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Propolis bal arilari tarafindan bitkilerin farkli kisimlarindan toplanan re¢inemsi bir {iriindiir.
Fakat, propolis dogrudan kovandan hasat edildigi ham sekli ile kullanima uygun olmayip,
uygun ¢oziiciilerde ekstrakte edilerek tiiketime sunulan dogal bir iiriindiir. Bu nedenle propolise
uygulanacak ekstraksiyon yontemi ve ekstraksiyonda kullanilacak ¢6ziicliniin se¢imi oldukga
onemlidir. Bu tez ¢aligmasinda son yillarda propolis ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak siklikla
tercih edilmeye baslanan zeytinyagi kullanilarak geleneksel (maserasyon) ekstraksiyon
yontemine ait proses parametrelerinin optimizasyonunun yapilmast ve ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaclanmistir. Ekstraksiyon yonteminin propolisten
toplam fenolik bilesik, antioksidan madde, krisin, galangin ve pinosembrin ekstraksiyonu
iizerine etkisi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, yanit yiizey yontemi ile yaplan optimizasyon
sonucunda optimum kosullar; 1:15 g/ml kati: ¢oziicli orani, 30.10 °C sicaklik ve 9 giinliik bir
bekletme siiresi olarak belirlenmistir. Modelin arzu edilebilirlik degeri (d) ise 0.92 olarak
saptanmistir. Ek olarak antimikrobiyal aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde propolis
ekstraktlarina karst en duyarli 6rneklerin Gram (+) bakteriler oldugu goézlemlenmistir. Elde
edilen tim bu sonuglar uygun ekstraksiyon parametreleri altinda zeytinyaginin propolis
ekstraksiyonu i¢in alternatif bir ¢oziicii olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, zeytinyagi, ekstraksiyon, maserasyon, optimizasyon,
antimikrobiyal aktivite.
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Propolis is a resinous product collected by honey bees from different parts of plants. However,
propolis is not suitable for use in its raw form directly harvested from the hive, it is a natural
product that is extracted in appropriate solvents and consumed. Therefore, the extraction
method to be applied to propolis and the choice of solvent to be used in extraction are very
important. For this reason, in this thesis, it was aimed to optimize the process parameters of the
traditional (maceration) extraction method using olive oil, which has been frequently preferred
as a solvent in propolis extraction in recent years, and to determine the antimicrobial activity of
the extracts. The effect of extraction method on the extraction of total phenolic compounds,
antioxidant substances, chrysin, galangin and pinocembrin from propolis was determined. As a
result of the optimization by response surface method, the optimum conditions were determined
as 1:15 g/ml solid:solvent ratio, 30.10 °C temperature and a holding time of 9 days. The
desirability value (d) of the model was determined as 0.92. In addition, when the antimicrobial
activity results were evaluated, it was observed that the most sensitive samples against propolis
extracts were Gram (+) bacteria. In conclusion, all these results show that olive oil can be an
alternative solvent for propolis extraction under appropriate extraction parameters.

Keywords: Propolis, olive oil, extraction, maceration, optimization, antimicrobial activity.
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GIRIS

Son yillarda ozellikle beslenme aligkanliklarina bagli olarak hastaliklarda meydana
gelen artiglar, saghig1 ve refahi iyilestirebilen, hastalik riskini/risk faktorlerini azaltan veya
baslamasini geciktiren fonksiyonel gidalarin 6zelliklerini belirlemek i¢in arastirmalari tegvik
etmistir (Doyon ve Labrecque, 2008). Bu noktada, bal, polen, propolis, ar1 siitii, ar1 ekmegi, ar1
zehri ve apilarnil gibi farkli ar1 Girlinleri, saglik tizerine olumlu etkileri sebebiyle, tiim Diinya’da
oldugu gibi Tiirkiye’de de son yillarda fonksiyonel gida olarak tiikketimi artig gosteren tirlinler
arasinda yerini almigtir. Bu {riinlerden biri olan propolis, arilar tarafindan bitkilerin farkli
kisimlari kullanilarak iiretilen ve daha sonra kovan icerisinde enfeksiyonlardan korunma amagli
ve yap1 maddesi olarak kullanilan re¢inemsi bir maddedir (Bankova vd., 2014). Bu dikkat ¢ekici
ozellikleri sebebiyle propolis insanlar tarafindan yiizyillardir farkli hastaliklardan korunma ve
tedavi amaclh olarak kullanilmaktadir. Olduk¢a kompleks bir yapiya sahip olan propolisin
kimyasal igerigi ve fiziksel 6zellikleri, basta bitkisel kaynaklarin farklili1 olmak iizere iklim
sartlar1, mevsim ve liretim kosullar1 gibi farkli faktorlerden etkilenmektedir. Farkli orijinlerden
propolis drnekleri basta fenolik bilesikler olmak iizere, aldehitler, ketonlar, alifatik asitler, yag
asitleri ve alkoller gibi bilesikleri ortak olarak kimyasal igeriginde barindirmaktadir. Bu
bilesiklerden ozellikle fenolikler fonksiyonel gidalarin yapisinda yogun bir sekilde
bulunmaktadir (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015). Propolis antioksidan, anti-inflamatuar,
antimikrobial, antikanser, antidiyabetik ve karaciger koruyucu gibi bir¢cok 6zelligi nedeniyle
giiniimiizde fonksiyonel gidalarin, besin takviyelerinin ve kozmetiklerin gelistirilmesi
asamasinda kullanimi1 artan popiiler bir {iriin halini almistir (Tomaszewski vd., 2019;
Shahinozzaman vd., 2020). Bununla birlikte, Diinyada en sik kullanilan geleneksel ilaclardan
biri olan propolisten faydalanilarak iiretilen tirlinler ve bu iirlinlerin kullanim listesi sinirsizdir
(Shahinozzaman vd., 2020). Fakat, literatiirde atfedilen essiz fonksiyonel 6zelliklerine ragmen,
propolis dogrudan kovandan hasat edildigi ham sekli ile degil uygun ¢oziiciilerde ekstrakte
edilerek tiiketilmesi gereken dogal bir iriindiir. Ekstraksiyon islemi sayesinde propolisin
kimyasal bilesimindeki istenmeyen bilesikler uzaklastirilir ve maksimum oranda etken
maddenin (biyoaktif bilesik) ¢oziicliye aktarilmasi saglanir. Propolisten biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyon verimi c¢oziicli, ¢oziicli konsantrasyonu, sicaklik, siire, partikiil boyutu ve
uygulama prosediirii gibi farkli faktorlerden etkilendigi i¢in {iriine uygulanacak ekstraksiyon
yontemi ve ¢dziliciiniin se¢imi olduk¢a 6nemlidir (Oroian vd., 2020a; Oroian vd., 2020b).Bu
nedenle bu c¢alismada da 6n goérdiigiimiiz gibi 6zellikle gida ve ilag uygulamalar igin

kullanilmas1 hedeflenen propolis ekstraktlarinin, zeytinyag: gibi ucuz ve ¢evre dostu ¢oziiciiler



ve ayrica yesil ekstraksiyon teknikleri kullanilarak elde edilmesi onem arz etmektedir.
Fonksiyonel gida pazarinin her yil yaklasik olarak %7-10 arasinda biiylime gostermesi (Doyon
ve Labrecque, 2008) sebebiyle satisa sunulan bu iiriinlerin 6zelliklerinin belirlenmesi ve
standardizasyonuna yonelik arastirmalarin yiriitiilmesi, insan sagligin1 korumanin yani sira bu
konuda yapilacak yasal diizenlemeleri ve ayrica artan pazari desteklemek acisindan da 6nemli

goriilmektedir.

Propolisin ekstraksiyonunda en yaygin olarak kullanilan ¢oziicii, bal mumu ve organik
atiklar1 iyi derecede uzaklastirdigi igin etanol olmakla birlikte (Devequi-Nunes vd., 2018), su,
zeytinyagi ve polietilen glikol gibi farkli ¢oziiciiler (Kubiliene vd., 2015) de kullanilmaktadir.
Ekstraksiyon islemi sonucunda yiiksek biyoaktiviteye sahip iiriin elde etmenin yani sira
kullanilan ¢oziiciiniin toksik/sagliga zararli olup olmadigy, tiiketilebilir olmasi ve ekstraksiyon
sonrast uzaklastirilip uzaklastirilamayacagi olduk¢a oOnemlidir (Silici, 2020). Propolis
ekstraktinda siklikla tercih edilen etanol gibi alkol bazli ugucu organik ¢dziiciiler yanici
ozellikte olduklarindan tehlike arz etmekte ve ekstraktlarda kalint1 birakabilmektedirler (Zhang
vd., 2016). Ek olarak etanol propolis i¢in yliksek bir ¢oziiniirliik saglamasina ragmen yiiksek
oranda c¢ozinilirlik bazen istenmeyen bilesiklerin  ¢oziicliye gegmesine  katki
saglayabilmektedir. Ayrica alkole hassasiyet gosteren hastalar (alkol intoleransi olanlar vb.),
diyabetikler, kanser hastalar1, cocuklar ve dini sebepler ile iiriinii kullanmak istemeyenler i¢in
sorun olusturmaktadir (Silici, 2020). Bu nedenle son yillarda propolis ekstrakti hazirlama
asamasinda kullanilan ¢6ziiciiniin se¢imi yapilirken insan sagligi lizerinde olumsuz etkisi
olmayan ya da minimum diizeyde olabilen ¢0ziicii arayiglarina girilmistir. Bu acgidan
degerlendirildiginde zeytinyag1 son birkag yildir ilkemizde etil alkole alternatif olarak propolis
ekstraksiyonunda kullanilan organik ¢6ziiciiniin yerini almistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda
da maserasyona yontemi kullanilarak zeytinyagi bazli propolis ekstraklari hazirlanmis ve bu
yontem i¢in de ayrica optimum ekstraksiyon kosullar1 belirlenmistir. Ek olarak tiim kosullarda
hazirlanan ekstraktlarin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 antimikrobiyal aktiviteleri

degerlendirilmistir.



BIiRINCi BOLUM

1. KURAMSAL CERCEVE

1.1. PROPOLIS

Yunanlilar tarafindan kesfedilen ve dogal bir antibiyotik olarak kullanilan propolis,
spesifik oOzelliklerinden dolayr 1960’larin sonlarina dogru bilim adamlarinin dikkatini
cekmistir. Propolis, bal arilar tarafinca farkli bitki kaynaklarindan toplanan, yogun olarak
re¢ine ve bal mumu bulunduran, sicak ortamlarda yapiskan olan bir ar1 tirlintidiir (Burdock vd.,
1998). Arilar propolisi genellikle, davetsiz misafirlerin girmesini 6nlemek, kovan igindeki sabit
i¢ sicakligi 35 °C"de tutmak, aseptik bir ortamin olusmasi i¢in katkida bulunmak ve asil olarak

kovani yaygin mikrobiyal enfeksiyonlardan korumak i¢in kullanirlar (Bankova vd., 2000).

Propolisin rengi toplanan bitkinin kaynagina gore sar1, yesil ve siyaha kadar degiskenlik
gosterebilir (Fitzgerald ve Flood, 2006). Genellikle Populus nigra, Populus tremula ve Populus
alba 'nin tomurcuk regineleri propolis i¢in ilk olarak arilar tarafindan tercih edilmekle birlikte
Acacia spp., Betula pendula L., Alnus glutinosa, Aesculus hippocastanum L., Salix alba L. ve
Pinus spp. gibi bitki tiirleri de farkli bir secenek olarak tercih edilmektedir (Ristivojevic vd.,
2015).

Propolisin ham olarak kullanilmasi zararlidir bunun sebebi, bal arilar1 etrafta toplayacak
yeterli kaynak bulamadiklar takdirde asfalt ve boya vb. gibi insan saglig1 acisindan tehdit
olusturacak kimyasal igeriklere yonelirler ve bu durumda igerigi tespit edilmemis ham
propolisin kullanilmasi sinirlandirmaktadir (Shehu vd., 2016). Propolis lokal, anestezik,
antiinflamatuar, antifungal, antibakteriyel, antiviral, antiprotozoal ve bagisiklig1 artirict gibi
birgok farkli farmakolojik ve biyolojik 6zelliklere sahip bir tirlindiir (Azza ve Abd-El-Rhman,
2009). Bu sebepten 6tiirii eski ¢aglardan beri insanlarin tip alanindaki ilgisini ¢ekmektedir

(Albayrak ve Albayrak, 2008; Castolda ve Capasso, 2002).
1.1.1. Uretimi, Hasat1 ve Muhafaza Edilme Kosullar

Propolis ¢ogunlukla bitkilerin {ist bolgelerinde yer alan tomurcuk kisimlarindan
toplandigindan arilarin propolis toplama davraniglarini gozlemlemek zordur. Fakat bazi
belgesel kanallarinda 6zel kamera sistemleri ile goriintiilenmesi miimkiindiir. Arilar farkl
bitkilerin koruyucu reginelerini, 6n bacaklarindan yardim alarak, alt ¢eneleri sayesinde kaziyip

toplarlar. Daha sonra agizlarinda yumsattiktan sonra salgiladiklari enzimler sayesinde pelet



haline getirirler. Peleti, 6n bacaklarindan yardim alarak arkalarindaki polen sepetine propolis
olarak aktarirlar (Ghisalberti, 1979; Dogan ve Hayoglu, 2012). Arilarin maksimum
tastyabilecegi propolis miktarinin depolanabilmesi i¢in 15-16 dakika gerekmektedir. 15-16
dakika sonra yeterli miktarda propolis toplayan tarlaci arilar propolisi kovana tasirlar. Tarlact
arilarin getirdigi propolis, geng isci arilar tarafindan parca parca alinarak kullanilacak yerlere
gotiirlirler ve baski uygulayarak yapistirirlar (Pehlivan vd., 2012; Genc ve Dodologlu, 2011).
Getirilen propolis, kovanda ihtiyaci olan yerlerde kullanilmak iizere biraz bal mumu ekleyerek
harmanlanir. Propolisin kovana taginma islemi ari iiriiniinii getiren arinin sayisina bagl olarak

degismektedir. Bu iglemi 1-2 saat arasinda degisiklik gostermektedir (Kumova vd., 2002).

Arilarin en fazla propolis elde ettigi zaman dilimi yazin son giinleri ve sonbahar aylaridir
(Pehlivan vd., 2012; Genc ve Dodologlu, 2011). Nektar akiminin yogun oldugu zaman
dilimlerinde arilarin propolis toplama egilimlerinde azalma goriilmektedir. Ayrica propolis elde
etmek i¢in uygun zaman dilimi bélgeden bolgeye farklilik gdsterdigi bilinmektedir. Mesela Bati
ve Dogu Avrupa’da sonbahar ve yaz ortasinda, Amerika Birlesik Devletleri’'nde yaz ve yaz
sonunda gerceklestirilmekte olup Tiirkiye’de ise Orta ve Dogu Anadolu’da agustos ve eyliil
aylarinda, Ege bolgesinde mart ayinda propolisin arilar tarafindan toplanmakta oldugu

gbzlemlenmistir (Kumova vd., 2002).

Arilarin kovana tasidiklart propolisi, kovanin duvarlarindan spatiil ile kaziyarak veya
kovanin iist kismina aricilar tarafindan yerlestirilen tuzaklar yardimi ile toplamak miimkiindiir
(Waykar ve Algadhi, 2016). Toplanan bu ar1 tirliniiniin miktar1 senede 10 ila 300 gram arasinda
degismektedir. Fakat bu dogal iirlinlin toplanma miktar1 arinin cinsine, iklim kosuluna, bitki

tiirlerinin ¢esitliligine ve son olarak toplanma sekline gore farklilik gostermektedir (Pehlivan
vd., 2012).

Propolisin safliginin ve dogalliginin korunmasi acgisindan muhafaza edilme kosullari
olduk¢a 6nemlidir. Propolisin toplanmasindan ekstrakte edilmesi agamasina kadar en verimli
biyolojik yararliligi saglayacak sekilde islenmesine 6zen gosterilmelidir. Propolis -40 °C
saklanma kosuluna sahip bir ar1 iiriiniidiir. Donmus olan propolis daha iyi ezilir. Ezilen
propolisin icerisindeki yabanci maddelerin uzaklastirilmasi i¢in cam bir kavanoza aktarilir ve
tizerine 1lik su eklenerek yabanci maddelerin dibe ¢dkmesi saglanir bdylece propolisten
uzaklastirilmig olur. Son haldeki propolis kuru bir ortamda plastik torbada muhafaza edilebilir
(Kumova vd., 2002). Uriin haline gelen propolisin muhafaza edilme kosullarinda uyulmastyla
birlikte 1s1ktan ve yiiksek sicakliktan uzak tutulmalidir. Propolisin herhangi bir yan etkisinin

bulunmamasinin yani sira, nadiren de olsa alerjik bir reaksiyona neden olabilir. Alerjik bir
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reaksiyonla karsi karsiya kalinmasi durumunda tiiketim durdurulmali veya tiiketilmeden 6nce
muhakkak bir doktor yardimi alinmalidir. Propolis ve prolisli iiriinler burun, aniis, deri ve agiz

yoluyla tiiketilir (Hartwich vd., 2000; Ghisalberti, 1979; Yiicel vd., 2014).

