi bulunmaktadir

(Nordstrom ve digerleri, 2021). Yapilan bir arastirmada propolis ekstraktlar1 gesitli
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coziiciilerle hazirlanmis, probiyotik Lpb. plantarum gelisimi iizerindeki etkilerini
arastirilmistir. Farkli ¢oziiciiler (su, etanol, zeytinyagi) ile elde edilen ekstraktlarin Lpb.
plantarum tizerindeki etkileri mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirilmistir. Bulgular,
propolis su ve etanol ekstraktlarmin olumlu bir etki gosterdigini, ancak propolis
zeytinyag1 ekstraktinin inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
calisma, propolis ekstraktlarinin probiyotik bakteri gelisimi iizerindeki etkilerini ¢oziicii
tiirline baghh olarak degisebilecegini ve propolisin antimikrobiyal etkinligini

etkileyebilecegini 6nemli 6l¢iide vurgulamaktadir (Eryilmaz, 2022).
1.9.3. Weissella cibaria Genel Ozellikleri

Weissella cinsi, baglangicta Lactobacillus grubu ig¢inde smiflandirilmis olsa da,
molekiiler taksonomi yontemlerinin (6zellikle 16S rRNA dizileme) gelismesiyle ayr1 bir
cins olarak yeniden tanimlanmistir. Gram-pozitif, katalaz-negatif ve genetik giivenlik
acisindan uygun kabul edilen bu bakteriler, geleneksel fermente gidalarda dogal olarak
bulunmakta ve probiyotik adaylar olarak 6ne ¢ikmaktadir (Lee ve digerleri, 2002; Kwak
ve digerleri, 2014).

Ozellikle Weissella cibaria, kimchi gibi fermente gidalarda baskin bir tiirdiir ve
antimikrobiyal, antibiofilm (Jang ve digerleri, 2023), anti-inflamatuar, (Park ve digerleri,
2019), antioksidan (Yu ve digerleri, 2019) ve antikanser (Du ve digerleri, 2023) 6zellikler
gosterdigi literatiirde yer almaktadir. Ornegin, W. cibaria suslari, agiz mikroflorasinda
Streptococcus mutans liremesini engelleyerek dental plak ve ¢iirliik olusumuna kars1 etki
gosterirken (Kang ve digerleri, 2023) ayni1 suslarin agiz sagligina ve immiin fonksiyonlara
faydalari, 12 haftalik cift-kor bir calismayla desteklenmistir. Bu caligmada, giinliik
takviye ile tikiiriik IgA diizeylerinde anlamli artis ve TNF-a’da diisiis gozlenmistir.
Hiicresel diizeyde yapilan ¢alismalarda ise W. cibaria JW15 susunun lipopolisakkarit
kaynakli iltthaplanmada, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde NF-kB ve MAPK
yolaklarin1 baskilayarak NO, PGE: ve IL-1p, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokin
tiretimini azalttig1 bildirilmistir (Yu ve digerleri, 2019). Ayrica, W. cibaria suslarindan
elde edilen ekzopolisakkaritler (EPS), antioksidan, antitlimoéral ve immiinmodiilatér
fonksiyonlar sergilemektedir. Ornegin, bebek diskisindan izole edilen W. cibaria D-2
susuna ait EPS, kolorektal kanser hiicrelerinde apoptosisi uyararak timor biiyiimesini

baskilamistir (Du ve digerleri, 2023). Weissella cinsinin giivenlik profili genellikle
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olumludur; ancak bazi suslarda uygun antibiyotik duyarliligi ve hemolitik aktivite
olmamas1 gibi giivenlik 6zelliklerinin dogrulanmasi1 gerekmektedir (Liu ve digerleri,

2025).
1.10. PATOJEN MiIKROORGANIZMALAR

Mikroorganizmalar, tek hiicreli yapilardan ¢ok hiicreli mikroskobik varliklara kadar
dogada farkli formlarda bulunur. Bakteriler, arkeler, mantarlar, protozoalar, algler ve
virlisler olarak kategorize edilirler. Bunlardan bazilar1 da insan hayatin1 olumsuz
etkileyen patojenlerdir (Dhagat ve Jujjavarapu, 2022).

Patojenler, konak organizmalara zarar vermek lizere etkilesime giren ve onlari
biyolojik olarak istila eden mikroorganizmalar olarak tanimlanabilir. Patojen
mikroorganizmalar, farkl tiirde 6zgiilliikk veya doku tropizmi sergileyerek belirli konak
hiicre ya da dokulara yonelme egilimindedir. Bazilar1 ¢ok sayida konaga saldirabilme
yetenegine sahipken, digerleri sadece bir konaga yonelmistir. Birgok patojeninin insan
bedenini uygun bir konak olarak tercih etmesinin baglica nedenleri arasinda, mevzubahis
insan bedeninin bu patojenlere zengin, sicak ve nemli bir ortam sunmasi yer alir. Bunlara
ek olarak, insan viicudunun sabit olan 1s1 seviyesi, patojenlerin hayatta kalmasin ve
cogalmasini saglayarak, bu ortami onlarin tercih ettigi bir yer haline getirir (McCall ve
digerleri, 2016).

Insanlar ve hayvanlar arasinda nemli bir hastalik ve 6liim nedeni (Dewana, 2014)
olan ve antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri direngleri ve viriilans faktorleri nedeniyle insan
sagligl i¢in &nemli bir tehdit olusturan patojen bakteriler (Ozdemir, 2019) ya da
mikrobiyal toksinler sebebiyle olusan gida zehirlenmeleri, tiim diinyada insan saglig1 i¢in
bir tehdit olusturmaktadir. Bakterilerin yol actig1 gida zehirlenmelerinin yaklasik %70',
E. coli'min ait oldugu Enterobacteriaceae familyasindaki mikroorganizmalardan
kaynaklanmaktadir. Ote yandan, stafilokok kaynakli gida zehirlenmeleri, S. aureus'un
irettigi toksinlerin bulundugu gidalarin tiikketimi sonucu meydana gelen bir sindirim
sistemi bozuklugudur (Kocatepe ve digerleri, 2013). Bu ¢alismada yaygin patojenik

Ozellikleri bakimindan 6nemli olan E. coli ve S. aureus suslar1 kullanilmistir.
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1.9.1. Escherichia coli

Enterobacteriaceae, spor lretmeyen basil tilirlerini kapsayan genis ve cesitli bir
Gram negatif bakteri ailesi olup aerobik ya da fakiiltatif anaerobik 6zellik gdsteren
organizmalardir. Ayn1 zamanda enterik terimiyle de bilinmektedirler (Pilla ve Tang,
2018). Bu aileye ait bir bakteri olan Escherichia coli (E. coli), hem insanlarin hem de
sicakkanli hayvanlarin sindirim sistemlerinde en yaygin bulunan kommensal {iyedir ve
ayn1 zamanda en onemli patojenik etkiye sahip bakterilerden birisidir. Ortak bir yasam
alan1 olarak konaklariyla karsilikli fayda saglayan bir iliski icinde yasamakta ve
genellikle hastalik olusturma riski nadir goriilmektedir. Bununla beraber, bir¢ok hastaliga
neden olabilen 6zellikleri nedeniyle en yaygin insan ve hayvan hastalik etkenlerinden biri
olarak 6ne ¢ikmaktadir. E. coli'nin basit kullanim, tam genom diziliminin bulunmasi ve
hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda gelisim saglama yetenegi gibi ayirict
ozellikleri, onu biyoteknolojide dnemli bir konak organizmasi haline getirir. E. coli hem
endiistri hem de saglik alaninda genis bir uygulama alanina sahip bir bakteridir (Allocati
ve digerleri, 2013).

E. coli en ¢ok calisilan mikroorganizmalarin basinda yer almaktadir. S6z konusu
bakteri gastrointestinal sistemin yaygin bir komensal sakini olmakla beraber gosterdigi
patojenik Ozellikler sebebiyle insanlardaki hastaligin 6nemli nedenlerindendir. Bu
nedenle, E. coli, Gram negatif bakterilerin neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonu ve
idrar yolu enfeksiyonlarinin en yaygin nedenidir. Bu bakterinin bazilari kommensal ve
enterik patojen suslarda bulunmayan; 6zgiin adhezinler, toksinler, demir kazanim
sistemleri, kapsiiler polisakkarit yapilar ve invazinler gibi viriilans faktorleri, bu suslarin
konak savunmasini agsma ve sistemik enfeksiyon olusturma 6zelliklerine sahip oldugunu

gostermektedir (Vila ve digerleri, 2016).
1.9.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus), Gram boyama islemi sirasinda kiimeler halinde
gbzlenen Gram pozitif bir mikroorganizmadir. Katalaz pozitif bir yapida olup, diger
staphylococcal tiirlerinden farkli olarak koagiilaz pozitif 6zellik gostermektedir (Ondusko
ve Nolt, 2018). Bu bakteriler tiim diinyada bakteriyemi, deri ve yumusak doku

enfeksiyonlar1 ve pnOmoninin (zatiirre) en yaygin nedenlerinden biridir (Maor ve
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digerleri, 2009). S. aureus’un suslari antimikrobiyal etkilere direnglidir (Yilmaz ve
Tosun, 2012).

Antibiyotiklere kars1 artan bakteriyel direngle yaygin olarak iligkilendirilen
stafilokok tiirii olan S. aureus, enfeksiyonlarda rol oynayan ve ¢oklu ilag¢ direnci ile
karakterize edilen en Onemli bakterilerden olusan ESKAPE grubuna (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter turleri) dahildir. S. aureus bir yandan nispeten
yluksek viriilans1 diger yandan gesitli cevresel kosullara uyum saglamasina olanak taniyan
biiylik plastisitesi nedeniyle bu tiirler arasinda 6zel bir konuma sahiptir. S. aureus suslari
tedavide kullanilan hemen hemen tiim antimikrobiyal ilaclara kars1 diren¢ mekanizmalari
gelistirmistir. Bunlardan en 6nemlisi Gram-pozitif enfeksiyonlarin tedavisinde en yaygin
olarak kullanilan ilaglara yani beta-laktamlar, glikopeptidler ve oksazolidinonlara karsi

gelisen direnctir (Mlynarczyk-Bonikowska ve digerleri, 2022).

1.11. PROPOLISIN ANTIMIiKROBIiYAL ETKILERINE DAIR ORNEK
CALISMALAR

Arlar tarafindan yerel ve mevsimsel bitki Ortlistinden toplanan propolis,
antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuar Ozellikleriyle taninan g¢esitli kimyasal
bilesimlere sahiptir. Bu 6zelligi, antimikrobiyal direncle miicadelede umut verici bir arag¢
olarak ifade edilmektedir (Lazo ve digerleri, 2025).