1.1.2. Fiziksel- Kimyasal Ozellikleri

Propolisin fiziksel a¢idan bakildiginda 10°C’nin altinda ¢ok sert ve pargalanabilir bir
yapiya sahip olan propolis, -20°C’ye konuldugunda daha fazla katilasir ve kolay bir sekilde toz
haline getirilebilir. 30-40°C arasinda yumusak ele yapisan bir hal alan propolis, 80°C’de kism1
olarak erime gosterir bu durum yaz ayarlarinda aricilarin propolisi kovandan elde etmesini
zorlastirabilmektedir. Propolisin rengindeki, kokusundaki ve biyolojik aktivitesindeki farklilik
bitkiye, bolgeye, mevsime ve koloniye bagl olarak degisiklik gosterebilir (Woo vd., 1997).
Propolis kimyasal igerigi acisindan ele alindiginda, propolis cografi konumu ve bitkisel
kokenlerine bagimli haldedir. Propolisin %50 sini regine, %30 unu balmumu, %10 unu ugucu
yaglar, %5 ini polen ve kalan %5 lik kismini diger organik bilesikler olusmaktadir (Gomez-
Caravaca vd., 2006). Propoliste bulunan organik bilesikler fenolik bilesikler, esterler,
flavonoidler, terpenler, beta-steroidler, aromatik aldehidler ve alkollerdir (Huang vd., 2014).
Bununla birlikte propolis kimyasal yapisinda B1, B2, B6, C ve E gibi saglik acisindan 6nemli
vitaminler ve magnezyum, kalsiyum, potasyum, sodyum, bakir, ¢inko, manganez ve demir gibi

onemli mineralleri de igerir (Lotfy, 2006).

1.1.3. Propolisin Ekstraksiyonu

Recinemsi yapisindan dolayr ve ham halde tiiketilmesi Onerilmeyen propolis, cesitli
coziciiler ile ektrakte edilerek kullanilmaktadir. Ham propolisten en verimli seviyede
yaralanabilmesi i¢in farkli ¢oziiciiler kullanilarak propolis ekstraktlar1 hazirlanmaktadir
(Omene vd., 2013). Propolise uygun ekstraksiyon kosullarinin secilmesi, yiiksek nitelikli ve
uygun fiyatl {iriinlerin olusumu i¢in 6nemlidir. Propolisin ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak
kullanilan yontemler; maserasyon, vakum distilasyon, evaporasyon, membran konsantrasyon
ve liyofilizasyon, ultrasonik destekli ekstraksiyon ve ohmik 1sitmali ekstraksiyonudur (Mello
vd., 2010).

Maserasyon yontemi kullanilarak propolisin etanol, su, zeytinyagi, saf hindistan cevizi
yag1 ve propilen etilen glikol ekstraklarinin verimlerinin degerlendirildigi bir aragtirmada farkl
coziciilerle elde edilen ekstraktlarin verimlerinin %14,0-18,33 arasinda degisiklik gosterdigi
belirlenmistir (Pujirahayu vd., 2014). Ekstraksiyon, propolisin biyoaktif bilesenlerinin ortaya
cikmasi i¢in Onemli bir basamaktir. Biyoaktif maddeler genellikle suda diisiik ¢oziiniirliige
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sahiptir ve su ile hazirlanan ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin miktar1 etanolik ekstraktlardan
10 kat daha disiiktiir (Moura vd., 2009). Bu sebepten &tiirii, bu maddelerin sudaki
cozlnlirliiglinii artiran etkili yardimci ¢oziiciiler bulmak o6nemlidir. Bu nedenle uygun
ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ve kosulunun secilmesi basta fenolik bilesikler olmak tizere diger

biyoaktif bilesiklerde hasara sebep olmamalidir (Cunha vd., 2004).

Propolis i¢in en iyi ¢oziiciiniin %70’lik EtOH oldugu bircok calismada belirtilmekle
olup ayrica saf EtOH, saf MetOH ve dimetilsiilfoksit (DMSO) de ekstraksiyonda
kullanilmaktadir (Bhardwaj vd., 2015). Fakat yapilan ¢alismalarda %70 EtOH kullanilmasi
durumunda %20-30 oraninda balmumu kalintisina rastlandigindan 6tiirii propolisin mumlar
hari¢ aktif bilesenlerinin cogunun %70 EtOH de ¢oziindiigii bildirilmistir (Margeretha vd.,
2012; Bankova vd., 1992). Coziicii olarak EtOH "1n kullanildigi durumlarda balmumu miktarina
bagli olarak propolisin %50-70’lik bir boliimii ve suyun kullanildigi durumlarda ise propolisin
%10’luk bir kism1 ¢oziinmektedir (Margeretha vd., 2012). Bununla birlikte arastirmacilar son
yillarda propolis ekstraksiyonu i¢in dogal ve insan saglifina zararsiz ektraksiyon ¢oziiciisii

arayisina girmislerdir (Silici, 2020).

1.1.4. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon saf haldeki maddelerden hedeflenen dogal iiriinlerin ayristirilmasinin ilk
basamagidir. Hedeflenen bu dogal iiriinlerin ekstrakt: iki agamadan olugsmaktadir. Bunlardan
ilki ¢Oziiciiniin kat1 matristen ayrilmasi, ikincisi ise ¢6ziinen maddelerin toplanmasi agamasidir
ve bu iki asama sirastyla ger¢eklesmektedir. Bu ekstraksiyon asamalarindaki verimi, ¢oziicliniin
ozellikleri, ¢oziiniinen iirliniin pargacik biiytikliigii, ektraksiyon asamasindaki sicaklik orani ve
stire gibi faktorler etkilemektedir (Zhang vd., 2018). Teknolojinin ilerlemesi ile ekstraksiyon
islemi de ¢aga uygun olarak gelisim gostermistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon, ohmik
isitmali ekstraksiyon, siiperkritik ekstraksiyonu, ultrasonik destekli ekstraksiyon gibi bazi
modern veya yesil ekstraksiyon metotlar1 da dogal iiriinlere uygulanmistir. Bu ekstraksiyonlar
kisa ekstraksiyon siiresi, diisiik organik solvent tiiketimi ve daha yiiksek secicilik gibi bazi

avantajlar sunmaktadir (Biiytliktuncel, 2012; Pawliszyn, 2003).

1.1.4.1. Maserasyon

Bu yontem, en yaygin ve en eski yontemlerden biri olmasiyla birlikte dogal besin
kaynaklarindan &nemli bilesiklerin ekstraksiyonu islemi igin kullanilir (ilbay, 2016).
Maserasyon islemi, ekstrakte edilecek iirlinlin istenilen miktarda boyut kiigiiltme
islemlerinden sonra segilen ¢dziicii igerisinde ¢cogunlukla oda ile sicakliginda kapali bir
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kapta belirli bir siire bekletilerek veya karistirilarak gerceklestirilen kolay bir islemdir
(Silici ve Kutluca, 2005).
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Sekil 1: Maserasyon Ydntemi Semast
1.1.4.2. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon metodu ¢éziinen maddenin kati1 matrislerden hizl bir
sekilde ¢ikarilmasini saglamaktadir. Diger klasik tekniklerle ayni verimi saglamaktadir fakat
¢cozlici miktarinin, atiginin ve ¢evreye ¢oziiciiniin salinmasinin azaltmasi gibi avantajlara
sahiptir. Mikrodalgalar yiiksek frekanshi elektromanyetik dalgalara sahip, enerjiyi 1siya
ceviren, iyon iletimi ile donmeyi saglayan ve bdylece molekiil lizerine mikrodalganin direkt
olarak etki etmesi prensibine dayanmaktadir. Bu prensip bir¢ok mikrodalga uygulamasinda es
zamanli olarak islenmektedir. Hazirlanan ekstraksiyon ¢ozeltisinin iyon akisina gostermis
oldugu direng siirtiinme ile mevcut 1sinin artmasina sebep olur (Camel, 2001; Biiyiiktuncel,
2012). Ektraksiyonun basarisini en ¢ok etkilen faktor iyi bir ¢oziiciidiir. Eger segilen ¢oziici
1stya karst asir1 duyarl olursa hazirlanan karisimdaki bilesiklerin denatiire olmasina yol agar

(Biiyiiktuncel, 2012).

Geleneksel olarak kullanilan temas yoluyla 1s1 iletimi saglayan metotlarin aksine
mikrodalgalar ekstraktin tiimiine ayn1 anda 1s1 vermektedir. Bu ektraksiyon metodu iki farkli
sitem ile saglanmaktadir. Birincisi ve en yaygini basinct ve sicakligi kontrol altinda olan kapali
bir kap ile yapilan ektraksiyonu, ikincisi ise atmosferik basing altinda ag¢ik bir kapta yapilan
ekstraksiyondur. Bu iki sistemden en avantajlist kullanilan ¢oziicii miktarinin ve ektraksiyon
stiresinin diisiik seviyede olmasindan &tiirii ikinci ektraksiyon metodudur. Mikrodalga destekli
ektraksiyon ile bitkilerde bulunan polifenoller ve lignanlar saflastirilabilmektedir (Kaufmann
ve Christen, 2002; Kaufmann vd., 2007; Beejmohun vd., 2007; Kilig, 2010).
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Sekil 2: Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Semast
1.1.4.3. Ohmik 1s1itma destekli ekstraksiyon

Ohmik 1sitma destekli ekstraksiyon, elektrik akimi ile dogal iiriinlerdeki bilesiklerin
ortaya cikarilmasini saglayan bir eksraksiyon yontemdir. Sivi, kati veya yar1 kati dogal
iiriinlerde dahil farkli gidalarda kullanilabilen, siirdiiriilebilir ve enerji agisindan verimli olan
bir yontemdir (Baysal vd., 2011). Ekstraksiyon iglemi, gida igerisinde istenen bilesiklerin
cikarilmasina yardimer olan ve 1s1 tireten elektrotlardan 1- 2000 Hz frekans ve 1-100 V/cm
voltajda alternatif bir elektrik akimmin gegmesiyle gerceklesmektedir (Gavahian vd., 2015).
Besinin elektrik akimina karst olusturdugu direng gida igerisinde 1s1 olusumuna neden
olmaktadir. Ekstraksiyonun verimliligi 1s1 iiretim hizina, gidanin elektriksel iletkenligine,
gidanin bilesimine, elektrik alan siddetine ve islem siiresine baglidir (Kutlu vd., 2017; Sastry,
2009).

1.1.4.4. Siiperkritik akiskan destekli ekstraksiyon

Stiperkritik ekstraksiyonu sirasinda dogal {iriin ve ¢oziicii ile hazirlanmis karisimin
icerisinden istenilen maddenin ayrilmasi prensibine dayanir. Bu ayrilmada siiperkritik fazda
karbondioksit (CO,) kullanilmaktadir. Kritik bir basing ve sicaklik altinda CO, siiperkritik
fazina gegerek karigimin i¢indeki mikro elementleri ¢ozebilmektedir. Daha sonra ylikselen
basing diisiiriiliir ve ¢oziicliden kolaylikla ayrilir. Sonug olarak elde edilen {iriin tamamen ugucu
gazlarda dahil olmak iizere tiim mikronlardan ayrismis olarak hazir hale gelir (Bott, 1980).
Stiperkritik ekstraksiyon 6zellikle gida teknolojisinde kullanilmaktadir. Bunun en biiytik sebebi
sicakliga kars1 duyarlt olan vitamin, protein gibi insan sagligi agisindan dnemli maddelerin
yiiksek sicaklikla yapilan ekstraksiyonlar sirasinda yapilarinin bozulmasindan otiirii gida

teknolojilerinde cogunlukla siiperkritik ekstraksiyon kullanilmaktadir (Brunner, 2013).
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Sekil 3: Siiperkritik Akigkan Destekli Ekstraksiyon Semast
1.1.4.5. Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Ultrasonik destekli ektraksiyon metodu, kullanilan ekstrakta 20 kHz’dan daha fazla
frekanslar verilerek titresim uygulanmasi ve bu titresimler ile bosluklar meydana getirmesi
prensibine dayanir. Bu bosluklar sivi ortamda yogun bir sekilde kabarcik olugsmasina sebep
olur. Boylece kati olan iiriiniin mekanik olarak sarsilmasina sebep olmasi sonucunda
partikiillerinin birbirinden ayrilmasini saglar (Biiyliktuncel, 2012; Capelo ve Mota, 2005).
Titresim ile olusan ses dalgalar1 kat1 ekstraksiyonlar i¢in kullanilirken, sivi olan ekstraksiyonlar
icin ise homojenizasyon veya emiilsiyonda kullanilmaktadir (Vinatoru, 2001; Tadeo vd., 2010;

Biiyiiktuncel, 2012).

Ultrasonik destekli ektraksiyon islemi, su banyosu veya prob kullanilarak
gerceklestirilir (Biiyiiktuncel, 2012; Santos ve Capelo 2007). Bununla birlikte, ¢ogunlukla
kullanilan ve en ucuz maliyette olan ultrasonik su banyolaridir (Huertas-Perez, 2006;
Biiytiiktuncel, 2012). Ayrica birden fazla numune sayisi olan durumlarda bu ultrasonik su
banyolarinin kullanilmasi zaman agisindan da fayda saglamaktadir. Problarin ultrasonik su
banyolarina alternatif olarak kullanilmasindaki en biiyiik etken ise enerjiyi esit bir sekilde
dagilmasini saglamasidir. Fakat problar maliyetli, dmiirleri kisa, hassas ve daha az Grnekle

calisilmasina olanak saglamaktadir (Biiyiiktuncel, 2012; Tadeo vd., 2010).
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1.2. PROPOLIS ILE ILGILI YAPILAN CALISMALAR

Propolisin son yillarda arastirmacilarin ilgisini yogun olarak c¢ekmesinin sebebi,
antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antikarsinojenik, antiinflamatuar, antiviral vb. biyoaktif
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Propolis bir alternatif {iriin olarak diizenli kullanilmas1
durumunda viicutta patojenlere karsi bir savunma sistemi olusturmaktadir. Bu durum uzun siire
kullanimda yapay antibiyotiklerin gdstermis oldugu etkinin aksine viicutta olumsuz bir etki
yaratmamaktadir. Propolis bagisiklik sistemi agisindan dnemli bir besin kaynaginin olmasi
yaninda antikor salgilanmasini da artirmaktadir. Fakat propolis ektraksiyonun da kullanilan
cozliciiniin  etkisi gilinlimiizde olduk¢a Onemli konumdadir. Bu nedenle propolis
ekstraksiyonunda kullanilan ¢6ziiciiniin yesil bir ¢dzilicii olmasi arastirmacilarin onceligi

olmustur (Kutluca vd., 2006).

Bal arilarin bitkilerin farkli kisimlarindan topladiklari re¢inemsi bir ari iirlinii olan
popolis ekstrakte edilerek tiiketilmektedir. Bu asamada, ekstraksiyon yontemleri agisindan
degerlendirildiginde, propolis ekstraksiyonunda, yaygin olarak geleneksel yontem olarak
bilinen maserasyon yontemi kullanilmaktadir ki bu konuda yayimlanmis bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. Maserasyon yontemi kullanilarak propolisin etanol, su, zeytinyagi, natiirel
hindistan cevizi yag1 ve propilen etilen glikol ekstraklarinin verimlerinin degerlendirildigi bir
arastirmada farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarin verimlerinin %14.0-18.33 arasinda
degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Pujirahayu vd., 2014). Nitekim en yiiksek ekstraksiyon
veriminin etanolde, en diisiik ekstraksiyon veriminin ise zeytinyaginda kaydedildigi rapor
edilmistir. Ekstraksiyon verimi ile baglantili olarak en diisiik toplam flavonoid igerigi de
zeytinyag1 ekstraktinda elde edilmistir. Bununla birlikte yapilan bu c¢aligmanin sonuglari
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degerlendirildiginde, zeytinyagi ve etanol ekstraktlarmin verimleri arasinda biiyiik farkliliklar
olmadigi goriilmektedir. Yapilan birgok calismada propolis ekstraksiyonu i¢in maserasyon
yontemi kullanilmasma ragmen bu yontemin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Ornegin
Trusheva vd. (2007) yiiriittiikleri ¢calismada ti¢ farkli teknik kullanarak elde ettikleri propolis
ekstraktlarinin verimlerini karsilastirmislardir. Sonug olarak bu arastiricilar, maserasyon ile
karsilastirildiginda ultrasonik ekstraksiyon (ultrasonik su banyosu ile ekstraksiyon) metodunun
daha kisa islem siiresi ve daha az emek gerektirdigini ve sonucta yiiksek ekstraksiyon verimi
sagladigimi bildirmislerdir. Ultrasonik ekstraksiyonun verim, ekstraksiyon siiresi ve seciciligi
noktasinda en etkili yontem oldugu arastiricilar tarafindan ifade edilmistir. Benzer sekilde
Cunha vd. (2004), yaptiklar1 ¢aligmada farkli maserasyon siirelerinin propolisin kimyasal
kompozisyonu lizerine etkisini incelemislerdir. Bu arastiricilar ham propolis i¢in uygulanan
maserasyon siiresinin verimi etkiledigini ve elde edilen bilesenlerin veriminin 20 giinliik
maserasyondan sonra %60.1'den 1 yil sonunda %67.0'ye yiikseldigini rapor etmislerdir. Bu
sonuglardan anlagilacag1 lizere maserasyon siiresi ekstrakt verimini etkileyen onemli bir
parametredir. Farkli arastirmalarda zeytinyagi bazli propolis ekstraktlar1 hazirlanirken rastgele
farkli maserasyon siireleri uygulanmasina (Pujirahayu vd., 2014, Silici ve Baysa, 2020) ragmen,
optimum maserasyon sartlarinin (siire, sicaklik, kati/¢6ziicii orani) belirlendigi bir arastirmaya

rastlanmamustir.

Bununla birlikte propolisin antibikrobiyal aktivitesi agisindan bazi ¢aligmalar yapilmis
ve bu ¢alismalarda propolis sadece gram pozitif bakteriler ve bazi fungus tiirlerine kars1 bir etki
gosterdigi gézlemlenmistir (Albayrak ve Albayrak, 2008; Marcucci, 1995; Nieva vd., 1999).
Gram negatif bakteriler ile yapilan ¢aligmalarda ise zayif bir etki gosterdigi belirtilmigtir
(Dobrowolski vd., 1991; Cergiler, 2016; Sforcin vd., 2000; Grange ve Davey, 1990). Bu
caligmalar sonucunda gram pozitif bakterilerin, gram negatif bakterilere nazaran propolise kars1
daha hassas oldugu rapor edilmistir. Ayrica bazi fungus tiirlerine kars1 da propolisin etki
gostermesi propolisin antifungal aktivieye sahip oldugunu gostermektedir (Mirzoeva vd., 1997;

Hepsen, 1996).

Rocha ve ark. (2024) yapmis olduklar1 ¢alismada, farkli bolgelerde yetisen 5 farkli
ignesiz ar1 tiirlerinin iirettigi propolisi 2019 ve 2020 yilinda toplamis olan propolisten 0.5 gram
tartmis ve iizerine %70 EtOH ilave etmislerdir. Hazirlanan bu ekstrakt 25 °C’de su banyosunda
30 dk boyunca inkiibe edilmistir. Santrifiij edilen ektrakt stizme isleminden gecirildikten sonra
deneylere baslamisladir. Bu ektraktlarin fenolik ve kumarik bilesik igerikleri ve antimikrobiyal

aktiviteleri belrilenmistir. Melipona quadrifasciata’dan ve Frieseomelitta
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doederleini’den alinan numuneler iizerinde yapilan deneylerde en yliksek fenolik bilesik
konsantrasyonu oldugu rapor edilmistir. Bu propolis 6rneklerinde formenonetin, kaempferol,
gallik asit ve kumarik asit bilesiklerinin varlig1 saptanmigtir. Antimikrobiyal aktivite testlerinde
Candida albicans tiriinliin biitiin ekstraktlara duyarlilik gosterdigi, Escherichia coli ‘nin
yalnizca Melipona quadrifasciata’dan tiiriinden elde edilen propolis tarafindan inhibe edildigi
ve ayrica, Enterococcus faecalis bakterisinin ise Plebeiadroryana, Melipona
quadrifasciata ve Frieseomelitta doederleini’den tiirlerinden elde edilen propolis tarafindan
inhibe edildigi tespit edildigini belirtmislerdir. Sonu¢ olarak Rocha ve arkadaslar1 (2024)
ignesiz ar1 tiirlerinin tirettigi propolisin arilarin yetistirildigi bolgeye gore farlilik gosterdigi
dolayistyla farkli biyobilesik kaynaklarinin olustugu ve antifulgal aktiviteye sahip oldugunu
belirtmislerdir (Rocha vd., 2024).

Nichitoi ve ark. (2023) yapmis olduklar1 ¢alismada Romanya propolisinden polifenol
analizi yapmak ig¢in, ultrasonik destekli ektraksiyon ile maserasyon metodunu
karsilastirmiglardir. Bu iki ektraksiyon metodunu yalnizca zaman ve verim agisindan degil
ayrica flavonoid ve polifenolik asitler acisindan da karsilastirma yapmak amaciyla
caligmislardir. Farkli parametrelerde yapilan bu ¢alismada UHPLC-HRMS 6l¢timii yapilmaistir.
Bu olgtime gore ultrasonik destekli ektraksiyonda ¢oziicli olarak EtOH kullanilmis ve bu
ektraksiyon metodu ile maserasyon karsilastirildiginda antioksidan ve antimikrobiyal aktivite
lizerinde daha fazla etkiye yol ac¢tifini gbzlemlemislerdir. Ayrica ultrasonik yontemle
hazirlanan ekstraktlarin maserasyona oranla daha yiiksek antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu rapor etmisleridr. Ayrica bu ultrasonik destekli ektraksiyonda
kullanilan ¢oziiciilerden de en iyisi %50 etanol ile hazirlanmig ekstakta ait oldugunu ortaya
koymuslardir. Ozellikle bu ekstraktin digerlerine gére 3 kat daha fazla antioksidan aktivite
sergiledigini ve bunun sonucunda da %50 etanolik ¢ozeltilerin ultrasonik destekli ektraksiyonu

icin uygun bir ¢alisma kosulu olusturdugunu rapor etmislerdir (Nichitoi vd., 2023).

Bouchelaghem (2022), yapmis oldugu derlemede, farkli propolis tiirlerinin
karakterizasyonu hakkinda son on yilda propolisin karakterizasyonu hakkinda yapilan
caligmalari karsilastirmislardir. Bu derlemede genel olarak propolisin antimikrobiyal aktivitesi
ele almmustir. Ozellikle Staphylococcus aureus ve Candida albicans’a ile ilgili ¢alismalari
inceleyen bilim adami propolisin kompozisyonunun genel anlamda toplandigi bolgeye ve
kokenine bagli oldugunu rapor etmistir. Propolisin antimikrobiyal aktivite testlerinde genel
olarak propolisin Gram-pozitif bakterilerin {izerine gosterdigi etkinin Gram-negatif bakteriler

izerinde gostermis oldugu etkiden daha fazla oldugunu raporlamistir. Bouchelaghem (2022),
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bununla birlikte propolisin sinerjik etkilesimi nedeniyle dncli maddenin etki mekanizmasinin
hala tam anlamiyla bilinmedigini ve bu dogal {iriiniin hiicre i¢erisinde ¢ok fazla aktiviteye sahip
oldugunu 6ne slirmiistiir. Sonu¢ olarak yapilan bu derlemede propolisin genis spektrumlu
biyolojik potansiyelleri, giiclii ve uygun maliyetli antimikrobiyal olarak gelistirilmesi i¢in ideal

bir iirlin oldugunu bildirilmistir (Bouchelaghem, 2022).

Doodmani ve ark. (2024) nanolifler hakkinda bir ¢alisma yapmislardir. Yaptiklart bu
calismada polikaprolakton/kollajen(PCLC) nano-fiber /aglar (NFN) kompoziti, biyolojik bir
makromolekiil olarak kollejenin rejeneratif potansiyelinden yaralanarak elektro-egirme/ag
(ESN) metodu ile asetik asit ve formik asit ¢oziiciileri kullanarak yapmigslardir. Buna ek olarak
NFNs yapisini gelistirmek i¢in yara iyilesme 6zelligi olugan propolisten yararlanmiglardir. Bes
tane PCL,PCLC,PCLC/Pro %5, PCLC/Pro %10 ve PCLC/Pro %15 ESN ¢ozeltisi
hazirlanmistir. FE-Sem goriintiileme ile PCL formiilasyonunun disinda biitin ESN
cozeltilerinde daha basarili nano-net olusumu gostermislerdir. Fabrikasyon iskeleler, kollajen
eklenmesiyle oriimcek ag1 benzeri nanonetler sergilenmistir. Propolisin eklenmesiyle daha da
gelismis nano ag olusumu gozlemlenmistir. Govde nanoliflerinin, ortalama cap1 164-728 nm
olan, herhangi bir boncuksuz filamentli yap1 gosterirken, dalli liflerin (nanonetlerin) ¢ap1 hemen
hemen 20 nm boyutunda. NFN’lerin WCTR degerleri Tedavi gibi ticari pansuman islemleri ile
pansuman i¢in ticari bir dnem tasiyabilir oldugunu 6ne siirmiiglerdir. Doodmani ve takim
arkadaslar1 yaptiklar1 bu g¢aligmanin sonucunda propolis ile yiiklenmis NFN‘lerin giiclii
sitoprotektif etkilerinin uygulanan doza bagli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica PCLC
NFL’lerde 72 saatlik hiicre kiiltiirden sonra HFF-2 hiicrelerinin canliligi, 24,48 ve 72 saatlik
hiicre kiiltlirlerinden sonra PCLC/Pro %15 nanofiberlerden gozlemlendigini not etmislerdir ve
bu durumda da propolis ekstraktinin nanoformiile edilmis formda proliferatif etkisini

gosterdigini belirtmislerdir (Doomani vd., 2024).

Ecem Bayram ve ark. 2020 yilinda farkli ¢oziiciiler ve ekstraksiyon yontemleri
kullanarak elde ettikleri propolis ekstraktlarinin biyoaktif 6zelliklerini degerlendirmislerdir.
Calismada elde edilen ekstraktlar, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz
edilmistir. Antibakteriyel aktiviteleri, disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmislerdir. Ayrica,
insan gobek kordonu endotel hiicreleri {izerine propolis ekstraktlarinin biyoaktif etkileri
arastirllmistir.  Ekstraktlarin proliferatif etkileri ve sitotoksik etkileri, sirasiyla 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve laktat dehidrojenaz analizleri ile
belirlenmislerdir. Biyokimyasal etkilerin degerlendirilmesinde toplam antioksidan kapasite ve

toplam oksidatif durum parametreleri kullanilmistir. DNA hasari, genotoksisite gdstergesi
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olarak 8-okso-2-deoksiguanozin (8-OH-dG) seviyesi ile analiz edilmistir. Ecem Bayram ve ark.
(2020) sonug olarak MTT analizi sonucunda test edilen ekstraktlarin hiicre canlilig1 etkinlikleri
bakimindan: propolisin %95’lik etanol ekstrakt1 (propolisin %95°lik etanol ekstrakti (PEE9S5)
> propolisin ultrasonik etanol ekstrakti (PUEE)> propolisin %50’lik etanol ekstrakti (PEE50)>
propolisin ultrasonik su ekstraktt (PUWE) seklinde siralandigini rapor etmislerdir. PEE95 nin
yiiksek konsantrasyonlarinin LDH salinimina sebep oldugunu bildirnmislerdir. Ayrica, PEES0,
PUEE ve PUWE'in yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif stresi artirdig1 bulunmustur. 8-OHdG
analizi, test edilen tiim ekstraktlarin genotoksik etki gostermedigini ortaya koymustur.
Antibakteriyel aktivite ve minimum inhibisyon konsantrasyon testleri, PUEE ve PEE95'in

PEES0 ve PUWE'den daha giiclii antibakteriyel etkiler sergiledigi belirtilmistir.
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IKiNCi BOLUM

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. PROPOLIS NUMUNESININ TEMIiN EDIiLMESI

Ulkemizde propolis toplama egilimi genel olarak sonbahar aylarinda yapilmakta olup
bu tez ¢alismasinda kullanilan propolis 6rnegi Bayburt ilinin Merkez ilgesine bagli Yazyurdu
kdytinde bulunan bir ariliktaki kovanlardan propolis tuzag: araciligiyla toplanmistir. Tuzaktan
hasat edilen 6rnekler bir gece boyunca -18°C’de bekletildikten sonra 6giitiicli yardimi ile toz
haline getirilmis ve ilgili analizlere kadar -18°C’de dondurucuda muhafaza edilmistir. Toz

haline getirilen propolis 6rnegi Sekil 5’te sunulmustur.

Sekil 5: Ham Haldeki Propolis Numunesi ve Toz Hale Getirilmis Propolis Numunesi

2.2. BOX-BEHNKEN DENEY TASARIMI VE YANIT YUZEY YONTEMI ILE
OPTIMiZASYON

Tez calismasinin bu asamasinda ¢oziicli olarak zeytinyagi kullanilarak Tablo 1°de
belirtilen deney tasarimina uygun olarak propolis ekstraktlari hazirlanmistir. Dis faktorlerin
etkilerini azaltmak amagli deney siralamasi rastgele hazirlanmistir. Bu ¢aligmada tiim olasi
kombinasyonlar1 test etmeden, daha az deneme ile degerli ve anlamli veri eldesi sagladigi i¢in
Box-Behnken deney tasarimi tercih edilmistir. Ekstraksiyon yontemi i¢in kullanilan bagimli ve

bagimsiz degiskenler Tablo 2’de sunulmustur.
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Tablo 1: Maserasyon Yontemi Kullanilarak Elde Edilen Ekstraktlarin Hazirlanmasi
Asamasinda Uygulanan Deney Tasarimlari

D S ziici/kat
eney No Sicaklik Ekstraksiyon Coziici/kat

o e orani
(°O) siiresi (giin) (mL/g)
1 20 1 10
2 40 1 10
3 30 5 10
4 20 9 10
5 30 9 15
6 30 9 5
7 30 5 10
8 20 5 5
9 40 5 15
10 40 5 5
11 30 5 10
12 30 1 15
13 20 5 15
14 30 5 10
15 40 9 10
16 30 5 10
17 30 1 5
Tablo 2: Kullanilan Bagimli ve Bagimsiz Degiskenler
Bagimsiz Degiskenler Bagimh Degiskenler
Sicaklik: 20, 30 ve 40 °C Toplam fenolik bilesik
Stire: 1, 5 ve 9 giin Antioksidan aktivite (DPPH, CUPRAC, CERAC)

K/C orani: 1/5, 1/10 ve 1/15 g/mL Pinosembrin, galangin ve krisin miktarlari

2.3. EKSTRAKSIYON YONTEMIi

Maserasyon (M) yontemi, Tablo 1’de sunuldugu gibi 3 farkli sicaklik (20, 30 ve 40 °C),
siire (1, 5 ve 9 giin) ve ¢oziicii/kat1 orani (C/K) (5, 10 ve 15 mL/g) kullanilarak elde edilmistir.
Orneklerin hazirlanmasi sirasinda Heidolph/Unimax 1010 (Almanya) marka model sicaklig
ayarlanabilir ¢alkalayicili inkiibatdr kullanilmigtir. Elde edilen 6rnekler Whatman (No:4) filtre
kagidindan siiziilmustiir. Elde edilen siiziintii ekstrakt olarak degerlendirilmis ve analiz

oncesine kadar buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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2.4. ANALIiZLER

2.4.1. Zeytinyag1 Kalite Analizleri

Tez caligmas1 kapsaminda Mugla’da iiretilen natural sizma (soguk sikim erken hasat)
zeytinyag1 kullanilmigtir. Zeytinyaginin serbest yag asitligi (%), peroksit sayis1 (meqO2/kg),
sabunlagma sayisi, iyot sayist ve 6zgiil sogurma degerleri sirastyla AOCS Ca 5’a-40, AOCS Cd
8b-90, AOCS Cd 3-25, AOCS Cd 1-25, AOCS Ch 5-91 yontemlerine gore belirlenmistir.

Zeytinyaginin yag asiti kompozisyonunu belirlemek icin zeytinyaginin metil esterleri
ITUPAC (1987)’de verilen yonteme gore hazirlanmis ve gaz kromatografi cihazinda (GC 2010,
Shimadzu, Kyoto, Japonya) DB-23 kapiler kolon (60 m x 0.25mm i.d. ve 0.25 pm film kalinlik)
(J ve W Scientific) kullanilarak analiz edilmistir. Kolon firini, enjeksiyon blogu ve dedektor
(Alev iyonlastirmali dedektdr) sicakliklart sirastyla 190, 230 ve 240 °C olarak belirlenmistir.
Tasiyict gaz olarak 1.0 ml/dk akis hizinda helyum kullanilmigtir. Ek olarak zeytinyagi
orneginde 2.4.2 baghig altinda detaylar1 verilen toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite
testlerinin yan1 sira 2.4.3 baslig1 altinda acgiklanan fenolik profil analizleri de kontrol amaclh

olarak gerceklestirilmistir.

2.4.2. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde (TFM) ve Antioksidan Aktivite Testlerinin
Gerg¢eklestirilmesi

Propolisin zeytinyagi bazli ekstraktlarinin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite
tayinlerini yapabilmek icin spektrofotometrik deneylerde kullanilacak ekstraktlar oncelikle
Fuentes vd. (2012) 6nermis oldugu yonteme uygun olarak sivi-sivi ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Buna gore, 2.5 g ekstrakt iizerine 5 mL hekzan ve daha sonra 3 mL metanol/su
(60:40, v/v) eklenerek 2 dk boyunca vortekslenmistir (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
Daha sonra elde edilen karigim 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek metanol ve hekzan fazinin
ayirimi saglanmistir. Elde edilen hekzan fazina tekrardan 3 mL metanol/su (60:40, v/v) karisimi
eklendikten sonra 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve elde edilen metanolik fazlar

birlestirilerek spektrofotometrik analizlerde kullanilmistir.