Alternatif biyolojik ajanlara yonelik arastirmalar giderek artmaktadir ve bunun bir
sebepleri arasinda arasinda Helicobacter pylorinin sebep oldugu gastrointestinal
rahatsizliklarin tedavisinde artan antibiyotik direnci bulunmaktadir. Bu kapsamda yapilan
bir calismada, Lacticaseibacillus rhamnosus BLRH 260 ve Limosilactobacillus reuteri
gibi probiyotik suslar ile gesitli propolis ekstrelerinin H. pylori lizerindeki antibakteriyel
etkileri hem in vitro hem de in vivo diizeyde kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.
Arastirma bulgulari, belirtilen probiyotiklerin siipernatantlarinin ve propolis ekstrelerinin
H. pylori'nin gelisimini anlaml bir sekilde engelledigini ortaya koymustur. Ek olarak, bu
biyolojik ajanlarin agiz yoluyla uygulanmasimin enfekte hayvanlarda viicut agirlig
artisin1 destekledigi, mide dokusunda gozlemlenen erozyon, hemorajik inflamasyon ve
hiicre oliimii gibi histopatolojik bozulmalarin hafifletilmesinde etkili oldugu ortaya

konmustur. Antibiyotik tedavisi uygulanan gruplarla karsilastirildiginda, probiyotik ve
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propolis uygulanan gruplarda anlamli yapisal ve fonksiyonel 1iyilesmeler
gozlemlenmistir. Bu bulgular, propolis ve probiyotiklerin H. pylori kaynakl
gastropatilerin (mide zarmin inflamasyonu) Onlenmesi veya tedavisinde potansiyel
alternatifler olarak degerlendirilebilecegini gostermekte olup, ileri calismalarda etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve optimal dozaj ile uygulama siirelerinin belirlenmesi
onerilmektedir (Kiani ve digerleri, 2024).

Propolis, diinya genelinde geleneksel tedavilerde dogal bir yontem olarak
kullanilmaktadir. Bakteri, viriis, mantar ve parazitlere kars1 etkileri kapsamli bir sekilde
arastirilmistir. Ancak, dis tedavileri ile ilgili yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir.
Birgok dis rahatsizliginin agizdaki mikroorganizmalarla iligkili oldugu goéz Oniinde
bulunduruldugunda asagida 6rnegi yer verilen bu sinirl sayidaki ¢aligmalardan birinde
Kore propolisinin agizdaki zararli mikroorganizmalara karsi etkisini incelemeyi
amaclamaktadir.

Propolis 6rnekleri, alt1 farkli bolgeden (P1: Uijeongbu, P2: Ansan, P3: Hongcheon,
P4: Iksan, P5: Gwangju, P6: Sangju) toplanmus ve iki farkli konsantrasyona (10 ve 50
mg/ml) sahip etanolde ¢ozlindiiriilmiistiir. Agizda bulunan ti¢ adet bakteri (Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis) ile bir tir kif (Candida
albicans) besin acisindan zengin bir s1vi ortamda (besiyerinde) bir giin siireyle kiiltiire
edilmistir. Seyreltme isleminden sonra bakteriler, her bir propolis 6rneginin eklenmesi
veya eklenmemesi suretiyle, altt milimetre filtre kagidinin iizerine yayilmis agar
tabakalarma birakilmistir. Belirli bir bekleme siiresinin ardindan inhibisyon bdlgeleri
tespit edilmistir. Tiim testler ii¢ kez tekrarlanmistir. Deneyler, agizdaki zararl bakterilere
karst ar1 Uriinlerinin gliclii bir antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu gostermektedir.
Ozellikle, belirli miktarda bir grup, doért farkli bakteriye karsi dikkate deger bir
antimikrobiyal etki sergilemistir. Cesitli ornekler arasinda P6, digerlerine kiyasla ii¢ farkli
mikro organizmaya karsi belirgin sekilde daha yiiksek bir mikrop 6ldiirme etkinligi
gostermistir. Ozellikle, yiiksek yogunluklu P6 ornegi, énemli bir antifungal etki
sergilemistir. Sonug¢ olarak, Kore'den elde edilen propolisin agizdaki zararl
mikroorganizmalar1 ve kiifleri etkisiz hale getirdigi kanitlanmistir. Bu nedenle, Kore
propolisini i¢eren agiz ilaglar1 ve temizlik iirlinlerinin gelistirilmesi diisiiniilmektedir

(Roh ve Kim, 2018).
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Dis ciiriigii, oOzellikle Asya ve Latin Amerika iilkelerinde en yaygin agiz
hastaliklarindan biridir ve etiyolojisinde ¢esitli mikroorganizmalar rol oynamaktadir.
Konvansiyonel tedavi yoOntemlerinde yaygin olarak  kullanilan  sentetik
antimikrobiyallerin, istenmeyen yan etkiler (kusma, ishal, dis lekelenmesi vb.)
olusturmasi, dogal kaynakli alternatiflerin aragtirilmasini gerekli kilmistir. Bu dogrultuda,
bal arilar1 tarafindan {retilen propolis, antimikrobiyal Ozellikleri sayesinde agiz
mikrobiyotasinin diizenlenmesinde umut verici bir ajan olarak 6ne ¢ikmaktadir (Franca
ve digerleri, 2014).

Yapilan bir ¢caligmada, %35, %10 ve %15 oranlarinda propolis iceren kitosan bazli
vernik formiilasyonlart gelistirilmis ve bu verniklerin in vitro antimikrobiyal etkileri,
biyofilm olusumunun 6nlenmesine katkilar1 ve propolisin kontrollii salinim potansiyelleri
degerlendirilmistir. Formiilasyonlarin, klorheksidin vernigine benzer ya da iistiin diizeyde
antibakteriyel etki gosterdigi, mikroorganizmalar karsisinda diisik MIK ve MBC
degerlerine sahip oldugu ve aktif bilesenlerin bir haftadan fazla siireyle salindig1 rapor
edilmistir. Benzer sekilde, H. pylori kaynakli gastropatilerde de probiyotikler ve propolis
ekstrelerinin etkilerini inceleyen bir bagka ¢alismada, bu dogal ajanlarin hem in vitro
antibakteriyel etkinlik gosterdigi hem de enfekte hayvanlarda histopatolojik iyilesmeleri
destekledigi bildirilmistir. Bu iki ¢alisma birlikte degerlendirildiginde, propolisin hem
gastrointestinal hem de oral patojen mikroorganizmalar iizerinde genis spektrumlu etkiler
sergileyebilecegi ve ¢esitli uygulama formlariyla alternatif tedavi stratejilerinde
degerlendirilebilecegi anlasilmaktadir (Franca ve digerleri, 2014).

Tiirkiye'nin Hakkari ilinden elde edilen propolisin antimikrobiyal etkisini ve
kimyasal icerigini Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) ile arastirmak
amaciyla gerceklestirilen bir ¢calismada, Propolisin in vitro inhibitor aktivitesi, alti Gram
pozitif, lic Gram negatif bakteri ve bir maya benzeri mantar iizerinde disk difiizyon
yontemi ile incelenmistir. Kimyasal analizler sonucunda, propolis 6rneginin toplam
flavonoid oraninin diger bilesik gruplarina kiyasla daha ytiksek oldugu tespit edilmistir.
Pinostrobin, kalkon, pinocembrin ve krizin, baslica flavonoidler olarak tanimlanmistir.
Ayrica, test edilen tiim mikroorganizmalarin, Klebsiella pneumoniae digindaki
mikroorganizmalarin propolis 6ziitline duyarli oldugu gériilmiistiir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri, mikrobroth seyreltme testi ile belirlenmistir.

Mikroorganizmalara karst MIK degerleri 25 ila 200 upg/mL arasinda degisiklik
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gostermektedir. Antimikrobiyal duyarlilik test sonuglari, incelenen propolis drneginin
inhibitdr etkisinin ampisiline kiyasla biraz daha zayif oldugunu, ancak daha genis bir
spektruma sahip oldugunu ortaya koymustur (Bayram ve digerleri, 2017).

Propolis 6ziitliniin tavuk karkasindaki yag asidi bilesimine etkilerini incelemeyi
hedefleyen bir ¢aligmada propolis 6ziitliniin, probiyotiklerle birlikte kullanildiginda tavuk
karkasinin yag asitleri iizerinde olumlu etkileri oldugu bulunmustur. Propolis ve
probiyotik destegi, gogiis kasindaki tekli doymamis yag asidi oranimi artirmis, ¢oklu
doymamis yag asidi artis1 ise propolis Oziitii ve probiyotiklerin ayr1 ayr1 kullanimina
baglanmistir. Gogiis ve uyluk kaslarinda linoleik asidin en yiiksek seviyelerde oldugu
belirlenmistir. Genel olarak, propolis ve probiyotik takviyelerinin tavuk karkasindaki yag
asidi profili iizerinde olumlu etkisi oldugu ve bu nedenle tavuklarin beslenmesine

eklenebilecegi sonucuna varilmistir (Trembecka ve digerleri, 2016).
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2. BOLUM

MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

Yapilan tez ¢alismasinda Lactiplantibacillus plantarum (MK161062) ve Weisella
cibaria (MK161060) susu kullanilmistir. Suslar, Alp (2018) tarafindan izole edilmis 16S
rRNA dizi analizi ile tiir diizeyinde tanimlanmig ve sahip olduklart ¢esitli probiyotik
ozellikler  belirlenmistir. ~ Antibakteriyal  etkinin  belirlenmesinde  patojen
mikroorganizmalar olarak Escherichia coli (ATCC25922) ve Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) kullanilmustir. Lactiplantibacillus plantarum (MK161062), ve Weisella
cibaria (MK161060) anaerobik kosullar altinda MRS sivi (De Man Rogosa Sharpe,
Merck, Almanya) besiyerinde kiiltlire edilmistir, patojen mikroorganizmalar ise Tryptic
Soy (TS) s1v1 besiyerinde kiiltiire edilmis ve gliserol ilavesiyle -80°C'de saklanmustir.
Propolis 6rnekleri Ardahan ilindeki yerel bir aricilik isletmesinden temin edilmistir.
Deneylerde etanol, DMSO (dimetil siilfoksit), saf su, hassas terazi, santrifiij cihazi,
evaporator, Whatman no 1 filtre kagidi, titanyum problu ultrasonikasyon cihazi (Sonoplus
Mini20, BANDELIN Almanya) ve standart mikrobiyolojik laboratuvar ekipmanlari

kullanilmistir.