2.4.2.1. Toplam fenolik madde analizi

Ekstraktlarin TFM tayini 96-kuyulu mikroplakalara uyarlanmis olan (Magalhaes vd.,
2010) Folin-Ciocalteu metoduna (Singleton vd., 1965) gore gerceklestirilmistir. Buna gore, 50
uL ekstrakt, 50 uL Folin—Ciocalteu ayiraci (1:5, v/v) ve 100 uL. NaOH (0.35 M) sirasiyla plate

kuyucuguna yerlestirilmis ve elde edilen karisim 3 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra,
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mikroplaka okuyuculu bir spektrofotometrede (Epoch, BioTek, ABD) 760 nm’de absorbans
Olgtimii alinmistir. Toplam fenolik madde igerigi gallik asit (GA) kullanilarak hazirlanan

standart egrinin denkleminden hesaplanarak sonuglar mg GA/g olarak ifade edilmistir.

2.4.2.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiirme kapasite tayini

DPPH testi kullanilarak antioksidan kapasite tayini Bobo-Garcia vd. (2015)’nin
belirtmis oldugu metodda bazi modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Buna gore, 50
uL ekstrakt ve 150 puL. metanolde c¢ozdiiriilmiis DPPH radikali (150 pmol/L) sirastyla
mikroplate kuyucuguna yerlestirilmistir. Elde edilen karisim oda sicakliginda, karanlikta 20 dk
boyunca bekletildikten sonra mikroplaka okuyuculu bir spektrofotometrede (Epoch, BioTek,
ABD) 510 nm’de absorbans o6l¢iimii alinmistir. Toplam antioksidan kapasite troloks ile
hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanarak sonuglar mg TE/g olarak ifade

edilmisgtir.

2.4.2.3. CUPRAC (Bakir (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemi

Ekstraktlarda CUPRAC yontemi kullanilarak antioksidian kapasite dl¢timleri Apak vd.
(2004)’nin 6nerdigi yonteme gore gerceklestirilmistir. Buna gore 1 mL CuCl,.2H>O soliisyonu
(102 M), 1 mL neocuproine soliisyonu (7.5x103 M) ve 1 mL NHsAc soliisyonu (1 M) sirasiyla
deney tiipiine aktarilmistir. Ardindan x mL 6rnek eklenmis ve hacim dH>O ile 4,1 mL’ye
tamamlanmistir. Karisim vortekslendikten sonra 30 dk oda sicakliginda bekletilmis ve
mikroplaka okuyuculu bir spektrofotometrede (Epoch, BioTek, ABD) absorbans 6l¢iimii 450
nm’de alinmigtir. Toplam antioksidan kapasite troloks ile hazirlanan standart egrinin

denkleminden hesaplanarak sonuglar mg TE/g olarak ifade edilmistir.

2.4.2.4. CERAC (Seryum (IV) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemi

Ekstraktlarda CERAC yéntemi kullanilarak antioksidan kapasite dlgiimleri Ozyurt vd.
(2007)’nin 6nerdigi yonteme gore gergeklestirilmisgtir. Buna gore, 1 mL 2x103 M Ce (IV)
sollisyonu, x mL 6rnek ve 9-x mL dH»O deney tiipline aktarilmig ve karigim vortekslendikten
sontra 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra mikroplaka okuyuculu
bir spektrofotometrede (Epoch, BioTek, ABD)320 nm’de absorbans Olgiimii alinip
kaydedilmistir. Toplam antioksidan kapasite troloks ile hazirlanan standart egrinin

denkleminden hesaplanarak sonuglar mg TE/g olarak ifade edilmistir.
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2.4.3. Ekstraktlarin LC-MS/MS ile Fenolik Profilinin Tespit Edilmesi

Maserasyon yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlarda toplamda 27 farkli fenolik
bilesik ((-)-epikatesin, apigenin, artepillin ¢, epigallokatesintgallokatesin, epikatesin gallat,
galangin, gallik asit, hesperidin, hiperozid, kafeik asit fenil ester, kamferol, katesin+epikatesin,
katesol, klorojenik asit, krisin, kuersetin, kuersitrin, luteolin, mirisetin, naringenin,
pinobanksin, pinosembrin, p-kumarik asit, rutin, frans-ferulik asit, trans-kafeik asit, trans-

sinnamik asit) standart olarak kullanilarak analizler gerceklestirilmistir.

Zeytinyag1 bazli propolis ekstraktlarinda fenolik bilesiklerin taramasi igin 100 pL
propolis ekstrakti ve 900 puL. kromatografi soliisyonu (su:metanol:formik asit; v:v:v, 80:19:1)
karistirilmis ve 2 dakika vortekslendikten sonra 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Ardindan Ornekler kantitatif analizler icin LC-MS/MS sistemine enjekte edilmek iizere hazir
hale getirilmistir. LC-MS/MS analizleri Thermo TSQ Quantis kullanilarak gergeklestirilmistir.
Veri eldesi ve islenmesi Chromeleon 7.1 (Thermo LC-MS yazilimi) ile yapilmistir. Maddelerin
ayristirllmast Thermo C18 HPLC kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Otomatik
ornekleyici sicakligi, 4 °C; kolon sicakligl, 30 °C; akis hiz1 0.2 mL/dk, mobil fazlar, 5 mM
amonyum asetat (mobil faz A) ve %1 asetik asit i¢eren asetonitril:metanol (1:1, v:v) ¢ozeltileri;
5 uL enjeksiyon hacmi ve toplam analiz siiresi 28 dk olacak sekilde LC parametreleri
ayarlanmistir. Elektrosprey iyonizasyon kaynagi ile donatilmis ii¢ kutuplu LC-MS Thermo
TSQ Quantis ile MS analizleri ger¢eklestirilmistir. Sprey voltaj1 pozitif ve negatif modda 3 kV,
sheat gaz akis1 54 arb, oksilyer gaz akis1 11 arb, sweep gazi 1 arb, iyon transfer tlipii sicakligi
275 °C ve buharlagsma sicaklig1 400 °C olacak sekilde MS parametreleri ayarlanmistir (Gergek
vd., 2024).

2.4.4. Antimikrobiyal Aktivite Testleri
2.4.4.1. Mikroorganizmalar ve biiyiime kosullari

Bu tez c¢alismasinda, zeytinyagi propolis Oziitlerinin in-vitro antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi siirecinde, dort adet Gram pozitif bakteri (Staphylococus aureus
ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 35668, Enterococcus faecalis ATCC 49452,
Bacillus cereus ATCC 14579), dort adet Gram negatif bakteri (Salmonella Typhimurium RSSK
95091, Yersinia enterocolitica ATCC 27729, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) ve li¢ adet maya benzeri mantar (Candida krusei ATCC 6258,
Candida glabrata ATCC 90030, Candida albicans ATCC 10231) kullanilmistirStok kiiltiirler

halinde -20 °C’de muhafaza edilen patojen mikroorganizma ornekleri besiyerlerine inokiile
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edilerek ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu slirecte, bakteriler icin Mueller Hinton Agar
(MHA), maya benzeri mantar (MBM = Candida) suslar1 i¢in ise Saboraud dextrose agar (SDA)
besiyeri kullanilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri lizerinde tek diisen
kolonilerden alinan bakteri ve maya Ornekleri sirasiyla mueller hinton broth (MHB) ve
sabouraud dextrose broth (SDB) besiyerlerine aktarilarak 37°C’de 24 saat mikroorganizmalarin
stv1 besiyerinde ¢ogalmalart saglanmistir. Elde edilen mikroorganizma siispansiyonlari 0.5
McFarland standart bulanikliga ayarlanarak ¢aligmada inokulum olarak kullanilmistir (Drago

vd., 2000).

2.4.4.2. In vitro antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Propolis zeytinyag: ekstraktlarinin in-vitro antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla agar kuyu diflizyon (AKD) metodu kullanilmistir. Bu islemler i¢in Oncelikle
otoklavda steril edilen besiyerlerinden 30 mL alinarak steril petri kaplarina aktarilmistir. Bu
sekilde hazirlanan MHA ve SDA besiyerleri oda sicakliginda katilastiktan sonra, steril bir
mantar delici (cork borer) kullanilarak 6 mm c¢apinda kuyucuklar agilmigtir. Bu islemlerin
hemen ardindan, 0.5 McFarland standart bulanikligina ayarlanan inokulum o6rnekleri steril bir
swab araciligiyla besiyerlerinin yiizeyini tamamiyle kaplayacak sekilde ekilmistir. Inokiilasyon
islemleri tamamlandiktan hemen sonra propolis zeytinyagi oziitlerinden bir mikropipet
aracilifiyla 50 pL almarak kuyucuklara aktarilmistir. Tiim petri kaplar1 i¢in ayni islemler
tamamlandiktan sonra Ornekler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon periyodu sonunda gériilen zon ¢aplar1 lgiilerek kaydedilmistir. /n-vitro inhibitdr
etkinin belirlenmesinde negatif kontrol olarak zeytinyagi ve pozitif kontrol olarak ise Candida
suslar1 i¢in fluconazole (50 pg.mL') bakteri suslari igin ise penisilin G ve gentamisin (50

ug.mL") antibiyotikleri kullanilmistir (Gonzalez-Montiel vd., 2022).

Mikrobroth seyreltme metodunda kullanilmak amactyla propolis zeytinyag: ekstraktlari
Fuentes vd. (2012) tarafindan uygulanan yonteme uygun olarak sivi-siv1 ekstraksiyon islemine
tabi tutulmustur. Bu uygulama sonunda elde edilen metanolik fazlar pasteur firininda 70°C
sicaklikta yaklagik 72 saat bekletildikten sonra elde edilen biyoaktif bilesenler tartilarak
DMSO-steril distile su (20:80 v/v) ile hazirlanan ¢ozeltide ¢oziinmiistiir. Hazirlanan DMSO
¢ozeltisi MIK degerlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir (Fuentes vd., 2012). MiK
degerlerinin belirlenmesi siirecinde 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilmistir. Baslangicta,
100 pL hacimli ¢oklu kanalli bir mikroppet yardimiyla bu mikroplakalarin biitiin kuyucuklari
95 puL hacimde s1v1 besiyeri (broth) ile doldurulmustur (Bakteriler icin MHB, maya benzeri

mantarlar, Candida suslar1 i¢cin SDB). Bu islemlerin hemen ardindan inokiilim olarak
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hazirlanan mikroorganizmalardan 5 pL alinarak mikroplakada tek bir silitun boyunca tiim
kuyucuklara aktarilmistir. Boylelikle biitiin kuyucuklarda 100 pL hacimde broth + inokiiliim
¢ozeltisi hazirlanmistir. Tiim bu islemlerin ardindan, daha 6nce methanoliin ugurulmasi ile elde
edilen biyoaktif bilesen ¢ozeltisinden (20 mg/mL konsantrasyonda DMSO- steril distile su
(20:80 v/v) ¢ozeltisi) 100 pL alinarak mikroplakada tiim siitunlarin ilk kuyucuklarina
aktarilmistir. {1k kuyucuklarda toplanan 200 pL hacimdeki bu soliisyonlar ¢coklu bir mikropipet
yardimu ile 3 defa al-ver yapilarak iyice karigmasi saglanmis ve bu kuyucuklardan alinan 100
pL hacimdeki soliisyon ikinci kuyucuklara aktarilmistir. Aymi iglemler tekrarlanarak bu
seyreltme islemleri sekizinci kuyucuga kadar gergeklestirilmis ve boylelikle ardisik olarak her
kuyucukta biyoaktif bilesenlerin seri olarak seyreltilmesi saglanmistir (Ecem-Bayram vd.,

2021).

2.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ VE OPTIiMiZASYON

Propolis ekstraksiyonunda optimum kosullarin elde edilmesi i¢in yiizey yanit yontemi
(RSM) uygulanmstir. Deneysel tasarimin ayrintilart baglik 2.2.”de sunulmustur. Ekstraksiyon
yonteminin toplam fenolik bilesik, antioksidan aktivite ve fenolik bilesikler {izerindeki
(pinosembrin, galangin ve krisin) etkisi ve aralarindaki korelasyon ile regresyon analizleri
Minitab 17 istatistik programinda tespit edilmistir. Optimum nokta ekstraksiyon yontemi i¢in
bagimli degiskenlerin (TFM, CUPRAC, CERAC, DPPH, pinosembrin, galangin ve krisin)

maksimize edilmesi ile belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM

3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. ZEYTINYAGI KALITE ANALIZLERI

Calisma kapsaminda kullanilan zeytinyagi1 6rneginde serbest yag asitligi (%), peroksit sayis1
(meqO2/kg), sabunlagsma sayisi, iyot sayist ve 6zgiil sogurma degerleri belirlenmis ve elde
edilen sonuglar Tablo 3’te sunulmustur. Bununla birlikte zeytinyagi numunesinin yag asidi
kompozisyonunu tespit etmek i¢cin GC’de yapilan analiz neticesinde elde edilen sonuglar Tablo
4’te sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore Tiirk Gida Kodeksi Zeytinyag1 ve Pirina Yagi
Tebligi (Teblig No: 2017/26)’nde Natiirel Sizma Zeytinyagi “dogrudan tiiketime uygun, serbest
yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 0.8 gramdan fazla olmayan yaglar” olarak
tanimlanmaktadir. Teblige uygun bir sekilde tez kapsaminda kullanilan natiirel sizma
zeytinyaginin serbest asitlik degeri %0.59 olarak tespit edilmistir. Ek olarak bu tebligde dogal
sizma zeytinyagi icin belirtilen peroksit sayisinin 20 meqO2/kg veya bu degerden daha az
olmas1 gerektigi rapor edilmis olup, tezde kullanilan zeytinyaginin peroksit sayisi 2.05
meqO2/kg olarak belirlenmistir. Ayrica, ayni1 tebligde E232, E270 ve Delta E i¢in uygun degerlerin
strastyla 2.5, 0.22 ve 0.01 veya bu degerlerden daha diisiik olmas1 gerektigi bildirilmis olup, bu
tez kapsaminda kullanilan zeytinyagi i¢in bu degerler sirasiyla 2.195, 0.1875, 0.0035 olarak
tespit edilmistir. Zeytinyag1 orneginde gerceklestirilen bu kalite analizleri sonucunda, elde
edilen tiim degerlerin Tiirk Gida Kodeksi Zeytinyaglt ve Pirina Yagi Tebligi (Teblig No:
2017/26)’nde Natiiral S1zma Zeytinyag: i¢in belirtilen degerlere uygun oldugu saptanmaistir.
Bununla birlikte Tiirk Gida Kodeksi Zeytinyagr ve Pirina Yagi Tebligi (Teblig No:
2017/26)’nde Natiirel S1zma Zeytinyaginin yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi, bu yagin
kalitesi degerlendirmede dikkate alinmasi gereken parametreler arasinda yer almistir. Bu
baglamda calismada kullanilan natiirel sizma zeytinyaginin, miristik asit, palmitik asit,
palmitoleik asit, margarik asit, margoleik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik asit,
arasidik asit, gadoleik asit, behenik asit ve lignoserik asit icerigi agisindan Tiirk Gida Kodeksi
Zeytinyag1 ve Pirina Yagi Tebligi (Teblig No: 2017/26)’nde bildirilen kalite kriterleri agisindan

uygun oldugu belirlenmistir.