2.2. METOT
2.2.1. Propolis Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ham propolis 6rnegi, -20°C’de 24 saat bekletildikten sonra yiizey alanini arttirmak
amaciyla havanda ezilerek kiicliik pargalara ayrilmistir. Ardindan %80 etanol:su
cozeltisine 1:2 ve 1:3 oraninda propolis igerecek sekilde drnek eklenmistir. Elde edilen
cozeltiler ultra-turraks ile homojen hale getirilmistir. Ecem-Bayram ve digerleri, (2020)
ve Oroian ve digerleri, (2020)’nin yontemlerinde bazi1 degisikliler yapilarak ti¢ farkli
ornek 1:3 oraninda propolis: ¢ézgen, 30 dk (P10), 1:2 oraninda propolis: ¢dzgen, 30 dk
(P30) ve 1:2 oraninda propolis: ¢ézgen, 60 dk (P60) elde edilmistir. Sonikasyon,

paslanmaz celik bir haznede, Sekil 4’te gorseli verilen titanyum prob kullanilarak,
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25°C'de 30 ve 60 dakika boyunca %40 genlikte ekstrakt maruz birakilarak
gerceklestirilmistir (SekilS a ve b). Ardindan 5000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenip
siipernatant Whatman no 1 filtre kagidindan siizilmiistiir. Elde edilen siipernatant
evaporatdrde etanolden arindirilmis ve bdylece propolis 6ziitii elde edilmistir (Sekil6 a ve

b) (Sahlan ve digerleri, 2018) analize kadar + 4°C'de saklanmustir.

Sekil 4. Sonikasyon islemi i¢in kullanilan Problu Ultrasonik Homojenizatér (Sonoplus

Mini20) cihazi

Sekil 5. a) Propolis ¢ozeltisinin sonikasyonu b) Sonikasyon isleminden sonra elde edilen

propolis ¢ozeltisi
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Sekil 6. a) Evoparator cihazinda propolis ¢ozeltisinden etanollerin uzaklastirilmast iglemi.

b) Uzaklastirilan etanol sonrasi elde edilen propolis 6ziitii 6rnegi
2.2.2. Propolis Oziitiiniin Cozeltilere Eklenmesi

Elde edilen alkolsiiz ii¢ propolis oziitii baslangigtaki propolis: ¢oziicii oranlari
degismeyecek sekilde tartilarak asagidaki ¢oziicii sistemlerinde ¢ozdiiriilmiistiir (Laleni

ve digerleri, 2021).

* %100 DMSO ¢ozeltisi,
*  9%50:50 etanol:su ¢ozeltisi,

*  9%20:80 etanol:su ¢ozeltisi.

Cozeltide ¢oziinmeyen ekstraktlar, ¢oziiniirligli artirmak amaciyla ultrasonik su
banyosunda 5 dakika bekletilmistir (Oroian ve digerleri, 2020). Toplamda dokuz adet
¢ozelti elde edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Propolis 0ziitii eklenerek hazirlanan 6rnekler
2.2.3. Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Ug farkli ¢dzgen igerisinde ¢ozdiiriilen propolis dziitlerinin antimikrobiyal 6zellikleri
disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Stok kiiltiirden 6ze ile alinan koloniler
patojen mikroorganizmar TS sivi besiyerine, laktik asit bakterileri ise MRS besiyerine
astlanmistir. 37°C’de 24 saat inkubasyon sonucunda, gelistirilen kiiltiirlerin
konsantrasyonu McFarland standartlar1 kullanilarak dansitometre yardimiyla yaklasik
108, 107, 10° ve 105 log kob/mL olarak hazirlanmus her bir kiiltiirden 0.1 mL alinarak
ekiivyon ¢ubuk yardimi ile petrideki steril TS ve MRS kati besiyerine ekim yapilmaistir.
Daha sonra, 6 mm ¢apindaki steril filtre kagitlar1 propolis ¢ozeltileri ile doyurulmus
(yaklagik 100 pl) ardindan bir pens aracili1 ile merkezleri arasinda en az 24 mm olacak
sekilde kat1 besiyeri yiizeyine yerlestirilmistir. Petri kaplar1 2 saat boyunca statik olarak
difiize edildikten sonra 24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
steril filtre kagitlarinin etrafinda olusan inhibisyon zon caplar1t kumpas yardimi
(Bioanalyse) ile mm cinsinden Ol¢iilmiistiir. Kontrol i¢in %100 DMSO ve etanol

kullanilmastir.

2.2.4. Toplam Fenolik Madde Iceriginin Belirlenmesi

Tez calismasinda elde edilen {i¢ farkli propolis 6ziitliniin (P10, P30 ve P60) toplam

fenolik madde miktarlar1 Ardahan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
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Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan Folin-Ciocalteu (FCR, Nax2MoO4+ Na;WO4
+H3PO4) reaktifi ile Slinkard ve Singleton (1977)’un belirttigi metoda goére PG
Intrruments T80" model spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda absorbans dlgtimii ile

belirlenmistir. Kullanilan reaksiyon tiipleri Sekil 8’de gosterilmistir.

Sekil 8. Toplam fenolik bilesik analizinde kullanilan spektrofotometre ve absorbans

6l¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon tiipleri
2.2.5. Yag Asiti Metil Esterlerin Belirlenmesi

Tez caligmasinda elde edilen P10, P30 ve P60 6ziitlerinin, yag asidi metil esterler
(YAME) analizi Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi
Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvari tarafindan Gaz Kromatografisi-kiitle
spektrometre (Shimadzu, QP 2010 Ultra) cihazi ile Masood ve digerleri (2005) tarafindan
Ozetlenen protokole uygun olarak yapilmistir. Her numune i¢in 1.7ml metanol ve 100ul
asetil klortir ile stok soliisyonu hazirlanmis, ardindan {izerine 300ul numune eklenmistir.
100°C'de 60 dakika siireyle 1sitilmistir. Bu islemin sonrasinda oda sicakliginda
sogutulmustur. Uzerine 0.75 ml hekzan ilave edilmis ve 30 saniye boyunca

karistirlmugtir. Ust faz toplanmuis ardindan filtre edilerek analiz gerceklestirilmistir.
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2.2.6. Propolisin Patojen Mikroorganizmalar ve Laktik Asit Bakterilerinin

Canhiligina Etkisinin Belirlenmesi

Propolisin ¢alismada kullanilan patojen mikroorganizmalar ve potansiyel
probiyotik laktik asit bakterilerin canlilig1 {izerindeki etkisini belirlemek amaciyla disk
difiizyon yonteminde en iyi zon ¢aplarina ve en yiiksek toplam fenolik madde icerigine
sahip olan P10 6rnegi se¢ilmistir.

E. coli (ATCC25922) ve S. aureus (ATCC29213) gelisimi iizerindeki inhibitor
etkinin belirlenmesi amaciyla oncelikle P10 6rnegi iki farkli oranda (%3, %S5), patojen
mikroorganizmalar ise yaklasik 10° log kob/mL yogunlukta ayarlanarak %1 oraninda TS
stvi besiyerine eklenmistir. Bu islemlerin ardindan o&rnekler 37°C'de salinimli
inkiibasyona tabi tutulmustur. Canli hiicre sayis1 baglangigta, 24. ve 48. saatte koloni
sayimi ile belirlenmistir.

Laktik asit bakterileri iizerindeki inhibitér etkinin belirlemesinde yine P10
orneginin iki farkli orandaki (%3, %S3) etkinligi belirlenmistir. Bu amagla hazirlanan
ornekler, yaklagik 10° log kob/mL yogunlukta Lpb. plantarum ve W. cibaria (%1) igeren
MRS sivi besiyerine eklenmis ve ardindan 37°C'de salinimli inkiibasyona tabi
tutulmustur. Iki mikroorganizma hiicresinin biiyiimesi baslangicta, 24. saatte, 48. saatte

koloni saymmu ile belirlenmistir (Sforcin ve digerleri., 2000; Erkmen ve Ozcan 2008).
2.2.7. lstatiksel Analiz

Tiim deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir ve veriler ortalama + standart sapma olarak
sunulmustur. Minitab 22 istatistik yazilimi (Minitab, Inc, State College, PA, ABD)
kullanilmistir. Farklar, p<0,05 anlamlilik diizeyine sahip tek yonliit ANOV A kullanilarak

belirlenmistir.
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3. BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR
3.1.1. Antibakteriyel Aktivite Sonuc¢lar:

Calismada ¢ farkli propolis oziitii elde edilmistir. Bu oziitler %100 DMSO,
%350:50 etanol:su ve %20:80 etanol:su g¢ozeltilerinde tekrar ¢ozdiiriilerek elde edilen
cozeltilerin yogunluklar1 yaklagik 102, 107, 10°, 10° log kob/mL olarak ayarlanmis E. coli
ve S. aureus susglar lizerindeki in vitro antimikrobiyal 6zellikleri disk difiizyon yontemi
ile belirlenmistir. Her iki sus icinde 10® ve 107 log kob/mL yogunluklarda zon olusumu
gbzlemlenmemistir (Tablo 2, 3). E. coli i¢in elde edilen sonuglar incelendiginde yaklasik
10¢ log kob/mL yogunlukta zon olusumunun basladigi, dikkate deger antimikrobiyal
etkinin ise yaklasik 10° log kob/mL yogunlukta basladig1 goriilmektedir.

Tablo 2. Propolis ¢ozeltilerinin E. coli izerindeki antimikrobiyal etki sonuglari (mm)

Mikroorganizma yogunlugu (log kob/mL)

Propolis cozeltisi 1 1 10° 1
P10 (%100 DMSO) - - - 10+£0.01
P10 (%50:50 etanol:su) - - 7+0.02 8+0.02
P10 (%20:80 etanol:su) - - - 8+0.03
P30 (%100 DMSO) - - - 9+0.02
P30 (%50:50 etanol:su) - - 7+0.03 8+ 0.01
P30 (%20:80 etanol:su) - - - 7+0.02
P60 (%100 DMSO) - - - 10 £0.04
P60 (%50:50 etanol:su) - - 8+0.01 10+ 0.03
P60 (%20:80 etanol:su) - - - 10+ 0.02

P10: 1:3 propolis: ¢6zgen oranina sahip, 30 dk ultrasonikasyon uygulanan grup, P30: 1:2 propolis: ¢ézgen
oranina sahip, 30 dk ultrasonikasyon uygulanan grup, P60: 1:2 propolis: ¢dzgen oranina sahip, 60 dk

ultrasonikasyon uygulanan grup
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Antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bilinen propolis hem Gram pozitif hem de
Gram negatif bakterilere karsi oldukca etkilidir. Ancak Gram pozitif bakterilere kiyasla
daha etkili oldugu belirtilmektedir (Sforcina ve Bankova 2011; Dogan ve Hayaloglu
2012). Calismamizda da propolis ¢ozeltileri S. aureus’a kars1 E. coli’ye kiyasla daha
yiiksek antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Bu sonuglar yapilan diger ¢alismalar ile
paralellik gostermekte olup, Keskin ve digerleri, (2001) calismalarinda Balikesir ve
Istanbul illerinden temin ettikleri propolislerin 6zellikle Gram negatif bakterilere
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) kars1 diisiik bir antibakteriyel aktivite
gosterdigini  belirtmislerdir. Tablo 3’te disk difiizyon yontemi ile elde edilen
antimikrobiyal zon ¢aplart (mm) verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde E.
coli’de elde edilen sonuclara benzer sekilde zon olusumunun yaklasik 10° log kob/mL
yogunluktan itibaren basladigi goriilmektedir. %50:50 etanol:su ve %100 DMSO’nun

¢oziicii olarak kullanildig1 6zitlerin inhibisyon degerleri dikkat ¢cekmektedir.

Tablo 3. Propolis ¢ozeltilerinin S. aureus lizerindeki antimikrobiyal etki sonuglart (mm)

Mikroorganizma yogunlugu (log kob/mL)

Propolis ¢ozeltisi 1 . Y 1

P10 (%100 DMSO) - - 7+0.02 7+0.03
P10 (%50:50 etanol:su) - - 7+0.01 8+0.02
P10 (%20:80 etanol:su) - - 7+0.02 8+ 0.01
P30 (%100 DMSO) - - 9+0.03 9+0.02
P30 (%50:50 etanol:su) - - 9+0.02 10+ 0.03
P30 (%20:80 etanol:su) - - 7+0.04 8+0.02
P60 (%100 DMSO) - - 8+£0.02 8+0.01

P60 (%50:50 etanol:su) - 10+ 0.01 11+0.02

P60 (%20:80 etanol:su) - - 8+0.03 12+ 0.03
P10: 1:3 propolis: ¢ozgen oranina sahip, 30 dk ultrasonikasyon uygulanan grup, P30: 1:2 propolis: ¢dzgen

oranina sahip, 30 dk ultrasonikasyon uygulanan grup, P60: 1:2 propolis: ¢6zgen oranina sahip, 60 dk

ultrasonikasyon uygulanan grup

Literatiirde propolisin, probiyotik bakteriler iizerine etkilerinin incelendigi sinirlt
sayida calisma bulunmakta olup, bu tez ¢alismasinda disk diflizyon yontemi ile laktik asit
bakterilerine kars1 yapilan antimikrobiyal etki sonuglarinda hi¢ zon gézlemlenmemistir

(Sekil 9). Suslar baslangi¢ yogunlugu fark etmeksizin gelisim gostermislerdir.
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. 3 _ ()
Sekil 9. Disk difiizyon yontemi ile propolisin suslarin tizerindeki antimikrobiyal etkisinin

belirlenmesi (a) Kontrol grubu, (b) P60-%50:50 etanol:su 6rneginin E. coli lizerindeki
sonuglari, (c) P30-%50:50 etanol:su Orneginin E. coli iizerindeki sonuglari, (d) P10-
%350:50 etanol:su 6rneginin sonuglar1 W. cibaria {izerindeki sonuglari, (e) P10-%50:50

etanol:su orneginin Lpb. plantarum ve W. cibaria tizerindeki sonuglari

3.1.2. Toplam Fenolik Madde Sonuclar:

Fenolik bilesikler, dogal bilesikler sinifina ait olup, gii¢lii antioksidan 6zelliklere
sahip olan ve bir¢ok bitkide bulunan organik bilesiklerdir. Propolisin fonksiyonel
ozelliklerinden sorumlu olan etken maddelerden biri de fenolik bilesiklerdir. Propolislerin
fenolik bilesen igeriklerindeki farkliliklar agirlikli olarak elde edildigi bolgeye ve o
bolgenin cografi konumuna, ar tiiriine ve toplandigi iklim kosullarina baglh olarak
degisiklik gostermektedir (Bakkaloglu ve Arici, 2019). Ancak, c¢alismamizda da
kullanilan Kafkas ar1 irkina ait propolis ile yapilan bir ¢aligmada, propolis drneklerinin
fenolik igerigi cesitliliginin ar1 irklar1 arasindaki farkliliklardan ziyade, ekstraksiyonda
kullanilan ¢oziici ve sicakliktan etkilendigi ifade edilmistir (Bozkus, 2024). Bu tez

calismasinda Kafkas ar1 irkinin dogal izole bolgesi olan Ardahan ilinden elde edilmis P10,
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P30 ve P60 kodlu propolis 0Oziitlerinin toplam fenolik madde igerikleri belirlenmistir.
Burada amag yapilan farkl siire ve farkli oranlarda propolis igeriginin fenolik madde
icerigi bakimindan nasil etkilendigini belirlemektir. Tablo 4’te bu ii¢ propolis 6ziitiiniin
toplam fenolik madde igerikleri verilmistir. Sonuglar incelendiginde en az etkilenen ve
dolayist ile en iyi toplam fenolik madde igerigine sahip olan P10 kodlu propolis 6ziitliniin
oldugu goriilmektedir Onu sirastyla P30 ve P60 izlemistir. Bu sonuglar 1:3 oraninin,1:2
oranima kiyasla daha iyi ¢oziiniirliikk gosterdigini ve 30 dakikalik siirenin 60 dakikaya

kiyasla fenolik madde igerigine daha az zarar verdigini gostermistir.

Tablo 4. Propolis 6ziitlerinin toplam fenolik madde igerikleri

Propolis oziitii Toplam fenolik madde i¢erigi (mgGAE/g)
P10 83.384 £ 5.299*
P30 68.343 +2.535°
P60 42.794 £ 1.998°¢

Ug tekrarin ortalama degerleri ve standart sapmalar1 sunulmustur. a-c*Ayn siitundaki farkli harfler anlamli

farki gostermektedir (p<0.05).

3.1.3. Propolisin Patojen Mikroorganizmalarin ve Laktik Asit Bakterilerinin

Canhiligina Etki Sonuclar:

Elde edilen propolis dziitleri i¢eresinde disk difiizyon yontemi ile zon eldesinde en
basarili olan ve toplam fenolik madde sonuglar1 agisindan en yiik degerlere sahip oldugu
belirlenen P10 Oziitii mikroorganizmalarin biliylime kinetiginin belirlenmesinde
kullanilmak tizere tercih edilmistir. Bu amagla besiyeri ortamina %3 ve %5 oranlarinda
katkilanmis ve in vitro ortamdaki antibakteriyel etkinligi 24 ve 48 saat sonundaki canlilik
sonuclar1 ile biiylime kinetigi belirlenmistir. Tablo 5’te patojen mikroorganizmalarin

logaritmik ve hayatta kalma yiizdesi sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 5. Patojen mikroorganizmalarin logaritmik (log kob/mL) ve hayatta kalma (%)

sonugclari

Escherichia coli (ATCC 25922)

% Canhhk % Canhhk

Baslangic 24 saat 48 saat 0-24 saat 0-48 saat
Propolis % 3 6.17+0.134 4.1740.338 2.69+0.4%¢ 67.58% 43,598
Propolis % 5 6.17+0.124 3.39+0.2%B 1.29+0.3%¢ 54.94b4 20.90°8

Staphylococcus aureus (ATCC 29213)

% Canhhk % Canhhk

Baslangi¢ 24 saat 48 saat 0-24 saat 0-48 saat
Propolis % 3 6.17+£0.134 2.69+0.5%8 1.1940.2€ 43.593A 19.288
Propolis % S 6.17+0.1%A 1.29+0.1%8 <1 20.90° -

Ug tekrarin ortalama degerleri ve standart sapmalari sunulmustur. < 1 degerleri istatistige dahil
edilmemistir. a-c*Aymi siitundaki farkli harfler, A-C* ayni satirdaki farkli harfler anlamli farki

gostermektedir (p<0.05).

%3 propolis katkili besin ortaminda S. aureus'un baglangigta 6.17 log kob/mL olan
canlilik say1s1 24 saat sonunda 2.69 log kob/mL olarak belirlenmistir. Bu deger 48 saatin
sonunda ise 1.19 log kob/mL’dir. Susun %3 propolis katkili besin ortaminda 24 saat
sonunda hayatta kalma yiizdesi 43.59 iken bu rakam 48 saat sonunda 19.28’e diismiistiir.
Gram negatif bakteri olan E. coli ise %3 propolis katkil1 besin ortaminda S. aureus’a kars
daha direncli bulunmustur. Baslangicta 6. 17 log kob/mL olan canli hiicre sayis1 24 saat
sonunda 4.17 log kob/mL, 48 saat sonunda ise 2.69 log kob/mL olarak belirlenmistir. Bu
iki siire sonundaki hayatta kalma yiizdeleri ise sirasiyla %67.58 ve %43.59 olarak tespit
edilmistir.

% 5 propolis katkil1 besin ortaminda ise her iki mikroorganizma ig¢inde %3’e kiyasla daha
etkili olmustur. S. aureus'un baslangicta 6.17 log kob/mL olan canlilik sayis1 24 saat
sonunda log kob/mL olarak belirlenmistir. 48 saatin sonunda ise canli hiicre
sayillamamistir. Susun %3 propolis katkili besin ortaminda 24 saat sonunda hayatta kalma
ylizdesi 20.90°dur. E. coli ise %5 propolis katkili besiyerinde S. aureus’a karsi daha
direngli bulunmustur. Baglangigta 6. 17 log kob/mL olan canli hiicre sayis1 24 saat
sonunda 3.39 log kob/mL, 48 saat sonunda ise 1.29 log kob/mL olarak belirlenmistir. Bu
iki siire sonundaki hayatta kalma yiizdeleri ise sirasiyla %54.94 ve 9%20.90 olarak tespit
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edilmistir. Besiyerine eklenen propolis ¢ozeltisi yiizdesindeki artis ile elde edilen
antimikrobiyal etkide de atis gdzlemlenmistir. Bu sonuclar esas olarak propolisin sahip
oldugu antibakteriyel etkiden kaynaklandigi seklinde yorumlanabilir. Tez ¢aligmasinda
elde edilen sonuglar bakterilerin Gram oOzellikler agisindan degerlendirildiginde
propolisin Gram pozitif bakterilere karsi daha etkili antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Bu antimikrobiyal etkinligin hem konsantrasyon hem de uygulama
stiresine bagli olarak arttig1 ortaya koyulmustur. Sekil 10’da S. aureus susunun %5
propolis katkili besin ortaminda 48 saat sonundaki canlilig1 (a), control grubu sonucu (b)
verilmigstir. Kontrol grubunun canliligin1 kaybetmedigi S. aureus susunun ise 48 saat

sonunda canlilifini tamamen kaybettigi goriilmektedir.
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Sekil 10. S. aureus susunun %35 propolis katkili besin ortaminda 48 saat sonundaki

canlilig1 (a), control grubu sonucu (b)

Lpb. plantarum ve W. cibaria suglarinin P10 propolis 6ziitiiniin %50:50 etanol:su
cozgeninde ¢ozdiiriilmesi ile elde edilen 6ziite kars1 gosterdigi canlilik ve hayatta kalma
sonuglar1 Tablo 6°da verilmistir. Her iki laktik asit bakteriside hem %3 hem de % 5 katkili
besiyerlerinde hayatta kalmiglardir. Her ne kadar disk difiizyon yonteminde zon elde
edilmemis olsa da besiyerine propolis ¢ozeltisi eklenerek canli hiicre sayimi yapildiginda

24 ve 48 saat sonunda bakterilerde canlilik kaybi oldugu belirlenmistir.
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Tablo 6. Laktik Asit Bakterilerinin logaritmik (log kob/mL) ve hayatta kalma yiizdesi

sonugclari

Lactiplantibacillus plantarum MK161062

% Canhhk % Canlilik
Baslangic 24 saat 48 saat 0-24 saat 0-48 saat
Propolis® 3 6.17+0.1**  4.39+0.3%8 3.17+0.4%¢ 71.15%4 51.37%8
Propolis®% 5 6.17£0.13%%  4.17+0.2%8 2.69+0.3%¢ 67.58% 43.598
p
Weisella cibaria MK161060
% Canlilik % Canhlik
Baslangic 24 saat 48 saat 0-24 saat 0-48 saat
Propolis®% 3  6.17+0.1**  4.87+0.1*% 4.06+0.3¢ 78.93 65.80%8
Propolis% 5  6.17+0.1*  3.69+0.2°®  3.10+0.3*C 59.80° 50.24%8

Ug tekrarin ortalama degerleri ve standart sapmalar1 sunulmustur. a-c*Ayni siitundaki farkli harfler, A-C*

ayn1 satirdaki farkli harfler anlamli farki géstermektedir (p<0,05).