Tablo 3: Zeytinyagi Numunesinde Gergeklestirilen Analizlerin Sonuglari

Serbest yag asitligi (%) 0.59+0.01
Peroksit sayis1 (meqO2/kg) 2.05+0.06
Sabunlasma Sayisi 192+1
Iyot sayis1 91+1
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Ozgiil Sogurma

E232

2.1954£0.015

E270

0.1875+0.0015

Delta E  0.0035+0.0005

Tablo 4: Zeytinyag1 Numunesinin Yag Asidi Kompozsiyonu (%)

14:0 Miristik Asit  0.010+0.001
16:0 Palmitik Asit 10.210+0.320
16:1 Palmitoleik Asit 2.572+0.379
17:0 Margarik Asit  0.010+0.000
17:1 Margoleik Asit 0.022+0.000
18:0 Stearik Asit 2.136+0.085
18:1 Oleik Asit 64.568+0.483
18:2 Linoleik Asit 19.206+0.515
18:3 Linolenik Asit  0.596+0.006
20:0 Arasidik Asit  0.325+0.007
20:1 Gadoleik Asit  0.236+0.003
22:0 Behenik Asit  0.027+0.003
24:0 Lignoserik Asit 0.085+0.001

Calisma kapsaminda ekstraksiyonda kullanilan ham zeytinyaginin fenolik profili, toplam
fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivitesi de kontrol amagl olarak belirlenmistir. Buna
gore zeytinyaginda (-)-epicatechin, artepillin C, klorojenik asit, epikatesin gallate, gallokatesin
+ epigallokatesin, p-kumarik asid, kuersetin, t-sinnamik asid, kafeik asit ve ferulik asit
fenolikleri tespit edilememistir. Bununla birlikte, apigenin fenoligi 0.283 mg/kg, CAPE
fenoligini 0.001 mg/kg, katesin+epikatesin 0.002 mg/kg, katesol 0.152 mg/kg, krisin 0.007
mg/kg, galangin 0.003 mg/kg, gallik asit 0.013 mg/kg, hesperidin 0.020, mg/kg hiperozid 0.007
mg/kg, kamferol 1.173 mg/kg, luteolin 3.522 mg/kg, myrisetin 0.004 mg/kg, naringenin 0.128
mg/kg, pinobanksin 0.004 mg/kg, pinosembrin 0.003 mg/kg, kuersitrin 0.001 mg/kg ve rutin
0.010 mg/kg olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde Mugla, Aydm, Izmir ve Manisa
bolgesinden elde edilen zeytin yaglarinda bizim de ¢calismamizda taramasini yaptigimiz luteolin
(0.08-1.70 mg/kg), rutin (0.01-2.61 mg/kg), sinnamik asit (0.04-1.49 mg/kg), kafeik asit (0.01-
0.19 mg/kg), ferulik asit (0.01-0.32 mg/kg), p-kumarik asit (0.00-0.37 mg/kg) ve apigenin
(0.00-0.27 mg/kg) fenolikleri tespit edilmistir (Kara vd., 2018). Farkli olarak bu ¢alismada
kullanilan zeytinyagi orneginde kafeik asit ve ferulik asiti belirlenememistir. Ek olarak,
caligmada kullanilan zeytinyaginin toplam fenolik madde igerigi 0.16 mg GAE/g olarak tespit
edilmistir. Bununla birlikte zeytinyagi 6rneginin CUPRAC, CERAC ve DPPH testleri
kullanilarak tespit edilen antioksidan aktivitesi degerleri ise sirasiyla 0.36, 0.55 ve 0.30 mg

TE/g olarak belirlenmistir.
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Benzer sekilde Kara vd. (2018) tarafindan Ege Bolgesinde iiretilen farkli zeytinyagi ¢esitleri
iizerine yiiriitiilen ¢alismada bizim c¢alismamiza benzer sekilde toplam fenolik igerik 0.016-
0.153 mg kafeik asit/g arasinda tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar arasindaki bu farkliliklar
kullanilan zeytinyaglarin elde edildigi bolgeye, zeytinyaginin elde edilme sekli ve ayni

zamanda hasat zamanlarinin farklilig1 gibi degiskenlerden kaynaklanabilir.

3.2. ZEYTINYAGI iLE UYGULANAN EKSTRAKSIYONUN OPTIMiZASYONU

Maserasyon yontemi basit bir ekipman gerektirmesi sebebiyle halen en yaygin olarak
kullanilan ekstraksiyon yOntemleri arasinda olmasina ragmen ¢ok fazla solvent kullanimi
gerektirmesi ve diger yontemlere kiyasla 1siya duyarlt bilesikler i¢in uygun olmamasi bu
yontemin dezavantajlar1 arasindadir (Gori vd., 2022). Fakat bu yontem halen propolis
ekstraksiyonu i¢in en fazla tercih edilen yontemdir. Bununla birlikte, en ¢ok tercih edilen
yontem olmasima ragmen propolis ekstraksiyonu esnasinda bu yontem icin oldukca farkl
ekstraksiyon kosullar1 (¢oziicii tipi, sicaklik, kati: ¢oziicii orani, siire) kullanilmaktadir. Bu
nedenle bu ¢aligmada maserasyon yontemi ile propolisin zeytinyag: ile ekstrakte edilmesi
asamasinda uygulanan ekstraksiyon parametreleri optimize edilmistir. Sonug¢ olarak,
propolisten zeytinyagi kullanilarak maserasyon yontemi ile yapilan ekstraksiyon iglemleri, 17
asamal1 (5 merkez noktali) Box-Behnken deney tasarimina gore yapilmis olup, bagimsiz (Xj)
ve bagimli degiskenlere (Y;) ait elde edilen sonuglar Tablo 5’de verilmistir. Tablo 5°te
incelendiginde, farkli kosullarda elde edilen ekstraktlarin TFM (Y1) degerleri 13.83-58.12 mg
GAE/g, CUPRAC (Y2) degerleri 21.99-90.69 mg TE/g, DPPH (Y3) degerleri 29.38-126.68 mg
TE/g, CERAC (Y4) degerleri 60.41-230.20 mg TE/g, krisin miktarlar1 (Ys) 6.72-80.50 mg/kg,
galangin miktarlar1 (Ye) 0.57-35.68 mg/kg ve pinosembrin miktarlar: (Y7) 1.89-62.91 mg/kg
araliginda degismistir.

Tablo 5: Box-Behnken Deney Tasarimina Gore Elde Edilen Bagimli Degiskenlere Ait
Deneysel Veriler

D
;‘Ley Xt X Xs Y, Y, Y3 Y, Ys Y Y5

1 20 1 10 55.17£0.86 52.71£1.06 73.47+4.29 177.99+16.57 21.03+£0.02 15.74+0.2 10.62+0.53

2 40 1 10 39.44+3.11 47.33+2.03 69.04+2.5 138.17+12.42 24.68+1.03 15.66+0.18 8.07+0.1

3 30 5 10 35.69+3.76 60.59+2.18 64.71£4.73 144.40+13.14 17.96+£0.72 9.93+0.83 16.05+0.66

4 20 9 10 34.47+3.68 59.90+4.23 57.67+3.73 209.46+26.97 26.72+0.66 7.21+0.31  9.98+0.53

5 30 9 15 58.12+3.06 90.69+2.71 126.68+2.21 127.69+11.32 80.50+3.38 35.68+1.3 39.47+1.32

6 30 9 5 31374131 41.85+1.38 32.56+0.08 86.32+£3.43 23.74+0.26 23.03+0.99 13.30+0.78
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7 30 5 10 39.66+3.24 48.50+4.33 55.58+2.42 107.19£0.58 14.97+1.06 7.03+0.78 13.38+0.58

8 20 5 5 2730+0.77 44.16£3.58 30.73+£0.3 95.92+58  18.38+1.32 14.08+1.09 13.08+0.7

9 40 5 15 41.21+£2.67 64.12£2.41 86.27+2.04 17556+9.43 18.21+0.35 11.58+0.26 22.87+1.54

10 40 5 5 13.83£0.68 21.99+0.19 29.38+0.58 60.41+3.21 6.72+0.45 0.57+0.11 1.89+0.28

11 30 5 10 42.82+3.44 52.70+6.23 62.94+3.44 142.06+17.02 19.64+0.79 14.54+0.67 20.11+0.53

1230 1 15 4648£3.64 7943:0 19 8114181 201.14+13.57 36.77+0.23 32.1442.53 62.91+3.4

13 20 5 15 53.00+2.48 81.86+4.05 102.54+7.75 161.56+2.26 28.37+1.29 17.94+0.82 20.13+1.1

14 30 5 10 35.79+£3.7 56.13£0.97 65.73+4.04 141.50+15.11 12.51+0.49 29.84+1.65 15.69+0.06

15 40 9 10 35.87+£3.65 53.27+5.19 63.14+3.31 161.56+6.57 16.96+0.48 5.74+0.32 12.96+0.18

16 30 5 10 36.70+2.48 6431436 64.84+3.51 155.29+14.29 25.41+0.22 9.53+£0.8 15.52+0.38

17 30 1 5 54324045 90.38+2.38 98.15£0.92 230.20+ 14.73 12.88+0.01 10.20+0.48 7.57+0.51

*X, sicaklik (°C); Xo, ekstraksiyon siiresi (giin); X3, ¢dziicii:zkat1 oran1 (mL/g); Y1, toplam fenolik madde (TFM-mg GAE/g) ;
Y, antioksidan aktivite (CUPRAC-mg TE/g); Y3, antioksidan aktivite (DPPH -mg TE/g); Y4, antioksidan aktivite (CERAC-
mg TE/g); Ys, krisin (chr) miktar1 (mg/kg); Ys, galangin (gal) miktar1 (mg/kg); Y7, pinosembrin (pino) miktar: (mg/kg).

Box—Behnken deney tasarimi kullanilarak elde edilen ekstraktlara ait bagimli
degiskenler, yanit ylizey yontemi ile optimize edilmistir. Coklu regresyon analizine gore ikinci
dereceden polinom ampirik denklemler ile elde edilen esitlikler ve istatistiksel parametreler

Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6: Regresyon Analizi Sonucu Elde Edilen Denklemler ve Istatistiksel Parametreler

Baguml Model esitlikleri R2 Model -
degiskenler uyumsuzlugu
Y =11.4+4.67X1*-13.03X2*-2.14X3-0.0964X, 2%+
TFM 0.797X22*+0.2136X32%+0.1071X1X2+0.0084X X3 %95.70 0.219

Y2=35.2+9.50X:*-22.43X2*-15.68X3*-0.1723X,%*+0.945 0
CUPRAC X22#+0.594X5%#-0.0079X1X2+0.0222X 1 X5+1.412 X X5 * 7094.03 0437

Y3=59.9+6.21X1*-28.23X>*-8.30X5*-0.1179X:%*#+0.929
DPPH %98. 1
X2?*+0.160X3%+0.0618X1X>+0.0708X1X3+1.540X2X5* V098.65 0198

Y4=207+14.22X1-72.6X2*-27.2X3-0.297X1**+3.961
CERAC %91.93 0.270
X2?*+0.598X3%-0.050X1X21+0.248X1X5+3.634X:X3* ’

- Y5=29.3+8.68X1%-21.84X,%-17.69X:%-0.1447X,12%+1.285
Krisin X2%+0.6449X32*-0.0838 X1 X2+0.0075X 1 X3+1.135X2X3* 7098.49 0.343

Y6=7.7+5.48X1*-9.74X2*-10.36X3*-0.1010X,2*+0.684
langi %93.32 201
Galangin Xo2+0.4357X57-0.0087X1X2+0.0358 X X5+0.225X X3 0933 020
Y7=-88.1%+8.48X*+1.83X>-7.38X3*-0.1575X12*+0.625 X2+
Pi bri %96.99 0.062
fnosembrin 0.5636X32%+0.0346XX2+0.0696X 1 X3-0.836X:X5* ’
* Onem derecesi P<0.05; X, sicaklik (°C); Xa, ekstraksiyon siiresi (giin); X3, ¢dziicii:kat1 oram1 (mL/g); Y1, toplam
fenolik madde (TFM-mg GAE/g) ; Y2, antioksidan aktivite (CUPRAC-mg TE/g); Y3, antioksidan aktivite (DPPH-
mg TE/g); Ya, antioksidan aktivite (CERAC-mg TE/g); Y, krisin (chr) miktar1 (mg/kg); Y, galangin (gal) miktar1

(mg/kg); Y7, pinosembrin (pino) miktar: (mg/kg).
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Modelin iyi uyum saglayabilmesi igin regresyon katsayismim (R?) %80’dan yiiksek
olmas1 arzu edilmektedir (Gan vd., 2007). Maserasyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin
analizleri sonucunda denklemlerin regresyon katsayilar1 %91.93-%98.65 araliginda bulunmus
olup bu kosulu sagladig belirlenmistir. Diger bir istatistiksel faktdr olan model uyumsuzlugu
(Lack of fit) ise modelin matematiksel formunun uygunsuzlugundan kaynaklanan hataya
denilmekte olup bu degerin istatistiksel olarak 6nemsiz olmasi beklenmektedir (Box ve Draper,
2007). Tablo 6 incelendiginde, regresyon modelinin uyumsuzluk degerinin 6nemsiz bulundugu

goriilmistiir (P>0.05).

3.2.1. Sicaklik, Siire ve Kati: Coziicii Oranin Toplam Fenolik Madde Uzerine Etkisi

Maserasyon yoOntemi i¢in bagimsiz degiskenler olan sicaklik, siire ve kati:¢dziici
oraninin TFM iizerine etkisi incelendiginde, en etkili bagimsiz degiskenin sicaklik ve siire

oldugu belirlenmistir.

TFM f{izerine, sicakligin pozitif, ekstraksiyon siiresinin ise negatif korelasyon gosterdigi
saptanmistir. Ayrica tiim bagimsiz degiskenlerinin karelerinin de istatistiksel olarak énemli
oldugu bulunmustur. TFM degerlerinin sicaklik ve ekstraksiyon siiresi ile degisimi Sekil 6’da
verilmistir. En yliksek TFM degeri sicakligin 30 °C, ekstraksiyon siiresinin 9 giin ve ¢oziicii:kat1

oraninin 15 mL/g oldugu kosullarda 58.12 mg GAE/g olarak elde edilmistir.

60 7177
SN
N
50 g‘h@\\\x\gg~
<= oty
TFM (mg GAE/g) 1 N

0 |

30 ‘

Ekstraksiyon siiresi (giin)

40

Sicaklik (°C)

Sekil 6: TFM Degerlerinin Sicaklik ve Ekstraksiyon Siiresi ile Degisimi

Elde edilen sonuglar 1:15 g/mL kati:¢cozlicii oraninda genel olarak daha yiiksek miktarda
(41.21-58.12 mg GAE/g) toplam fenolik bilesik elde edildigini gdstermistir. Bu durum ytiiksek
¢ozlicii miktarmin propolisin fenolik bilesiklerini ekstrakte etmede daha etkili oldugunu

gostermektedir. Literatiirde propolisin zeytinyagi bazli ekstraktinin toplam fenolik madde
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icerigini arastiran bir arastirmada Kubiliene vd. (2015) Litvanya’dan elde ettikleri propolisi
1:10 oraninda oda sicakliginda 5 saat bekleterek propolisin zeytinyagi bazli ekstraktini
hazirlamiglardir. Arastiricilar ekstraktin toplam fenolik madde igerigini 0.5 mg GAE/mL olarak
belirlerken ayni sartlarda hazirladiklar: etanol ekstraktinin toplam fenolik madde igerigini
12.7+1.2 mg GAE/mL olarak belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise maserasyon yontemi ile
elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde icerigi 13.83-58.12 mg GAE/g araliginda
degismekte olup daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Farkli 6zellikte ve konsantrasyonlarda
zeytinyaglar ve farkli ¢oziiciiler (alkol, propilen glikol ve su) kullanilarak maserasyon yontemi
ile (3 glin) hazirlanan propolis ekstraktlarinin toplam fenolik igeriginin arastirildigi bir
arastirmada alkol, propilen glikol ve su i¢in bu degerler sirastyla 20.11, 21.57 ve 0.89 mg
GAE/g olarak, farkli konsantrasyonlarda zeytinyag: ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi ise
4.62-20.65 mg GAE/g olarak tespit edilmistir (Sahin, 2022). Benzer sekilde, Kolayli vd. (2020)
Tiirkiye’den elde ettikleri Anadolu propolisinin ve ayni zamanda zeytinyaginin dahil oldugu
farkli ¢oziiciilerde ekstrakte edilmis olan ticari propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde
icerigini karsilastirmiglardir. Arastiricilar Anadolu propolisini 1:10 oraninda %70’lik etanolde
1 saat ultrasonik su banyosunda isledikten sonra 1 giin boyunca maserasyona birakmislardir.
Anadolu propolisi etanol ekstraktinin toplam fenolik madde igerigini 51.05 mg GAE/g olarak
belirlemislerdir. Propolisin ticari etanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigini ise
10.93-59.31 mg GAE/g arasinda; iki farkli ticari zeytinyagi ekstraktinin total fenolik icerigini
ise 4.92 ve 6.42 mg GAE/g olarak tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise maserasyon
yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi daha ytiksek olarak
13.83-58.12 mg GAE/g arasinda degiskenlik gdstermistir. Benzer sekilde Dogan vd. (2024)
yaptiklar1 bir arastirmada propolisin toplam fenolik icerigini 1:10 oraninda 1 giinliikk
maserasyon sonucu hazirladiklar1 zeytinyagi bazli propolis ekstraktlarmin toplam fenolik
icerigini 5.70 mg GAE/g olarak belirlenmislerdir. Ek olarak Silici vd. (2024) yaptiklar
calismada propolisin zeytinyag: ekstraktinin toplam fenolik icerigini 15.21 mg GAE/g olarak
rapor etmislerdir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan zeytinyag: ile 40 °C’yi gecmeyecek
sekilde 1 haftalik maserasyon sonucu elde edilen propolis ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi
ise 6.33-20.64 mg GAE/g arasinda degiskenlik gostermistir (Silici ve Baysa, 2020). Benzer bir
arastirmada 35°C’de 3 giinliik bir maserasyon sonucu elde edilen propolisin zeytinyagi ve
etanol ekstraktlarmin toplam fenolik igeriginin arastirildigi bir c¢aligmada zeytinyagi
ekstraktinin toplam fenolik igerigi 129.05 + 1.04 pg GAE/g olarak belirlenirken etanol
ekstraktinin igerigi ise daha diisiikk bir konsantrasyonda 88.20 + 0.75 pg GAE/g olarak
belirlenmistir (Cirrik vd., 2023). Bizim ¢alismamizda ise benzer sekilde 1:10 oraninda ve 1
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giinliik maserasyon sonucu hazirlanan 6rneklerin toplam fenolik icerigi 20°C ve 40 °C ‘lik
sicaklik uygulamalarinda 55.17 ve 39.44 mg GAE/g olarak daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
Literatiirde zeytinyag1 kullanilarak hazirlanan bu propolis ekstraktlarindan elde edilen sinirl
sayida sonu¢ ile bizim sonuglarimizin farklilik gostermesinin temel nedeni kullanilan
maserasyon sartlarmin farkliligiyla agiklanabilecegi gibi ¢alismada kullanilan zeytinyaginin
tipi ve kalite 6zellikleri ile ve ayrica kullanilan propolis 6rneginin farkliligi ile de ac¢iklanabilir.
Literatiirde sunulan sinirli sayidaki bu ¢aligmalarin bircogunda kullanilan zeytinyaginin hangi
cesit oldugu verilmemekle birlikte bu caligmalarin hi¢ birisinde ekstraksiyonda kullanilan

zeytinyaginin kalite 6zellikleri de verilmemistir.