Lpb. plantarum susu %3 katkili besin ortaminda 24 saat sonunda %71.15 hayatta
kalma oran1 gosterirken bu rakam 48 saatin sonunda % 51.37’ye diismiistiir. W. cibaria
ise ayni katkilama oraninda 24 saat sonunda %78.93 oraninda hayatta kalmaya sahipken
bu deger 48 saatin sonunda % 65.80’e diismiistiir. %5 katki oraninda ise Lpb. plantarum
susunun canlilik yiizdelerinde diisiis olmustur 24 ve 48 saat sonunda sirastyla %67.58 ve
%43.59 olmustur. W. cibaria ise 24 ve 48 saat sonunda sirastyla %59.80 ve %50.24
hayatta kalma yiizdesi sergilemistir. Hayatta kalma ytizdeleri goz oniine alindiginda W.

cibaria, Lpb plantarum’a kiyasla daha iyi bir sonug¢ gostermistir.

3.1.4. Yag Asiti Metil Ester Analizi Sonuglar

Propolis ekstraktlarinin kimyasal bilesimini arastirmak icin GC-MS analizi
yapilmistir (Tablo 7, 8 ve 9). GC-MS analizi sonucunda propolis orneklerinde keton,
benzen, alifatik asit ve esterleri, Polisiklik alkoller, yag asitleri ve diger bilesikler tespit
edilmistir. Tablo 7°de P10 6rnegine ait sonuglar verilmektedir. Yirmi dort farkli madde
tespit edilmis olup bunlar igerisinde, laurik asit (dodecanoic asit), miristik asit
(tetradecanoic asit), palmitik asit (hexadecanoic asit), elaidic acid (9-octadecenoic asit),

stearik asit (octadecanoic asit), linoleik asit (9,12-octadecadienoic asit), sinnamik asit (2-
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Propenoic acid, 3-phenyl-) esterlerinin varlig1 dikkat ¢ekmektedir. Bunlardan %14.42 ile

en yliksek yiizde elaid asit (9-octadecenoic asit)’e aittir. Onu %9.86 ile sinnamik asit (2-

Propenoic acid, 3-phenyl-) izlemektedir.

Tablo 7. P10 6rnegine ait yag asiti metil ester analizi sonuglari

No Kimyasal Ad1 Molekiiler Formiil Kimyasal Grup %Area
Benzy! chloride C/HACl Aromatik 1.83
1 halojentir
2 Benzoic acid, methyl ester CsHsO: Aromatik ester 6.11
3 2-Propenoic acid, 3-phenyl-, methyl CioH1Os Fenilpropenoit 936
ester ester
4 3-methyl-2-propionyl-benzoic acid C1:H120s Arog;?:lk keto- 2.17
Dodecanoic acid, methyl ester C13H2602 Yag asu.h metil 2.24
5 esterl
6 Isomeric dodecylbenzene CisHao Alkilbenzen 1.64
7 Tricyclo[4.4.0.02,7)] dec-4-en-3- CuHuO Polisiklik keton 1.48
one 6-methyl-
. Yag asidi metil
8 Tetradecanoic acid, methyl ester C15H3002 osteri 2.21
5-Azulenemethanol, 1,2,3,3a,4,5,6,7-
? octahydro-alpha, alpha CisHz60 Azulen tiirevi 433
11,11-dimethyl-spiro [2,9] dodeca- .
10 37-dien CisH22 Spiroterpen 2.52
1 2-Propenoic acid, 3-(4-hydroxy-3- CiiH1uO4 Fenilpropenoit 555
methoxyphenyl)-, methyl ester ester
12 Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, CioHaOs H1dro_ks1 yag asidi 1.95
methyl ester metil esteri
13 Hexadecanoic acid, methyl ester C17H3402 Ya%;zlr(ih metil 5.41
14 L-(+)—Ascorblc acid 2,6- CasHesOs As.korbl.k asit 161
dihexadecanoate diesteri
2,6,10,14-Hexadecatetraen-1-ol, .
15 3.7.11,15-tetramethyl- C22H3602 Terpenil asetat 1.95
beta.,6.beta.-epoxy-17-ox0-6.alpha.- o .
16 pentyl-4-nor-3,5-secoandrostan-3- C24H3504 kPOhSlk.hk epgks1 1.48
. . eto asit ester1
oic acid, methyl ester
17 9-Octadecenoic acid, methyl ester, C1oH3602 .Dloyme.lmls yag 14.47
asidi metil esteri
18 Octadecanoic acid, methyl ester CioH3502 Ya%;zlr(ih metil 8.35
19 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, CisHaiOn Cokl}l .doyrr.lamls yag 442
methyl ester asidi metil esteri
1-Phenanthrenecarboxylic acid,
20 1,2,3,4,4a,10a-hexahydro-1,4a- C21H2502 Polisiklik ester 4.8
dimethyl-7-(1-methylethyl)-
1-Phenanthrenecarboxylic acid,
21 1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a- C21H3202 Polisiklik ester 7.84
dimethyl-7-(1-methylethyl)-
1-Phenanthrenemethanol,
22 1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a- C20H300 Polisiklik alkol 3.69

dimethyl-7-(1-methylethyl)-
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Tablo 7 Devam
23 Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, CisHssOs Yag asidi metil esteri 2.61
methyl ester
Diterpenoid asit metil
24 Dehydroabietic acid, methyl ester C21H3002 1.47

esteri

P30 6rneginde ise toplamda 26 farkli madde elde edilmis olup bunlar arasinda da
P10 6rneginde oldugu gibi laurik asit (dodecanoic asit), miristik asit (tetradecanoic asit)
yag asitlerimetil esterleri tespit edilmistir. Bu maddelerin haricinde tespit edilen terpenler
dikkat ¢cekmistir. %11.42 ile elaidic asit (9-octadecenoic acid) ardindan %8.61 ile stearik

asit (octadecanoic asit) belirlenmistir.

Tablo 8. P30 6rnegine ait yag asiti metil ester analizi sonuglari

No Kimyasal Ad1 Molekiiler Formiil Kimyasal Grup %Area
1 2-pro_pen01f: amfi, 3-phenyl-, methyl ester, CioH1Os Fenilpropenoit 8.59
cinnamic acid methyl ester ester
2 3-methyl-2-propionyl-benzoic acid CiiHi203 Aromatik keto-asit 3.28
3 Dodecanoic acid, methyl ester Ci3H2602 Yag ASld.l Metil 2.32
Esteri
4 Methyl arachidonate C21H340: Yag ASld.l Metil 1.21
Esteri
Tricyclo methyl arachidonate
5 [5.1.0.0(2,4)]oct-5-en-5-carboxylic acid, 3,3,8,8- Ci4H2402 Ester 2.25
tetramethyl-
6 (-)-Caryophyllene oxide CisH240 Terpen 1.61
7 Tetradecanoic acid, methyl ester Ci5H3002 Yag ASld.l Metil 2.12
Esteri
5-azulenemethanol, 1,2,3,3a,4,5,6,7- .
8 octahydro-.alpha.,.alpha.,3,8-tetramethyl- CisHz0 Azulen tiirevi 6.31
2h-cyclopropa[a]naphthalen-2-one,
? 1,1a,4,5,6,7,7a,7b-octahydro-1,1,7,7a-tetramethyl- CisH=0 Terpen 2.04
Spiro [2.9] dodeca-3,7-diene, 11,11- .
10 dimethyl- CisH2 Spiroterpen 2.01
11 Benzyl benzoate Ci4H1202 Ester 1.22
12 2-propenoic acid, 3-(4-hydroxy-3- CiiHuOs Fenilpropenoit 35
methoxyphenyl)-, methyl ester ester
13 Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester CioH3303 H1drol_<s1 yag asidi 1.72
metil esteri
14 Hexadecanoic ac;d, methyl ester, methyl CiHaiOs Yag as@l metil 59
palmitate esteri
15 L-(+)-ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate CssHesOs Askorbﬂf asit 2.51
diesteri
16 Androst-5-en-17-one, 3-spiro-2'-1,3- CioHasO Steroid 1.63

dioxalane

7ahyclopenta[a]cyclopropa[f]cycloundecene-

17 2,4,7,7a,10,11-hexol, 1a,2,3,4,4a,5,6,7,10,11,11a- C30HasOn Terpen 2.19
dodecahydro-1,1,3,6,9-pentameth

Doymamis yag

asidi metil esteri 11.42

18 9-octadecenoic acid, methyl ester CioH3602




Tablo 8 Devam

19
20
21

22

23

24

25

26

Octadecanoic acid, methyl ester

2-chloroethyl linoleate

C 1 9H3802
:ZUHSSCIOZ

Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester, CioH3s0O3

1-phenanthrenecarboxylic acid,
1,2,3,4,4a,10a-hexahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-
methylethyl)-
1-phenanthrenecarboxylic acid,
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-
methylethyl)-
1-phenanthrenemethanol,
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-
methylethyl)-

Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester

Methyl beta.-hydroxystearate

9,12-octadecadienoic acid (z,z)-, 2,3-
dihydroxypropyl ester

C 1 9H3802

C21H3202

C20H300

CoH1803

C21H400s

Yag asidi metil
esteri
Ester
Yag Asidi metil
Esteri

Yag asidi metil
esteri

Polisiklik ester

Polisiklik alkol

Yag asidi metil
esteri

Yag asidi metil
esteri

8.61
4.54
1.9

3.78

6.32

4.42

2.44

1.38

38

P60 6rneginde, yine 26 farkli madde tespit edilmis olup diger 6rneklerde oldugu

gibi laurik asit (dodecanoic asit), miristik asit (tetradecanoic asit) yag asitleri metil

esterleri tespit edilmistir. Bu maddelerin haricinde tespit edilen terpenler dikkat gekmistir.