Literatiirde propolisin zeytinyag1 kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin toplam fenolik
icerigini arastiran arastirma sayist az olmasina ragmen 6zellikle etanol ekstraktlarinin toplam
fenolik icerigini sunan bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Bu arastirmalarin birisinde, Tiirkiye’nin
23 farkli lokasyonundan toplan propolis 6rneklerinin 1:30 oraninda 1 giinliik maserasyon
sonucu hazirlanan %70’lik etanol ekstraktlarinin toplam fenolik igeriginin 34.53-259.4 mg
GAE/g arasinda oldukca degiskenlik gosterdigi belirlenmistir (Ozkék vd., 2021). Benzer
sekilde Chen vd. (2008) 1:10 oraninda 48 saatlik maserasyon sonucu farkli orijinden 34 farkl
propolis 6rneginin kullanilmasiyla hazirlanan ekstraktlarin toplam fenolik igerigini 51.5-408.5
mg katesin/g arasinda rapor etmislerdir. Bu literatiir ¢alismalarindan da ayni kosullarda
hazirlanan farkli propolis ornekleri i¢in bu aralikta degisen sonuglarin elde edilmis olmasi,
propolisin elde edildigi lokasyonun da propolisin toplam fenolik icerigini énemli Slcilide
etkilediginin bir kanitidir. Nitekim bizim c¢alismamizda kullanilan ve farkli maserasyon
kosullar1 altinda elde edilen zeytinyag1 propolis ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi (13.83-
58.12 mg GAE/g) de genel olarak Ozkdk vd. (2021) ve Chen vd. (2008)’nin propolisin etanol
ekstraktlari i¢in rapor ettikleri aralikta belirlenmistir. Bu sonuglar ekstraksiyon kosullarinin da

propolisin toplam fenolik icerigini etkilediginin acik bir gostergesidir.

3.2.2. SicaklK, Siire ve Kat1:Céziicii Oranin Antioksidan Aktivite Uzerine Etkisi

Propolisin toplam fenolik igeriginin yani sira dikkate deger antioksidan 6zellige sahip
olmas1 sebebiyle (Jenny vd., 2024; Rahman vd., 2024) bu calismada propolisin zeytinyagi
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi CUPRAC, DPPH ve CERAC yonetmeleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Bagimsiz degiskenlerin CUPRAC iizerine etkisine bakildiginda, 3 bagimsiz
degiskenin de etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir. Sicaklik ile pozitif, siire
ve ¢oziicii:kat1 orani ile ise negatif korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim bagimsiz

degiskenlerinin karelerinin ve siire*¢oziicli:kat1 orani interaksiyonunun da istatistiksel olarak
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onemli oldugu bulunmustur (Tablo 6). CUPRAC degerlerinin farkli kosullar altinda degisimi
Sekil 7a-c’de verilmistir. CUPRAC degerlerinin sicaklik ve siire ile degisimi Sekil 7a’da,
sicaklik ve ¢oziicii:kat1 orani ile degisimi Sekil 7b’de ve siire ve ¢oziicii:kat1 orani ile degisimi
ise Sekil 7c’de verilmistir. En yiiksek CUPRAC degeri, TFM’nin de en yiiksek degerini aldig1
kosullarda (sicaklik 30 °C, ekstraksiyon siiresi 9 giin ve ¢oziicii:katt oran1 15 mL/g) 90.69 mg
TE/g olarak elde edildigi belirlenmistir.
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Ekstraksiyon siiresi (giin)

Sekil 7: CUPRAC Degerlerinin Farkli Kosullarda Degisimi a) Sicaklik ve Siire, b) Sicaklik
ve Coziicii: Kat1 Orani, ¢) Siire ve Coziicii: Kat1 Orani

Bagimsiz degiskenlerin DPPH iizerine etkisi arastirildiginda, CUPRAC ile benzer
sonuclar elde edilmis ve 3 bagimsiz degiskenin de etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
saptanmistir. Ayrica sicaklik ve siire degiskenlerinin kareleri ile siire*¢oziicii:kat1 orani
interaksiyonunun da istatistiksel olarak onemli oldugu bulunmustur (Tablo 6). DPPH
degerlerinin farkli kosullar altinda degisimi Sekil 8a-c’de verilmistir. DPPH degerlerinin
sicaklik ve stire ile degisimi Sekil 8a’da, sicaklik ve ¢oziicii:kat1 orani ile degisimi Sekil 8b’de
ve siire ve ¢oziicli:kat1 orani ile degisimi ise Sekil 8c’de verilmistir. En yiiksek DPPH degeri
hem TFM hem de CUPRAC’m en yiiksek degerini aldigi kosullarda (sicaklik 30 °C,
ekstraksiyon siiresi 9 giin ve ¢oziicii:kat1 orant 15 mL/g) 126.68 mg TE/g olarak elde edildigi

belirlenmistir.
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b)

DPPH (mg TE/g)

c)

120 *

DPPH (mg TE/g) ]

Goéziicii:kati orani (mL/g)

Ekstraksiyon siiresi (giin)

Sekil 8: DPPH Degerlerinin Farkli Kosullarda Degisimi a) Sicaklik ve Siire, b) Sicaklik ve
Coziicii:Kat1 Orant, c) Siire ve Coziicli:Kat1 Orani

Bagimsiz degigkenlerin CERAC iizerine etkisine bakildiginda, en etkili bagimsiz
degiskenin siire oldugu goriilmektedir. CERAC ile ekstraksiyon siiresi arasinda negatif
korelasyon oldugu saptanmistir. En yiiksek CERAC degerinin 30 °C, 1 giin ve 5 mL/g
kosullarinda saptandigi goriilmektedir. Ek olarak sicaklik ve siire degiskenlerinin kareleri ile
siire*¢oziicli:kat1 orani interaksiyonunun da istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur
(Tablo 6). CERAC degerlerinin ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicii:kat1 orani ile degisimi Sekil 9°da
sunulmustur. Interaksiyonun gdsterdigi pozitif korelasyon, Sekil 9°da da goriilmekte olup, siire

ve ¢oziicii:kat1 oran1 birlikte arttirildiginda CERAC degeri de maksimum olmustur.
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CERAC (mg TElg)

Goziici:kati orani (mL/g)

Ekstraksiyon siiresi (giin)

Sekil 9: CERAC Degerlerinin Siire ve Coziicli: Kati1 Orani ile Degisimi

Genel olarak propolisin maserasyon ile elde edilen zeytinyagi ekstraktlariin
antioksidan aktiviteleri degerlendirildiginde CUPRAC ve DPPH testlerini i¢in en yliksek deger
sicaklik 30 °C, ekstraksiyon siiresi 9 giin ve ¢oziicli:kat1 oran1 15 mL/g oldugu uygulama
kosullarinda elde edilmis olup bu kosullar ayn1 zamanda toplam fenolik igerigininde en yiiksek
oranda ekstrakte edildigi uygulama sartlar1 olarak belirlenmistir. Farkli olarak diger bir
antioksidan aktivite testi olan CERAC i¢in en yiiksek deger 30 °C, 1 giin ve 5 mL/g’lik
uygulama kosullarinda elde edilmistir. CUPRAC ve DPPH iizerine her ii¢ bagimsiz degiskenin
(Sicaklik, siire ve ¢oziicli:kat1 orani) istatistiki olarak etkili oldugu belirlenirken CERAC
iizerine bagimsiz degisken olarak yalnizca ekstraksiyon siiresinin istatistiki olarak etkisinin
anlamli oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte tiim ii¢ yontem (CUPRAC, DPPH, CERAC)
icin genel bir degerlendirme yapildiginda ekstraktlarin antioksidan aktivite degeri 21.99-230.20
mg TE/g arasinda olduk¢a degiskenlik gdstermistir. Literatiirde propolisin zeytinyagi
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini degerlendiren oldukca sinirli sayida arastirma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar arasinda Silici ve Baysa (2020) tarafindan yapilan bir aragtirmada
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan propolisin zeytinyagi ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi
12.75-27.39 mg AAE/g arasinda yine DPPH testi ile yiiriitiilen antiradikal aktivite sonuglar1 ise
%69.61-82.21 arasinda tespit edilmistir. Benzer sekilde farkli bir arastirmada farkli zeytinyagi
ornekleri kullanilarak elde edilen propolis ekstraktlari i¢in en yliksek antioksidan aktivite degeri
sizma (virgin) zeytinyagi drneginden elde edilmis olup bu deger 9.27-27.39 mg AAE/g arasinda
kaydedilmigtir (Silici, 2020). Literatiirde yapilan bu c¢alisma ekstraksiyonda kullanilan
zeytinyagi c¢esidinin elde edilen sonuglart etkilediginin bir gostergesidir. Ek olarak farkli bir
aragtirmada, kati: ¢oziicii oran1 1:10 olan ve 5 giinliik siire ile oda sicakliginda yapilan

ekstraksiyon sonucu elde edilen propolisin zeytinyagi ekstraktinin DPPH testi ile yapilan
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antioksidan aktivitesi %20.6 olarak belirlenmistir (Kubiliene vd., 2015). Bununla birlikte farkl
orijinlerden elde edilen propolisin maserasyon yontemi kullanilarak hazirlanan etanol
ekstraktinin CUPRAC testi kullanilarak test edilen antioksidan aktivite degeri 95.35-710.43 mg
TE/g arasinda tespit edilmistir (Ozkok vd., 2021). Ek olarak Sonverdi vd. (2024) propolis
ekstraktinin antioksidan aktivitesini DPPH testi ile 37.30+4.2 mg TE/g olarak tespit ederken
CUPRAC testi ile 239.37+16.7 mg TE/g olarak rapor etmislerdir. Benzer sekilde 1:10 oraninda
oda sicakliginda 1 giinliik maserasyon sonucu hazirlanan 24 farkli lokasyondan toplanan
propolis drneklerinin etanol ekstraktlarinin CUPRAC ve DPPH testleri ile antioksidan aktivite
degerleri sirasiyla 61.55- 370.18 mg TE/g ve 46.72- 228.23 mg TE/g arasinda tespit edilmistir.
Literatiirde propolisin etanol ekstrakti i¢in elde edilen bu farkli sonuglar, kimyasal igerigi birgok
faktore bagli olarak degiskenlik gosteren propolis i¢in bizim de bu tez ¢aligmasinda zeytinyagi
propolis ekstrakti i¢in elde ettigimiz antioksidan aktivite degerlerinin farkliliginm

desteklemektedir.

3.2.3. Sicaklk, Siire ve Kati: Coziicii Oranin Bazi Fenolik Bilesikleri Uzerine EtKisi

Antibakteriyal, antifungal ve anti-inflamatuvar gibi birgok biyoaktif 6zellige sahip olan
propolisin yapisinda su ana kadar 300°den daha fazla bilesik tanimlanmigtir. Bu bilesikler
arasinda ozellikle fenoliklerin propolisin farmakolojik ve biyoaktif 6zelligi ile baglantili oldugu
literatiirde bir¢ok calismada ifade edilmektedir (Escriche ve Juan-Borras, 2018). Bu nedenle bu
grup bilesiklerin propolis aragtirmalarinda 6zellikle incelenmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada
propoliste 27 farkli fenolik bilesigin taramasi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo
7’de sunulmustur. Ek olarak maserasyon yoOntemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlarda
bagimsiz degiskenler olan sicaklik, siire ve kati:¢oziicii oranin propolisin 6nemi fenolik
bilesikleri arasinda yer alan krisin, galangin ve pinosembrin bilesikleri {izerine etkisi

degerlendirilmistir.

Tablo 7: Ekstraktlarin Fenolik Profili (mg/kg)(M1-MS)

Fenolik M1 M2 M3 M4 M5 Mé6 M7 M8

Bilesik

1 nd nd nd nd nd nd nd nd

2 23.69+0.17 31.45+£1.2 2424404 28.08+0.6 83.86+5.8 17.8+0.6 23.38+1.48  13.3+0.31
3 4 1 3

3 0.04+0.01 nd 0.02+0 0.02+0 0.1+0.02 0.01+0 0.03+0 0.02+0

4 nd nd nd nd nd nd nd nd

5 nd nd nd nd nd nd nd nd

6 15.74+0.2 15.66+0.1  9.93+0.83  7.21+0.31  35.68+1.3  23.03+0.99  7.03+0.78 14.08+1.09
8

7 0.3+0.03 0.49+0.01  0.28+0.08  0.26+0.05 1.49+0.01  0.3+0.04 2.85+0.31 0.66+0.04

8 nd nd nd nd nd nd 0.13+0.02 0.38+0.06

9 nd nd nd nd nd nd nd nd
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10 26.02+0.14 30.87+0.9  32.03+1.0  32.64+0.0  87.48+1.1 34.21+1.04 30.34+1.1 23.02+0.74
8 5 5 1
11 30.93+0.97 36.04+0 35.94+1.2  38.27+£3.6  109.93+1.  29.73+1.03  8.16+0.95 20.36+0.25
1 4 99
12 0.22+0.01 nd nd nd nd nd nd nd
13 1.76£0.04 nd 1.99+0.14  2.62+0.22  9.51+£0.71  2.25+0.15 1.3+0 1.75+0.02
14 nd nd nd nd nd nd nd nd
15 21.03+£0.02 24.68+1.0 17.96+0.7 26.72+0.6  80.5+3.38  23.74+0.26  14.97+£1.06  18.38+1.32
3 2 6
16 13.12+0.28 18.8+0.8 8.84+0.92  13.64+1.2 47.42+0.1 17.36+1.16  13.01+0.82  11.26+0.72
5 3
17 nd nd nd nd nd nd nd nd
18 3.58+0.28  3.63+0.33  3.41+0.25 3.95+0.16  13.82+1.9 1.18+0.14 2.33+0.21 1.37+0.09
9
19 4.98+0.31 1.66+0.17  5.00£0.21  1.59+0.05 14.89+0.7 1.28+0.01 2.41+0.15 3.85+0.21
3
20 5374123  9.85+045 10.2+1.37 7.51£0.34  23.6+0.78  8.38+0.98 11.53£1.29  7.43+40.13
21 163.99+7.9 215.65+8.45 23247+ 2322942, 360.68+3.  218.84+10. 256.28+10. 227.86+10.
9 4.34 16 15 41 43 74
22 10.62+0.53  8.07+0.1 16.05+£0.6  9.98+0.53  39.47+1.3  13.3+0.78 13.38+0.58  13.08+0.7
6 2
23 5.76£0.48  30.45+1.8 23.45+2.7 14.61£0.3  49.95+4.8  22.13+0.31 22.48+0.63 13.59+1.45
2 1 3 6
24 nd nd nd nd nd nd nd nd
25 12.63+1.36  18.33£1.0  17.25+0.1  5.76+0.1 42.53+6 19.23£1.01  20.08+0.91  13.56+0.51
2 4
26 31.23+2.93  59.04+4 54.05£1.3  67.74£3.1  96.59+11.  62.55+0.32  18.15+£1.72  35.2+2.18
8 29
27 7.12+1.1 7.08+0.5 9.61+1.18  1.91+0.19  9.19+0.56  1.6+0.01 3.554+0.35 1.55+0.04
Topla
m 378.13 511.75 497.72 494.8 1106.69 496.92 451.39 420.7

*1: (-)-Epikatesin, 2: Apigenin, 3: Artepillin C, 4: Epigallokatesin+gallokatesin, 5: Epikatesin gallat, 6: Galangin, 7: Gallik asit,
8: Hesperidin, 9: Hiperozid, 10: Kafeik asit fenil ester, 11: Kamferol, 12: Katesin+Epikatesin, 13: Katesol, 14: Klorojenik asit,
15: Krisin, 16: Kuersetin, 17: Kuersitrin, 18: Luteolin, 19: Mirisetin, 20: Naringenin, 21: Pinobanksin, 22: Pinosembrin, 23: p-
kumarik Asit, 24: Rutin, 25: trans-ferulik asit, 26: trans-kafeik asit, 27: trans-sinnamik asit; nd; tespit edilemedi; M1-M8:
Farkli maserasyon kosullar1 altinda hazirlanan zeytinyag: bazli propolis ekstraktlari.

Tablo 8: Ekstraktlarin Fenolik Profili (mg/kg) (M9-M17)

Fenolik M9 M10 Mi1 Mi12 Mi13 Mi14 Mi15 Mi16 M17

Bilesik

1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd

2 30.15+2 11.14+0 25.94+0 36.21+1. 32.1+0.51 19.64+1.0 24.13+0.1 24.56+1.6 10.91+0
.07 .26 .68 05 8 8 2 45

3 nd 0.01+0 0.02+0 0.03+0 0.09+0.01  0.03+0 0.03+0 0.02+0 0.02+0

4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd

5 nd nd nd nd nd nd nd nd nd

6 11.58+0  0.57+0. 14.54+0 32.14+£2. 17.94+0.8 29.84+1.6 5.74+0.32  9.53+0.8 10.2+0.
.26 11 .67 53 2 5 48

7 1.59+0.  0.57+0.  0.51+0.  0.63£0.1 1.76+0.05 1.51+0.1 0.49+0.02  0.69+0.06  0.54+0.
16 04 05 3 38

8 0.78+0.  0.45+0.  0.53%0. 1.07£0.0  1.1+0.03 0.82+0.11  1.1+0.13 1.15+0 0.58+0.
09 01 03 2 02

9 nd nd nd nd nd nd nd nd 3.46+0.

22

10 30.78+0  10.04+0 35.04+1 56.58+2. 60+3.36 30.49+1.3 26.87+0.3 30.16£0.2  15.08+0

72 17 38 21 4 6 .83
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11 20.26£3  9.26+0.  28.1+1.  42.32+0. 15.52+1.6 31.71+0.7 24.13+2.2 39.71+£1.2 17.44+1

.05 6 9 33 1 1 9 6 A1
12 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
13 nd 0.48+0.  0.62+0.  2.9+0.17 1.22+0.03  1.3+0.21 5.02+0.13  2.01+0.02  0.53%0.
07 1 06
14 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
15 18.21+0  6.72+0. 19.64+0 36.77+0. 28.37+1.2 1251404 16.96+04 25.41+0.2 12.88+0
35 45 .79 23 9 9 8 2 .01
16 17.06+0  2.22+0. 153940 5.32+0.1 15.43+09 8.54+1.08 10.56+0.7 12.08+0.0  5.03+0.
17 26 .62 8 4 1 8 16
17 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
18 3.77+0. 1.25+0.  3.62+0. 3.56+0.2 3.31+0.43  1.8+0.07 2.87+0.03  2.34+0.1 1.88+0.
17 13 08 3 06
19 6.02+0.  0.56+0. 5.38+0. 7.23+0.4 2.24+0.08 2.94+0.45 1.81+0.13 3.92+0.29  0.65+0.
39 1 22 9 01
20 9.37+0.  4.53+0. 13.440. 17.27+0. 11.73£0.7 8.78+0.39  1.28+0.15 1.49+0.04  4.63+0.
17 25 45 24 4 34
21 25526+ 139.12+ 86.41+1 108.52+  227.47+1 167.61+2  207.88+2 174.61+1  83.76+5
59 32 1.01 10.32 6.66 1.28 2.17 6.22 74
22 22.87+1  1.89+0. 20.11+0 62.91+3. 20.13£1.1 15.69+0.0 12.96+0.1 15.52+0.3  7.57+0.
.54 28 .53 4 6 8 8 51
23 19.95+0  7.53+0. 22.97+2 23.81+1. 21.3442.5 14.55+0.3 17.78+1.1 14.57+1.1  9.51+0.
9 47 95 12 4 7 7
24 0.78+0.  0.36x0.  0.64+0. 0.58+0.0 0.97+0.01  0.33£0.03  0.43+0.04 0.62+0.06  0.61+0.
02 02 03 1 03
25 17.34+0  6.45+0. 19.8740  22.96+0. 14.26+1.7 12.42+0.7 14.12+0.3  3.24+0.1 7.2+0.7
.66 18 3 72 4 1 6 8
26 51.26+1  14.15+1 48.18+1 64.47+£3. 50.55£3.0 30.31+£1.3 49.69+8.1 33.27+1.8 17.56+0
77 27 .61 13 2 9 4 3 .87
27 1.14+0.  0.39+0. 1.71+0. 11.15+£0. 1.19+0.07 2.17+0.14 4.59+0.25 3.58+0.28  4.42+0.
12 02 26 1 18

Toplam 518,17 217,68 362,62 536,43 526,72 392,99 428,44 398,48 214,46
*1: (-)-Epikatesin, 2: Apigenin, 3: Artepillin C, 4: Epigallokatesin+gallokatesin, 5: Epikatesin gallat, 6: Galangin, 7: Gallik asit,
8: Hesperidin, 9: Hiperozid, 10: Kafeik asit fenil ester, 11: Kamferol, 12: Katesint+Epikatesin, 13: Katesol, 14: Klorojenik asit,
15: Krisin, 16: Kuersetin, 17: Kuersitrin, 18: Luteolin, 19: Mirisetin, 20: Naringenin, 21: Pinobanksin, 22: Pinosembrin, 23: p-
kumarik Asit, 24: Rutin, 25: trans-ferulik asit, 26: trans-kafeik asit, 27: trans-sinnamik asit; nd; tespit edilemedi; M9-M17:
Farkli maserasyon kosullar1 altinda hazirlanan zeytinyag: bazli propolis ekstraktlari.

Bagimsiz degiskenlerin krisin fenolik bilesigi iizerine etkisi incelendiginde, 3 bagimsiz
degiskenin de etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir. Sicaklik ile pozitif, siire
ve ¢oziicii:kat1 orani ile ise negatif korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim bagimsiz
degiskenlerinin karelerinin ve siire*¢oziicli:kat1 orani interaksiyonunun da istatistiksel olarak
onemli oldugu bulunmustur (Tablo 6).Krisin miktarlarinin farkli kosullar altinda degisimi Sekil
10a-c’de verilmistir. Krisin miktarlarinin sicaklik ve siire ile degisimi Sekil 10a’da, sicaklik ve
coziicii:kat1 orani ile degisimi Sekil 10b’de ve siire ve ¢oziicii:kat1 orani ile degisimi ise Sekil
10c’de verilmistir. En yiliksek krisin miktari, TFM, CUPRAC ve DPPH’in da en yliksek
degerlerini aldig1 kosullarda (sicaklik 30 °C, ekstraksiyon siiresi 9 giin ve ¢oziicii:katt oran1 15

mL/g) 80.5 mg/kg olarak elde edilmistir.
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a)

Chr

b)

Chr 20

20 — Coziicii:kati orani (mL/g)

Ekstraksiyon siiresi (giin)

Sekil 10: Krisin (chr) Miktarinin Farkli Kosullarda Degisimi a) Sicaklik ve Siire, b) Sicaklik

ve Coziicii: Kat1 Orani, ¢) Siire ve Coziicii: Kat1 Orani

Bagimsiz degiskenlerin galangin fenolik bilesigi iizerine etkisine bakildiginda, 3

bagimsiz degiskenin de etkisinin istatistiksel olarak dnemli oldugu saptanmistir. Sicaklik ile
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pozitif, siire ve ¢oziicii:kat1 orani ile ise negatif korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica tim
bagimsiz degiskenlerinin karelerinin de istatistiksel olarak dnemli oldugu bulunmustur (Tablo
6). Galangin miktarlarinin farkli kosullar altinda degisimi Sekil 11a-c’de verilmistir. Galangin
miktarlarinin sicaklik ve siire ile degisimi Sekil 11a’da, sicaklik ve ¢oziicii:kati orani ile
degisimi Sekil 11b’de ve siire ve ¢oziicli:kat1 orani ile degisimi ise Sekil 11c¢’de verilmistir. En
yiiksek galangin miktari, TFM, CUPRAC, DPPH ve krisinin de en yliksek degerlerini aldig1
kosullarda (sicaklik 30 °C, ekstraksiyon siiresi 9 giin ve ¢oziicii:kat1 orant 15 mL/g) 35.68
mg/kg olarak elde edilmistir.

a)

Ekstraksiyon siiresi (giin)

Sicaklik (°C)

Sicaklik (°C)
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c)

Gal

Ekstraksiyon siiresi (giin)

Sekil 11: Galangin (gal) Miktarinin Farkli Kosullarda Degisimi a) Sicaklik ve Siire, B)
Sicaklik ve Coziicii: Kat1 Orani, C) Siire ve Coziicii: Kati1 Orani

Son olarak, bagimsiz degiskenlerin pinosembrin fenolik bilesigi {izerine etkisine
bakildiginda ise bagimsiz degiskenlerden sicaklik ve ¢6ziicii:kat1 oraninin etkisinin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu saptanmistir. Sicaklik ile pozitif, ¢oziicii:kati orami ile ise negatif
korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim bagimsiz degiskenlerinin karelerinin ve
siire*¢oziicli:kat1 oran1 interaksiyonunun da istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur
(Tablo 6). Pinosembrin miktarlarinin sicaklik ve ¢oziicii:kat1 orani ile degisimi Sekil 12a’da,
siire ve ¢oziicii:kat1 oran1 ile degisimi ise Sekil 12b’de verilmistir. En yiliksek pinosembrin
miktari, sicakligin 30 °C, ekstraksiyon siiresinin 1 giin ve ¢oziicii:kat1 oraninin 15 mL/g oldugu

kosullar altinda 62.91 mg/kg olarak elde edilmistir.

S5

Goziicii:zkati orani (mL/g)

Sicaklik (°C)
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b)

60 -

Pino 40 -

20 -

Coziici:kat: oran (mL/g)

Ekstraksiyon siiresi (giin)

Sekil 12: Pinosembrin Miktarinin Farkli Kosullarda Degisimi A) Sicaklik ve Coziicii:Kati
Orani, B) Siire ve Coziicii:Kati1 Orani

Genel olarak bagimsiz degiskenlerin {i¢ farkli fenolik bilesik iizerine etkisi
incelendiginde, krisin ve galangin bilesikleri tipki en yiiksek TFM, CUPRAC ve DPPH
degerlerinin elde edildigi ekstraksiyon kosullariin (sicaklik 30 °C, ekstraksiyon siiresi 9 giin
ve ¢Oziicli:kat1 oran1 15 mL/g) uygulandig: ekstraktta elde edilmistir. Pinosembrin bilesigi ise
bu iki bilesige kiyasla daha diisiik ekstraksiyon siiresi altinda (1 giin) elde edilmistir. Krisin,
galangin ve pinosembrin bilesiklerinin miktart farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda sirasiyla
6.72-80.5 mg/kg, 0.57-35.68 mg/kg ve 1.89-62.91 mg/kg arasinda tespit edilmistir. Bu sonuglar
ekstraksiyon kosullarinin bu fenoliklerin ekstraksiyon basarisi iizerine énemli derecede etkili
oldugunun bir gostergesidir. Bununla birlikte elde edilen sonuglar incelendiginde sadece bu ii¢
fenoligin degil diger fenoliklerinde farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda oldukga farkli oranlarda
ekstrakte edildigi goriilmiistiir. Farkli ekstraksiyon kosullari altinda elde edilen ekstraktlar 27
bireysel fenoligin toplam igerigi agisindan degerlendirildiginde, bu oran 214.46-1106 mg/kg
arasinda degiskenlik gostermistir. Bireysel fenoliklerin en yiiksek degeri sicaklik 30 °C,
ekstraksiyon siiresi 9 giin ve ¢oziicii:kat1 oran1 15 mL/g oldugu ekstraksiyon kosullarinda elde
edilmistir. Bununla birlikte, propolisin énemli fenolik bilesikleri arasinda bilinen apigenin,
gallik asit, CAPE, kuersetin, naringenin, pinobanksin, trans-ferulik asit ve frans-kafeik asit
bilesiklerinin miktari, 17 farkli ekstraksiyon kosulu altinda elde edilen ekstraktlarda sirastyla
10.91-83.86, 0.3-2.85, 10.04-87.48, 2.22-42.42, 1.28-23.6, 36.41-360.68, 3.24-22.96, 14.15-
96.59 mg/kg arasinda belirlenmistir.

40 °C’yi gecmeyen 1 haftalik maserasyonu sonucu hazirlanan propolisin zeytinyagi
ekstraktinin vanilin, p-coumaric acid, ferulic acid, kafeik asit, dimetoksisinnamik asit ve CAPE

icerigi acisindan degerlendirildigi bir arastirmada, elde edilen ekstraktin CAPE igeriginin
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(yaklasik 600 mg/mL) taramasi yapilan diger fenoliklere kiyasla daha baskin oldugu rapor
edilmigstir (Silici ve Baysa, 2020). Bizim c¢alisgmamizda ise bu deger 10.04-87.48 mg/kg
araliginda degismis olup daha diisiik oranda belirlenmistir. Benzer sekilde Kubiliene vd. (2015)
yaptiklar1 aragtirmada maserasyon sonucu (5 saat, 1:10, oda sicakligl) elde ettikleri propolis
ekstrakstinin bilesiminde kafeik asit, frans- p kumarik asit ve ferulik asitin varligini tanimlarken
naringenin, kamferol ve galangin bilesiklerini tanimlayamadiklarint bildirmislerdir. Bizim
calismamaizda ise farkli olarak bu 6 fenolik bilesigin tamami kantitatif olarak farkli oranlarda
ekstraktlarda tanimlanmistir. Bu farkliliklar ekstraksiyon kosullarmin yanmi sira kullanilan
zeytinyaginin ¢esidi, propolisin cografik orijini, botanik orijini ve toplanma zamani gibi
parametrelerin farkliligindan da kaynaklaniyor olabilir. Nitekim propolisten fenolikler gibi
biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda bu parametrelerin dikkate deger 6neme sahip oldugunu
gosteren birgok literatiir calismasi mevcuttur (Toreti vd., 2013; Letullier vd., 2020; Kasote vd.,
2022). Literatiirde propolisin zeytinyagi ekstraktlarinin fenolik profilini arastiran yeterli
aragtirma olmamasina ragmen Ozellikle farkli ekstraksiyon parametreleri kullanilarak
hazirlanan propolisin etanol ekstraktlarinin fenolik profilini arastiran ¢ok sayida c¢aligsma
bulunmaktadir. Ornegin Ozdal vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’'nin farkli 11
bolgesinden topladiklar1 propolis 6rneklerini 1:15 oraninda %70 ‘lik etanolde 1 giin bekleterek
elde ettikleri ekstraktlarin LC-MS/MS ile fenolik profilini belirlemislerdir. Arastiricilar
bizimde c¢alismamizda arastirdigimiz fenoliklerden apigenini maksimum 528 mg/kg; kafeik
asiti maksimum 613 mg/kg; p-kumarik asiti maksimum 6602 mg/kg; klorojenik asiti
maksimum 93.7 mg/kg; ferulik asiti maksimum 448 mg/kg; gallik asiti maksimum 442 mg/kg;
trans-sinnamik asiti maksimum 1149 mg/kg; trans-ferulik asiti maksimum 373 mg/kg;
CAPE’yi maksimum 2857.33 mg/kg; kamferolu maksimum 604 mg/kg; katesini maksimum
573 mg/kg; kuersetini maksimum 4620 mg/kg; naringenini maksimum 588 mg/kg;
pinobanksini maksimum 3836 mg/kg ve hesperidini maksimum 229 mg/kg olarak tespit
ettiklerini rapor etmislerdir. Ozdal vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada bu fenolikleri 11 rnegin
bazilarinda ¢ok diisiik oranlarda bazilarinda ise hi¢ ekstrakte edememislerdir. Benzer sekilde
Kurek-Goérecka vd. (2022) yaptiklar1 arastirmada 1:5 oraninda oda sicakliginda 7 giinliik
bekletme siiresi sonucu elde ettikleri farkli bolgelerden propolis ekstraktlarinda apigenini 0.00-
219.721 mg/kg; kafeik asiti 89.611-547.929 mg/kg; gallik asiti 9.506-77.786 mg/kg; ferulik
asiti 119.007-1114.551 mg/kg; kuersetini 0.00-138.984 mg/kg; trans-sinnamik asiti 23.354-
235.758 mg/kg; krisini 457.006-2817.433 mg/kg; pinosembrini 8.865-2816.289 mg/kg;
CAPE’yi 122.557-1118.623 mg/kg arasinda tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise bu
degerler apigenin i¢in 10.91-83.86; kafeik asit i¢in 4.15-96.59; p-coumaric acid i¢in 7.53-49.95;
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klorojenik asid i¢in 0.00; trans-ferulik asit icin 3.24-42.53; gallik asit i¢in 0.28-2.85; trans-
sinnamik asit i¢in 0.39-9.61; CAPE icin 10.04-87.48; kamferol i¢in 8.16-109.93; kuersetin i¢in
2.22-47.42; naringenin i¢in 1.28-23.6; pinobanksin i¢in 83.76-360.68 ve hesperidin i¢in ise
0.00-1.15 mg/kg arasinda belirlenmis olup zeytinyagi ekstraktlarindan elde ettigimiz bu
degerler Ozdal vd. (2019)’nin etanol ekstraktlarindan bu bilesikler icin elde ettikleri degerlerle
uyumludur. Bu durum ayni1 Ozdal vd. (2019)’un ¢alismalarinda oldugu gibi aym ekstraksiyon
kosullar1 uygulansa bile farkli cografik kokenlerden elde edilen propolis 6rneklerinin kimyasal
iceriklerinin olduk¢a degiskenlik gdsterdigine ve ayrica bizim calismamizdaki gibi ayni
propolis Ornegine farkli ekstraksiyon kosullarinin uygulanmasinin ekstrakte edilen fenolik
bilesigin oranim1 agik bir sekilde etkiledigini isaret etmektedir. Benzer sekilde propolis
orneklerinin cografik orijinine bagli olarak da kimyasal iceriginin de degistigi gosteren birgok
aragtirma mevcuttur. Ornegin farkli orijinlerden toplanan 17 farkli propolis &rneginin etanol
ekstraktlarinin kafeik asit icerigi 0.00-5.8, p-kumarik asit igerigi 0.00-5.8; ferulik asit igerigi
0.00-3.0; pinobanksin igerigi 0.00-27.9; kamferol icerigi 0.00-19.5; apigenin icerigi 0.00-6.4;
pinosembrin igerigi 0.3-67.1; pinobanksin 3-asetat icerigi 0.4-127.4; krisin igerigi 0.3-66.0;
CAPE igerigi 0.00-10.9 ve galangin icerigi 0.00-73.8 mg/g arasinda belirlenmistir (Kumazawa
vd., 2010). Literatiirde yapilan bu ¢alismalar dikkate alindiginda propolis i¢in kullanilan ¢6ziicii
tipi, kati: ¢oziicli oran1 ve ayn1 zamanda cografik orijininin de oldukga etkili faktorler oldugu

aciktir.