%14.05 ile elaidic asit (9-octadecenoic acid) ardindan %8.01 ile stearik asit (octadecanoic

asit) belirlenmistir. Linoleic asit (9,12-octadecadienoic acid) ise her {li¢ Ornekte tespit

edilmis olup P60 drneginde %4.29, P10 6rneginde %4.42 iken P30 orneginde % 1.38

olarak belirlenmistir.

Tablo 9. P60 6rnegine ait yag asiti metil ester analizi sonuglari

No Kimyasal Adi Molekiiler Formiil Kimyasal Grup %Area
1 Benzyl chloride C-H-Cl Aromatik halojeniir  1.78
2 Benzoic acid, methyl ester CsHsO2 Aromatik ester 5.93
3 2-propenoic acid, 3-phenyl-, methyl ester CioH1002 Fenilpropenoit ester ~ 9.57
4 3-methyl-2-propionyl-benzoic acid CiiH1205 Aromatik keto-asit  2.11
5 Dodecanoic acid, methyl ester Ci3H2602 Yag asidi metil esteri  2.17
6 Isomeric dodecylbenzene CisHao Alkilbenzen 1.59
7  Tricyclo[4.4.0.0(2,7)]dec-4-en-3-one, 6-methyl- CiuHiO Polisiklik keton 1.44
8 Tetradecanoic acid, methyl ester C15H3002 Yag asidi metil esteri  2.14

5-azulenemethanol, 1,2,3,3a,4,5,6,7- .
? octahydro.alpha.,.alpha.,3,8-tetramethyl- CisH260 Azulen tiirevi 42
10 11,11-dimethyl-spiro[2,9]dodeca-3,7-dien CuaH2 Spiroterpen 245
2-propenoic acid, 3-(4-hydroxy-3- . .
11 methoxyphenyl)-, methyl ester Ci1H1204 Fenilpropenoit ester ~ 5.39
12 Retinal C20H2:0 Karotenoid aldehit 1.39
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Tablo 9 Devam
13 Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester Ci9H3s03 Hidroksi ZStger?SIdl metil 1.9
14 Hexadecanoic acid, methyl ester Ci7H3402 Yag asidi metil esteri 5.25
15 L-(+)-ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate CssHesOs Askorbik asit diesteri 1.57
16 2,6,10,14-hexadecatetraen-1-ol, 3,7,11,15- CyoH3cOs Terpenil asetat 1.89
tetramethyl-, acetate,
17 5,beta,,6.beta.-epoxy-17-0X.o-6.'ftlpha.-pentyl-4- CasH3504 Polisiklik ep0k§1 keto asit 144
nor-3,5-secoandrostan-3-oic acid, methyl ester esteri
18 9-octadecenoic acid, methyl ester CioH3602 Doymamlsezftz%iamdl metil 14.05
19 Octadecanoic acid, methyl ester CisH3s02 Yag asidi metil esteri 8.1
20 9,12-octadecadienoic acid (z,z)-, methyl ester CisH40: Coklu doymamis yag asidi ~ g
metil esteri
21 Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester CioH3503 Hidroksil yag asidi esteri ~ 1.55
2 1-phenanthrenecarboxylic acid, 1,2,3,4,4a,10a- Ca1HatOs 465

hexahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-methylethyl)- Polisiklik ester

1-phenanthrenecarboxylic acid,
23 1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a-dimethyl-7- C2:1H302 Polisiklik ester 7.61
(1-methylethyl)-, methyl ester

1-phenanthrenemethanol, 1,2,3,4,4a,9,10,10a-

24 ctahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-methylethyl)- Ca0H300 Polisiklik alkol 3:59
25 Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester CioH3503 Yag asidi metil esteri 2.54

Dehydroabietic acid, methyl ester C21H3002 Rierpenoid asit metil 1.43
26 esteri

3.2. TARTISMA

Tez ¢alismas1 kapsaminda ii¢ farkli propolis 6ziitii elde edilmistir. Oziitler, 1:2 ve
1:3 oraninda % 80 etanolde ¢ozdiiriilerek hazirlanmiglardir. 1:3 oranindaki propolis 30
dakika ultra-sonikasyona (P10), 1:2 oraninda diger iki ¢ozelti ise 30 (P30) ve 60 dakika
(P60) ultra-sonikasyona tabi tutulmus, filtrasyon islemleminden sonra ekstraksiyon ile
etanol uzaklastirilmis ve propolis 6ziitleri elde edilmistir. Bu o6ziitler %100 DMSO,
%350:50 etanol:su ve %?20:80 etanol:su ¢ozeltilerinde ayni porpolis-¢ozgen oraninda
tekrar ¢ozdiiriilerek elde edilen ¢ozeltilerin disk difiizyon yontemi ile yogunluklari
yaklasik 108, 107, 10¢, 10° log kob/mL olarak ayarlanmis Escherichia coli (ATCC 25922)
ve Staphylococcus aureus (ATCC 29213) suslan {izerindeki antimikrobiyal etkisi
belirlenmistir. Her iki sus icinde 10® ve 107 log kob/mL yogunluklarda zon olusumu
gbzlemlenmemistir (Tablo 2, 3). E. coli i¢in elde edilen sonuglar incelendiginde yaklasik
10° log kob/mL yogunlukta zon olusumunun basladigi, dikkate deger antimikrobiyal
etkinin ise yaklasik 10° log kob/mL’de basladig1 goriilmektedir.
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Keskin ve digerleri, (2001) propolisin Gram negatif bakterilere (E. coli, P.
aeruginosa) karsi diisiik bir antibakteriyel aktivite gosterdigini belirtmislerdir. E. coli ve
E. coli O157:H7 suslarina kars1 propolis aktivitesinin belirlendigi bagka bir calismada ise
propolisin %2 ve % 5’lik konsantrasyonlarinin suslar lizerinde antibakteriyel aktivite
gosterebildigi tespit edilmistir (Sagdi¢ ve digerleri, 2007). Popova ve digerleri, (2005)
tarafindan yapilan ¢alismada Yozgat, izmir, Kayseri, Adana, Erzurum ve Artvin olmak
tizere Tirkiye’nin farkli illerinden toplanan propolis Orneklerinin S. aureus
(ATCC29213) ve E. coli (ATCC25922) suslarina karsi antibakteriyel aktivitesi
belirlenmistir. Propolislerin Gram pozitif bakteri olan S. aureus ‘a kars1 daha etkili oldugu
ayrica, Yozgat, Izmir ve Kayseri illerinden elde edilen propolislerin Adana, Erzurum ve
Artvin illerinden elde edilenlere kiyasla daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi
belirtilmistir.

Antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bilinen propolis hem Gram pozitif hem de
Gram negatif bakterilere karst oldukca etkilidir. Ancak Gram pozitif bakterilere karsi
daha etkili oldugu belirtilmektedir (Sforcina ve Bankova 2011; Dogan ve Hayaloglu
2012). Calismamizda da propolis ¢ozeltileri S. aureus’a kars1 E. coli’den daha fazla
etkinlik gostermistir. Calismada elde edilen antimikrobiyal zon g¢aplart (mm)
incelendiginde S. aureus’a karsi, E. coli’de oldugu gibi zon olusumunun yaklagik 10° log
kob/mL yogunluktan itibaren basladig1 goriilmektedir. %50:50 etanol:su ve %100 DMSO
¢oziicii olarak kullanilan 6ziitlerin inhibisyon degerleri dikkat cekmektedir.

Suleman ve digerleri, (2015) yaptiklar1 ¢aligmada propolisin S. aureus'a kars1 6 ug
mL-! gibi diisiik konsantrasyonlarda dahi etkili oldugunu belirtmislerdir. Bir diger
calisma Kubiliene ve digerleri, (2015) tarafindan yapilmistir. Calismada propolis etanol,
su ve zeytinyagi gibi cesitli ekstraktlarda c¢ozdiiriilmiis ve antimikrobiyal aktivitesi
karsilagtirmistir. Calisma sonucunda sulu ve zeytinyagli ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivite gdstermezken ¢oziicli olarak etanol kullanilan 6rnekler 6nemli antimikrobiyal
aktivite géstermistir.

Calismada propolis ¢ozeltilerinin patojen mikroorganizmalarin yani sira daha az
calisilmis olan laktik asit bakterilerine karsi nasil bir etki gdsterdigi de belirlenmistir. Bu
amagla, disk difiizyon yontemi ile in vitro ortamda inhibisyon etki olup olmadig: ve farkli
ylzdelerde propolis katkili besi ortaminda hayatta kalma oranlar1 canli hiicre sayimi

yapilarak incelenmistir. Disk difiizyon yontemi ile laktik asit bakterilerine kars1 yapilan
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antimikrobiyal etki sonuglarinda hi¢ zon gozlemlenmemistir olup, suslar baslangic
yogunlugu fark etmeksizin gelisim gostermislerdir.

Fenolik bilesikler, dogal bilesikler sinifina ait olup, giiclii antioksidan 6zelliklere
sahip olan ve bircok bitkide bulunan organik bilesiklerdir. Propolisin fonksiyonel
ozelliklerinden sorumlu olan etken maddelerden biri de fenolik bilesiklerdir. Propolislerin
fenolik bilesen iceriklerindeki farkliliklar daha ¢ok elde edildigi bolgeye ve o bolgenin
cografi konumuna, tiirtine, toplandig iklim kosullarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Bakkaloglu ve Arici 2019). Bu tez ¢alismasinda Ardahan ilinden elde
edilmis P10, P30 ve P60 kodlu propolis 6ziitlerinin toplam fenolik madde igerikleri
belirlenmistir. Burada amag yapilan farkli siire ve farkli oranlarda propolis igeriginin
fenolik madde igerigi bakimindan nasil etkilendigini belirlemektir. Sonuglar
incelendiginde en az etkilenen ve dolayisi ile en iyi toplam fenolik madde icerigine sahip
olan P10 kodlu propolis 6ziitiinliin oldugu goriilmektedir, onu sirastyla P30 ve P60
izlemistir. Bu sonuglar 1:3 oraninin,1:2 oranina kiyasla daha iyi ¢oziiniirlilk gosterdigini
ve 30 dakikalik siirenin 60 dakikaya kiyasla fenolik madde icerigine daha az zarar
verdigini géstermistir.

Cakiroglu (2010) c¢aligmasinda Trabzon ilinin ¢esitli yorelerinden toplanarak
temin edilen propolisleri DMSO, etanol, aseton, gliserol ve su gibi ¢esitli ¢oziiclilerde
cozdiirerek toplam polifenol igerigini belirlemistir. Elde ettigi sonug¢larda en yiiksek
icerik DMSQO’lu ekstraktlarda (141.17+£9.99 mgGA/g) ardindan ise etanollii (122.67+6.37
mg GA/g) ekstraktlarda belirlenmistir. Ecem-Bayram ve digerleri, (2020) caligmasinda
farkli ¢oziicii ve yontemlerle elde ettigi propolis ekstraktlarinin icerdigi bilesik gruplarini
degerlendirmis ve su ekstrakti ultra-sonikasyon yontemli propolis hari¢c (PUWE) hepsinin
yiiksek oranda flavonoid grubu bilesikler icerdigini belirlemistir. En diisiik sonu¢ PUWE
(%1.83) iken en yiiksek sonucu ise etanol ekstrakti ultra-sonikasyon yontemli propolis
(PUEE) ile % 49.39 olarak tespit etmistir. Bu sonuglar ¢alismamizda da benzerlik
gostermekte ve propolisin igerigindeki bilesiklerin cogunun lipofilik 6zellik gosteren
bilesikler olmasina ve dolayisi ile bu bilesiklerin etanol kullanarak ekstrakt edilmesinin
daha etkili olmasina baglanmstir.

Elde edilen propolis 6ziitleri igeresinde disk difiizyon yontemi ile zon eldesinde en
basarili olan ve toplam fenolik madde sonuclar1 agisindan en yiiksek degerlere sahip

oldugu belirlenen P10 0ziiti mikroorganizmalarin hayatta kalma oraninin
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belierlenmesinde kullanilmak iizere tercih edilmistir. Bu amacla besiyeri ortamina %3 ve
%S5 oranlarinda propolis katkilanmis ve antibakteriyel etkinligi 24 ve 48 saat sonundaki
canlilik sonuglar1 koloni sayimu ile belirlenmistir.

%3 propolis katkili besin ortaminda S. aureus 'un 24 saat sonunda hayatta kalma
yiizdesi 43.59 iken bu rakam 48 saat sonunda 19.28’e diismiistiir. Gram negatif bakteri
olan E. coli ise ayni ortamda S. aureus’a karsi daha direngli bulunmustur, 24 ve 48 saat
sonundaki hayatta kalma yiizdeleri ise sirasiyla %67.58 ve %43.59 olarak tespit
edilmistir.

% 5 propolis katkil1 besin ortaminda ise her iki mikroorganizma i¢inde %3’e
kiyasla daha etkili olmustur. S. aureus'un 24 saat sonunda hayatta kalma yiizdesi
20.90’dur, E. coli ise 24 saat sonunda %54.94, 48 saat sonunda ise %20.90 olarak tespit
edilmistir. Besiyerine eklenen propolis ¢ozeltisi yilizdesindeki artis ile elde edilen
antimikrobiyal etkide de atis gdzlemlenmistir. Bu sonuglar esas olarak propolisin sahip
oldugu antibakteriyel etkiden kaynaklandigi seklinde yorumlanabilir. Tez ¢aligmasinda
da Gram pozitif ve Gram negatif bakteri olarak kiyaslandiginda; sonuglarda Gram pozitif
bakteriye karsi daha etkili oldugu goriilmektedir. Antimikrobiyal etkinligin hem
konsantrasyon hem de uygulama siiresine bagli olarak arttigini ortaya koymaktadir.

Lpb. plantarum ve W. cibaria suglarimin P10 propolis 6ziitiiniin %50:50 etanol:su
cozeltisinde ¢ozdiriilmesi ile elde edilen ¢ozeltisine kars1 gosterdigi canlilik ve hayatta
kalma sonuglar1 Tablo 6’da verilmistir. Her iki laktik asit bakteriside hem %3 hem de %
5 katkili besiyerlerinde hayatta kalmislardir. Her ne kadar disk diflizyon yonteminde zon
elde edilmemis olsa da besiyerine propolis ¢ozeltisi eklenerek canli hiicre sayimi
yapildiginda 24 ve 48 saat sonunda bakterilerde canlilik kayb1 oldugu belirlenmistir.

Lpb. plantarum susu %3 katkili besin ortaminda 24 saat sonunda %71.15 hayatta
kalma orani gosterirken bu rakam 48 saatin sonunda % 51.37’ye diismiistiir. W. cibaria
ise ayn1 katkilama oraninda 24 saat sonunda %78.93 oraninda hayatta kalmaya sahipken
bu deger 48 saatin sonunda % 65.80’e diismiistiir. %35 katk: oraninda ise Lpb. plantarum
susunun canlilik yiizdelerinde diislis olmustur 24 ve 48 saat sonunda sirastyla %67.58 ve
%43.59 olmustur. W. cibaria ise 24 ve 48 saat sonunda sirastyla %59.80 ve %50.24
hayatta kalma yiizdesi sergilemistir. Hayatta kalma yiizdeleri gbz oniine alindiginda W.

cibaria, Lpb. plantarum’a kiyasla daha iyi bir sonug gostermistir.
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Saddiq ve Danial (2014) calismalarinda 10° log kob/mL yogunluktaki
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus ve
Lactobacillus casei suslar lizerinde %25 konsantrasyonda propolis ekstraktinin biiyiime
iizerindeki etkisini incelemistir. Ornekler 24 saat boyunca 37°C'de anaerobik olarak
inkiibe edilmis, ardindan her probiyotik bakteri i¢in 24 saat sonundaki yogunluklar1 620
nm'de spektrofotometre ile belirlenmistir. Caligma sonunda propolisin bakterilerin
gelisimini olumlu yonde etkiledigi sonucuna ulasmistir. Dziedzic ve digerleri (2013)
caligmalarinda dis ¢liriigli olusumuna neden olan Streptococcus mutans ve Lactobacillus
spp. bakterilerine karst Polonya'da toplanan propolisin etanol oOziitiiniin (EEP)
antibakteriyel etkisini incelemislerdir. Calisma sonunda, propolis 6ziitline maruz kalan
streptokok ve Lactobacillus spp.'lerin canliligini etkilenmis, antibakteriyel bir etkinlik
sergilemistir. Laktobasiller EEP'ye Streptococcus mutans' kiyasla daha duyarli
bulunmustur. Rosendale ve digerleri, (2008) calismalarinda etanol ekstrakti propolisinin
0-6 mg mL! konsantrasyonlarinda Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus ve
Bifidobacterium lactis bakterilerinin 16 saat siire sonunda biiylimesine nasil etki ettigini
incelemislerdir. Calismada propolis ekstraktinin yogunlugu arttik¢ca mikroorganizmalara
kars1 gosterdigi antimikrobiyal etkinin arttig1 belirlenmistir.

Yag asidi esterleri, yag asitlerinin alkollerle reaksiyonu sonucu olusan 6nemli yag
kimyasallar1 olarak tanimlanmaktadir. Yapisal 6zellikleri nedeniyle kullanimlar1 oldukga
muhtemeldir ve diinya capinda iiretim ve tiikketimlerinde hizli bir artis vardir. Uzun
zincirli triagilgliseroller, belirli metabolik 6zellik sergileyen dogal olarak olusan yag
esterleridir (Chis ve digerleri, 2020; Gilbaz, 2022). Ornegin, orta zincirli yag esterlerine
(C6-C12) gore hidrolize daha duyarhdirlar. Ayrica, diisiik kalorili diyetlerde kullanilirlar.
Buna karsilik, yag asidi metil esterleri (FAME'ler), dogrudan kullanimlar: sinirl kalsa da
ara urlin olarak sektorde kritik bir rol oynamaktadir. Bu esterler, ¢esitli endiistriyel
siireclerde baslangi¢ maddeleri olarak yag asitlerinin yerini giderek daha fazla almaktadir
(Bogaerts ve digerleri, 1990; Kola ve digerleri, 2015; Gilbaz, 2022).

Cezayir'in farkli bolgelerinden toplanan propolis Orneklerinde, arasidonik asit
(C20:4), linoleik asit (C18:2), palmitoleik asit (C16:1) ve alfa-linolenik asit (C18:2)
(Rebiai ve digerleri, 2017), oleik asit, nonanoik asit (CoHi302), dekanoik asit (C10H2002)
ve dodekanoik asit (C12H240>) gibi yag asitleribelirlenmistir (Almohammadi ve digerleri,

2018). Tiirkiye'nin Bingél ilinden elde edilen propolis drneginde ise (Inci ve digerleri
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2022) kaprik asit (C10:0), laurik asit (C12:0), miristik asit (C14:0), palmitik asit (C16:0),
Bilecik ilinden elde edilen propoliste (Keskin ve digerleri, 2019) dekanoik asit
(C10H2002), benzoik asit (C7HeOz), miristik asit (Ci14H2802), palmitik asit (CisH3202) ve
bircok bagka asit tespit edildigi belirtilmis olup, baska bir ¢alisnmada ise bazi1 Anadolu
propolis Orneklerinin kimyasal bilesimi GC-MS kullanilarak belirlenmis ve propolis
orneklerinin alifatik asitler, esterler, aromatik asitler, yag asitleri, aromatik aldehitler,
flavonlar ve flavononlar ve diger bilesenler agisindan zengin oldugu bildirilmistir (Silici
ve Kutluca, 2005; Uzel ve digerleri, 2005).

Tez ¢alismada propolis ekstraktlarinin kimyasal bilesimini arastirmak icin GC-MS
analizi yapilmigtir. GC-MS analizi sonucunda propolis Orneklerinde keton, benzen,
alifatik asit ve esterleri, Polisiklik alkoller, yag asitleri ve diger bilesikler tespit edilmistir.
P10 6rneginde yirmi dort farkli madde tespit edilmis olup bunlar igerisinde, laurik asit
(dodecanoic asit), miristik asit (tetradecanoic asit), palmitik asit (hexadecanoic asit),
elaidic acid (9-octadecenoic asit), stearik asit (octadecanoic asit), linoleik asit (9,12-
octadecadienoic asit), sinnamik asit (2-Propenoic acid, 3-phenyl-) esterlerinin varligi
dikkat ¢cekmektedir. P30 6rneginde ise toplamda 26 farkli madde elde edilmis olup bunlar
arasinda da P10 Orneginde oldugu gibi laurik asit (dodecanoic asit), miristik asit
(tetradecanoic asit) yag asitlerimetil esterleri tespit edilmistir. Bu maddelerin haricinde
tespit edilen terpenler dikkat ¢ekmistir. %11.42 ile elaidic asit (9-octadecenoic acid)
ardindan %38.61 ile stearik asit (octadecanoic asit) belirlenmistir. P60 6rneginde, yine 26
farkli madde tespit edilmis olup diger 6rneklerde oldugu gibi laurik asit (dodecanoic asit),
miristik asit (tetradecanoic asit) yag asitleri metil esterleri tespit edilmistir. Bu maddelerin
haricinde tespit edilen terpenler dikkat gekmistir. %14.05 ile elaidic asit (9-octadecenoic
acid) ardindan %38.01 ile stearik asit (octadecanoic asit) belirlenmistir. Linoleic asit (9,12-
octadecadienoic acid) ise her li¢ drnekte tespit edilmis olup P60 d6rneginde %4.29, P10
orneginde %4.42 iken P30 6rneginde % 1.38 olarak belirlenmistir.

Doymus yag asitlerinin antimikrobiyal etkisinin arastirildig1 bir caligmada laurik
asidin (C12) 6 ila 18 karbon zinciri araligindaki ¢ok cesitli bakterilere karsi giiclii
bakteriyostatik aktivite sergiledigi, S. aureus'un alt1 susunun tiimiine kars1 en etkili yag
asidi oldugu belirlenmistir (Kitahara ve digerleri 2004). Cogu bitki kaynaginda dogal
olarak bulunan sinamik asitin (2-Propenoik asit, 3-fenil-), genis spektrumlu antioksidan

aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Onat ve digerleri 2021). Ozellikle tiirevlerinin, ilag
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gelistirmek i¢in yliksek potansiyele sahip oldugu ifade edilmektedir (Matejczyk ve
digerleri, 2017). Sinamik asit dahil 13 farkli fenolik bilesigin antibakteriyel aktivitesini
test eden bir calismada, sinamik asidin bakteriyel membran biitiinliigiinii etkileyerek
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Zhang ve digerleri 2019). Calismamizda, laurik asit ve
sinamik asit gibi antimikrobiyal etkileri oldugu bilinen yag asitleri ii¢ numunenin

hepsinde tespit edilmistir.
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SONUC

Bu tez ¢alismasinda, Kafkas arisinin izole bolgelerinden biri olan (Ardahan-Artvin)
Ardahan ilinde bulunan yerel {ireticiden Kafkas aris1 propolisi ham olarak temin edilmis,
ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen oziitlerin farkl
coziiciilerdeki antimikrobiyal etkisi, igerdigi toplam fenolil madde i¢eriginin yani sira yag
asiti metil esterleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar 1s1¢1inda Kafkas aris1 propolisinin
S. aureus ve E. coli lizerinde disk diflizyon yontemi ile belirlenen inhibisyon etkisinin
ozellikle (107 log kob/mL ve 10® log kob/mL) yiiksek bakteri konsantrasyonlarina gorece
daha diisiik bakteri yogunluklarinda (10° log kob/mL ve 10° log kob/mL) daha etkili
oldugu belirlenmistir.

Besiyerine %3 ve %5 oranlarinda propolis 6ziitii eklenerek S. aureus ve E. coli'nin
hayatta kalmasini nasil etkiledigini belirlemek amaciyla 24. ve 48. saat sonunda canli
hiicre sayim1 yapilmis ve %3 propolis katkili besin ortaminda S. aureus'un 24. Saat
sonunda belirgin bir canlilik kaybi1 yasadigi, 48. saatte ise bu durumun daha da ileri
diizeyde oldugu goriilmiistiir; buna karsilik, ayn1 katki yilizdesinde E. coli 48. saate kadar
canliligint siirdiirmiistiir. %5 propolis katkili besin ortaminda ise, S. aureus 48 saat
sonunda canliligini tamamen kaybederken, E. coli'de calilik oran1 belirgin sekilde diismiis
ancak hayatta kalmay1 basarmistir. Bu sonuglar, propolisin antibakteriyel etkisinin hem
konsantrasyon hem de maruz kalma siiresine bagli olarak arttigin1 ve Gram pozitif
bakterilerin, Gram negatif bakterilere gore daha hassas oldugunu ortaya koymaktadir.

Propolisin probiyotik 6zellikler tasiyan laktik asit bakterine karsi nasil bir etki
gosterdigini inceleyen sinirli sayida calisma bulunmakta olup caligmalarda agirlikli
olarak agar diflizyon temelli analizler tercih edilmistir. Bu tez ¢alismasinda bu etkinin
belirlenebilmesi  amaciyla disk  diflizyon yontemine ek olarak patojen
mikroorganizmalarda oldugu gibi besin ortamina iki farkli konsantrasyonda (%3 ve %5)
propolis 6ziitii eklenerek hayatta kalmalarini nasil etkiledigi canli hiicre sayimi yapilarak
belirlenmistir. Lpb. plantarum ve W. cibaria probiyotik suslarina karst disk difiizyon
yonteminde zon elde edilmemis olsa da besiyerine propolis 6ziitii eklenerek canli hiicre
sayimi yapildiginda 24. ve 48. saat sonunda bakterilerde canlilik kaybi1 oldugu

belirlenmistir; bu durum propolisin probiyotik bakteriler {izerinde dogrudan oldiiriicii
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degil ancak zaman ve konsantrasyona bagli olarak bu bakterilerin canliliklarini
kismen azalttigin1 gostermektedir.

Toplam fenolik igerik analizine gore, en yiiksek fenolik icerik kisa siireli ve diisiik
agirlikli ultrasonik ekstraksiyonda (P10) elde edilmistir. Bu da fenolik bilesiklerin
coziinmesinde ekstraksiyon siliresi ve numune miktarinin belirleyici oldugunu
gostermektedir. Kisa siireli uygulamalarda hiicre yapilar1 daha hizli pargalanmis ve
fenolik maddeler etkin bir sekilde salinmigsken, uzun siireli ve yiiksek miktarli
uygulamalarda (P30 ve P60) ¢6ziinme etkinligi azalmis ve muhtemelen oksidatif kayiplar
artmistir.

Bu bulgular, propolisin biyolojik aktivitesinin fenolik icerigiyle yakindan iligkili
oldugunu ve uygun ekstraksiyon kosullarinin bu etkiyi artirabilecegini gostermektedir.
Ayrica yapilan yag asidi profili analizleri ile propolisin bilesimindeki doymus ve
doymamis yag asitlerinin belirlenmesi, biyolojik aktiviteye katki saglayan kimyasal
altyapiy1 desteklemistir. Elde edilen tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde, propolisin
uygun kosullarda elde edilip kullanildiginda hem etkili bir antimikrobiyal madde hem de
probiyotiklerle uyumlu, dogal bir bilesen olabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Gelecekte yapilacak akademik ¢aligmalarda, farkli cografi bolgelerden elde edilen
propolislerin icerik ve biyolojik aktivitelerinin karsilagtirmali olarak incelenmesi, Katkas
arisina 6zgl propolisin diger propolis tiirlerinden ayirt edici 6zelliklerinin daha net ortaya
konulmasina katki saglayacaktir. Ayrica fenolik bilesiklerin ayr1 ayr izole edilerek
biyolojik aktivitelerinin test edilmesi, propolisin etki mekanizmasinin anlagilmasina
yardimci olabilir.

Propolisin probiyotiklerle uyumlu yapisi, gida endiistrisinde fonksiyonel gidalar ve
probiyotik takviyelerle birlikte kullanilabilecegini gostermektedir. Bu kapsamda,
ozellikle yogurt, kefir ve probiyotik iceceklerde dogal koruyucu ve saglik destekleyici bir
bilesen olarak degerlendirilmesi sektore yenilikei iiriin gelistirme imkan1 sunabilir. E. coli
ve S. aureus lizerinde propolisin hangi konsantrasyonlarda etkili oldugunun belirlenmesi,
gida giivenligi ve farmasotik uygulamalar i¢in kritik bir veri niteligindedir. Bu segici
inhibisyon, 6zellikle gida sektoriinde dogal koruyucu olarak kullanilmasina ve iiriinlerin
raf Omriiniin uzatilmasina imkén saglayabilir.

Calismadan elde edilen bulgular, probiyotiklerle uyumlu ve patojenleri baskilayici

dogal formiilasyonlarin gelistirilmesine yonelik bilimsel veri altyapisi saglamaktadir.
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Propolisin  segici antimikrobiyal etkisinin klinik c¢aligmalarla desteklenmesi,
antibiyotiklere alternatif dogal ajanlarin gelistirilmesine katk1 sunabilir. Bdylece propolis,
gelecekte bagirsak sagliginin desteklenmesi, bagisiklik sisteminin giiglendirilmesi ve

antibiyotik direncine kars1 fonksiyonel bir dogal bilesen olarak 6ne ¢ikabilir.
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EKLER

EK 1. ORIiJINALLIK RAPORU FORMU

ARDAHAN UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU

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

Tarih: 12.09.2025

Tez Baslhig1: Cesitli Gastroenterik Patojenler Ve Potansiyel Probiyotik Lactiplantibacillus plantarum
Ve Weisella cibaria Suslar1 Uzerinde Propolisin Etkisinin Belirlenmesi

Yukarida baghig1 gosterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris c) Ana boélimler ve d)
Sonu¢ kisimlarindan olusan toplam 71 sayfalik kismina iliskin, 16/07/2025 tarihinde tez
danismanim tarafindan Turnitin adli intihal tespit programindan asagida isaretlenmis filtrelemeler
uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 6‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- [X] Kabul/Onay ve Bildirim sayfalari hari¢
2- [X] Kaynakga haric¢
3- [X] Alintilar harig/dahil
4- [X] 5 kelimeden daha az 6rtiisme iceren metin kisimlar: haric

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.
12.09.2025

Adi Soyadi: Ahmet Siimer
Ogrenci No: 2200100004
Anabilim Dali: Biyoteknoloji
Programi: Biyoteknoloji
Statiisii: [X] Yiiksek Lisans [ ] Doktora

DANISMAN GORUS VE ONAYI

Dr. Ogr. Uyesi Duygu ALP BALTAKESMEZ
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EK 2. ETiK MUAFIYET iZNi

ARDAHAN UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
TEZ CALISMASI ETIK KOMISYON MUAFIYETi FORMU

ARDAHAN UNiVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
BiYOTEKNOLOJi ANA BiLiM DALI BASKANLIGI’'NA

Tarih: 12.09.2025

Tez Basligi: Cesitli Gastroenterik Patojenler Ve Potansiyel Probiyotik Lactiplantibacillus plantarum Ve
Weisella cibaria Suslar1 Uzerinde Propolisin Etkisinin Belirlenmesi

Yukarida basligi gosterilen tez ¢calismam:

Insan ve hayvan iizerinde deney niteligi tasimamaktadir,

Biyolojik materyal (kan, idrar vb. biyoloji

k sivilar ve numuneler) kullanilmasini gerektirmemektedir.

Beden biitiinliigiine miidahale icermemektedir.

Gozlemsel ve betimsel arastirma (anket, miilakat, 6lgek/skala calismalari, dosya taramalarsi,
veri kaynaklari taramasi, sistem-model gelistirme ¢alismalar) niteliginde degildir.

AR

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

Geregini saygilarimla arz ederim.
12.09.2025

Adi Soyadi: Ahmet Siimer
Ogrenci No: 2200100004
Anabilim Dali: Biyoteknoloji
Programi: Biyoteknoloji
Statiisii: [X] Yiiksek Lisans [ ] Doktora

DANISMAN GORUS VE ONAY

Dr. Ogr. Uyesi Duygu ALP BALTAKESMEZ
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