Sonu¢ olarak, yapilan bu tez g¢aligmasinda maserasyon i¢in bagimli degiskenler
maksimize edilerek yanit yiizey yontemi ile yapilan optimizasyon sonucu optimum kosullar;
sicaklik i¢in 30.10 °C, ekstraksiyon siiresi i¢in 9 giin ve ¢oziicii:kat1 oran1 i¢in 15 mL/g olarak
bulunmustur. Modelin bilesik arzu edilebilirlik degeri (d) 0.92 olarak saptanmistir. Optimum
kosullarda tahmini TFM, CUPRAC, DPPH, CERAC, krisin, galangin ve pinosembrin
degerlerinin sirasiyla 60.77 mg GAE/g, 136.8 mg TE/g, 129.36 mg TE/g, 348.0 mg TE/g, 80.43
mg/kg, 35.67 mg/kg ve 35.57 mg/kg oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte optimum kosullarda
hazirlanan zeytinyagi ekstraktinin TFM, CUPRAC, DPPH, CERAC, krisin, galangin ve
pinosembrin degerleri ise sirastyla 38.87 mg GAE/g, 119.35 mg TE/g, 121.25 mg TE/g, 261.39
mg TE/g, 83.19 mg/kg, 44.45 mg/kg ve 48.16 mg/kg olarak belirlenmistir. Deneysel elde edilen
bu degerler ile optimizasyon sonucunda elde edilen tahmini degerler arasinda tek rneklemli t-
testi uygulanarak aralarinda fark olmadigi goriilmiis (p>0.05) ve p degerleri Tablo 8’da

sunulmustur.
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Tablo 9: Deneysel ve Teorik Degerler Arasinda Yapilan Tek Orneklemli T-Testi Analizine
Gore Elde Edilen P Degerleri

Yamit (M) P
TFM (mg GAE/g) 0.398
CUPRAC (mg TE/g) 0.486
DPPH (mg TE/g) 0.572
CERAC (mg TE/g) 0.427
Krisin (mg/kg) 0.798
Galangin (mg/kg) 0.447
Pinosembrin 0.425
(mg/kg)

3.3. EKSTRAKTLARIN IN-VITRO ANTIMIiKROBIYAL AKTIiVITELERI
3.3.1. Agar Kuyu Difiizyon Metodu

Arastirma siirecinde hazirlanan zeytinyagi bazli propolis oziitlerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla agar kuyu difiizyon teknigi ve mikro brot seyreltme
teknigi kullanilmigtir. Agar kuyu diflizyon (AKD) uygulamasinda, petri kaplari icerisinde
besiyerlerine agilan 6 mm ¢apindaki kuyulara 50 pL hacminde zeytinyagi propolis ekstrakti
aktartlmistir (Goel vd., 2016). Maserasyon 0rnekleri i¢in agar kuyu diflizyon metodundan elde

edilen sonuclar Tablo 10°da listelenmistir.

Agar kuyu diflizyon metodunda elde edilen sonuglarda maserasyon yontemi ile
hazirlanan zeytinyagi propolis ekstraktlarina karsi en duyarli 6rneklerin Gram (+) bakteriler
oldugu gozlemlenmistir. Ancak, Gram (+) bakterilerde gozlemlenen bu inhibisyon zon
oOlgtilerinin 7-9 mm capinda degistigi ve zeytinyagi bazli propolis ekstraktlarmin agar kuyu
yontemi ile olusturdugu inhibisyon zonlarmin ihmal edilecek diizeyde diisiik oldugu
goriilmiistiir (Petri kaplarinda 6 mm ¢apindaki kuyucuklara 50 L hacminde zeytinyag1 propolis
ekstrakti aktarilmistir). Bunlara ek olarak, maserasyon yontemi ile hazirlanan zeytinyagi
propolis ekstraktlarinin Gram (-) suslarda ¢ok az sayida 6rnekte inhibe edici etkiye sahip oldugu
ve hatta pek cok Ornekte inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmiistiir. Maya benzeri mantar

suslarinda (Candida spp.) ise zeytinyagt bazli propolis ektstraktlarinin inhibe edici 6zellige

sahip olmadig1 tespit edilmistir.
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Nichitoi vd. (2023) Rumen propolisinden polifenollerin 6ztiilenmesi i¢in ultrasonik
detekli ve maserasyon tekniklerini kullanarak kiyaslamali bir arastirma ger¢eklestirmislerdir.
Elde edilen sonuglarda, ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminin kullanimryla ekstraksiyon
stiresinin kisaltilmasinin yani1 sira ekstraksiyon veriminin de arttigi ifade edilmistir. Bu
caligmada, sicaklik parametresi sabit tutulurken, siire (10-100 dakika), ¢6ziicii bilesimi (su, %25
ve %>50; etanol, w/w) ve sivikatt oram (2:1, 4:1 ve 6:1, w/w) seklinde degiskenler
belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarda, %50 etanol igerikli ektraktlarin, yaklagik
tic kat daha yiiksek diizeyde antioksidan kapasite sundugu ve maserasyona kiyasla daha giiglii
antibakteriyel, antifungal aktivite gosterdigi ifade edilmistir. Arastirmacilar bu ¢aligmada
antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla disk diflizyon metodu kullanmiglardir. Bu
sonuclar, Nichitoi vd. (2023) tarafindan elde edilen sonuglarla ortiismektedir (Nichitoi vd.,
2023).

Niaz ve Fatima (2017) tarafindan gerceklestirilen bir diger aragtirmada, gida kaynakli
patojenlere karsi zeytinyagi ve sirkenin antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyu diflizyon
yontemiyle aragtirllmigtir. Bu ¢alismada hedef patojen olarak tavuk eti 6rneklerinden izole
edilen E. coli, Klebsiella, Salmonella ve Shigella bakterileri kullanilmistir. Bu ¢alismada
secilen dort adet Gram (-) bakterinin tamaminin agar kuyu yontemi ile elde edilen sonuglarda
zeytinyag1 ornegine karsi direngli oldugu ve antimikrobiyal aktivite testlerinde inhibisyon zonu
olusmadig1 rapor edilmistir (Niaz ve Fatima, 2017). Calismamizda elde ettigimiz sonuglarda
Gram (-) bakterilerin ¢cogunlukla zeytinyag1 ekstraktlarina kars1 direngli olmas1 bu arastirmanin
sonuglar ile ortligmektedir. Calismamizda, zeytinyagi bazli propolis ektraktlarinin, az sayida
Gram (-) bakteriye karsi kiiclik diizeyde (7 mm ¢apinda) inhibisyon zonu olusturmasinin

sebebinin, zeytinyagi igerisinde ¢dziinen polifenolik bilesenlerden kaynaklandigi sdylenebilir.

Medina vd. (2006) gergeklestirdikleri bir c¢alismada, farkli bitkisel yaglarin
antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Bu arastirmada, bir model deney tasarlayan
arastirmacilar: tween 20 iceren sterilize edilmis fosfat tamponlu salini (PBST, pH 7,0) 2 mL'si,
0,2 mL hedef susla asilayarak bir ilk as1 elde etmislerdir. Daha sonra, asilanmis tamponu i¢eren
test tlipline 2 mL bitkisel yag ilave edilerek 32°C, 450 rpm'de 1 saat boyunca orbital
calkalayicida ¢alkalamislardir. Bu aragtirmada elde edilen in vitro sonuglarda aycicegi yagi ve
misirdzii yagr orneklerinin test edilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedigi, buna karsin zeytinyagi orneginin genis bir mikroorganizma yelpazesine karsi
giiclii bir bakterisidal etkiye sahip oldugu vurgulanmaktadir. Ancak zeytinyaginda elde edilen

bu antibakteriyel etkinin genel olarak Gram-negatif bakterilere kiyasla Gram-pozitif
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bakterilerde daha yiiksek oldugu ifade edilmistir. Devam eden uygulamalar sonunda
dekarboksimetil oleuropein, hidroksitirosol ve tirosol bilesiklerinin antibakteriyel aktivite ile
iliskili fenolik bilesikler oldugu degerlendirilmis ve bu bulgular, HPLC ile izole edilen her bir
fenolik bilesigin Listeria monocytogenes'e karst test edilmesiyle dogrulanmistir. Ozellikle
dekarboksimetil ligstrosid aglikonunun dialdehit formu gii¢lii bir antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Bu sonuglar, zeytinyagi olarak siniflandirilan tiim yaglarin benzer bakterisidal
etkilere sahip olmadigint ve bu biyoaktivitenin belirli fenolik bilesiklerin igerigine bagh
oldugunu gostermistir. Sonug olarak bu arastirmada Medina vd. (2006) tarafindan tasarlanan
antimikrobiyal aktivite tekniginin, bizim arastirmamizda kullanmis oldugumuz agar kuyu
diflizyon teknigine kiyasla farkli olmasi nedeniyle, aragtirma sonuglarimizin tam anlamiyla
ortlismedigi goriilmektedir. Ancak, Gram (+) bakterilerin zeytinyagi drneklerine daha duyarl
olmast ve Gram (-) bakterilerin zeytinyagi Orneklerine daha direngli olmasi durumu

calismamizda elde edilen sonuglarla ortiismektedir.

3.3.2. Mikrobrot Seyreltme Metodu

Maserasyon ektraktlarinin mikrobrot seyreltme metodunda elde edilen minimum

inhibisyon konsantrasyonu (MIK) sonuglari sirastyla Tablo 10" da listelenmistir.

Janani vd. (2022) tarafindan gerceklestirilen bir c¢alismada Hindistan'in iki farkli
fitocografik bolgesinden toplanan propolis ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitesi
degerlendirilmistir. Jammu, Kashmir ve Rajasthan bdlgelerinden alinan propolis 6rnekleri,
maserasyon, ultrasonik destekli ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleriyle ekstrakte
edilmistir. Caligma siirecinde ekstraksiyon siireleri maserasyon uygulamasi i¢in 1 — 7 giin
olarak uygulanmis, ultrasonik destekli ekstraksiyon islemlerinde 5, 10 ve 15 dakika ekstratkte
edilmis, son olarak mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde ise 1-3-5 dakika siirelerle
ekstraksiyon islemleri tamamlanmistir. Elde edilen ekstraktlarin Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli bakterilerine kars1 antibakteriyel etkileri, minimum inhibitdr konsantrasyon
metodu ile gerceklestirilmistir. Calismada elde edilen sonuclarda, maserasyon ile ekstrakte
edilen propolis 6ziitlerinin Staphylococcus aureus igin MIK degerlerinin 5 mg/mL oldugu
goriilmektedir. Escherichia coli igin ise bu degerlerin 10 mg/mL oldugu ifade edilmektedir. Bu
tez caligmasinda ise maserasyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin sonuglari Gram (+)
ornekler icin MIK degerlerinin 5-10 mg/mL arasinda degistigi, buna ek olarak az sayida Gram
(-) bakteri susu i¢in MiK degerlerinin 10 mg/mL oldugu ancak geri kalan Gram (-) suslarda

inhibisyon konsantrasyonunun 10 mg/mL’den daha yiiksek diizeyde oldugu gézlemlenmistir.
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Bu arastirmaya ek olarak Barreto vd. (2022) tarafindan gerceklestirilen bir aragtirmada
ultrasonik desteki yontem kullnilarak hazirlanmis Brezilya kirmizi propolisi ekstraktlarinin
aktif bilesenlerinin igerigi analiz edilmis ve bu ekstraktin antioksidan kapasitesi, bakteri ve
tiimor hiicrelerine karsi in vitro performanslar1 degerlendirilmistir. Bu arastirmada elde edilen
sonuclar, 6ziitlenen on ekstraktin, iki bakteri sugsuna kars1 antibakteriyel etkiye sahip oldugunu
ve sekiz propolis 6ziitlinlin bes neoplaztik hiicre hattina karsi %70'ten fazla sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Antimikrobiyal aktivite agisindan degerlendirildiginde, Barreto
vd. (2022)’nin ¢alismasinda kullanilan propolis 6rneklerinin MiK degerlerinin S. aureus ATCC
25923 susu icin 6- 23 pg/mL arasinda degistigi, E. coli ATCC 1775 susu igin ise MIiK
degerlerinin 23-93 ng/mL arasinda degistigi rapor eidlmistir. Bizim ¢alismamizda elde edilen
sonuglarla kiyaslandig1 zaman, bu arastirmada elde edilen MIK degerlerinin yaklasik olarak bin
kat daha diisiik olmasi dikkat ¢ekmektedir (Arastirmamizda elde edilen sonuglar mg.mL'!
olarak ifade edilirken, Barreto vd. (2022) tarafindan gergeklestirilen caligmada elde edilen
sonuglar ng.mL™! olarak ifade edilmektedir). Ancak Gram (+) bakterilerin propolis 6ziitlerine
kars1 Gram (-) bakterilere kiyasla daha duyarli olmasi agisindan ¢alismada elde edilen sonuglar

benzerlik gostermektedir (Barreto vd., 2022).

Sokolonski vd., (2021) tarafindan gerceklestirilen bir diger arastirmada, ultrasonik
destekli ve maserasyon yontemleriyle 6ziitlenen Brezilya yesil ve kirmizi propolis drneklerinin
oral Candida tiirleri izolatlarina kars1 antifungal aktivitesi karsilastirilmistir. Protez stomatiti
lezyonlarindan izole edilen ve dizileme yontemi ile tanimlanan oral Candida tiirleri ve referans
suslari i¢in, mikrobrot seyreltme teknigi ile MIK degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, C. albicans, C. tropicalis ve C. dubliniensis suslariin, tiim yesil ve kirmizi propolis
oziitlerine duyarli olduklar1 ve buna ek olarak ultrason 6n isleminin yesil veya kirmizi
propolisin antifungal aktivitesinde bir artisa neden olmadig1 rapor edilmistir. MIK degerinin
belirlenmesi amaciyla gercgeklestirilen mikrobrot diliisyon yonteminde dort farkli propolis
ekstrakt: 6rneginin Candida suslarina karst MIK degerlerinin 1-8 mg/mL arasinda degistigi, az
sayida Candida susunun ise bu propolis drneklerine direncli oldugu ve MIK degerlerinin 8
mg/mL degerinden daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Calismamizda elde edilen sonuglar
ile kiyasladiginda Sokolonski vd. (2021) tarafindan gergeklestirilen calismada elde edilen MiK
degerlerinin, bizim aragtirmamizda elde edilen sonuglara kiyasla daha diisiik diizeyde oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 10: Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

No Gram (+) Gram (-) Maya Benzeri Mantar
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11

AKD MIK AKD MIK AKD MIK AKD MiK AKD MIK AKD MIK AKD MIK AKD MiK AKD MIK AKD MIK AKD MiK
1 - >10 7 10 = >10 7 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
2 - >10 7 10 - >10 8 5 2 >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
3 - 10 8 10 - >10 7 10 - >10 = >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
4 - >10 7 10 z >10 7 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
5 , >10 7 10 - >10 8 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
6 - 10 9 5 7 >10 9 5 - >10 7 >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
7 - >10 8 10 - >10 8 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
8 - >10 8 10 - 10 7 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
9 - >10 7 10 - >10 7 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
10 - >10 7 10 - >10 8 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
11 7 10 8 5 - >10 9 5 7 >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
12 - >10 7 10 - >10 7 10 - >10 >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
13 - >10 8 10 - >10 7 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
14 7 10 7 5 7 10 9 5 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
15 - >10 8 10 - >10 8 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
16 - >10 8 10 - >10 7 10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10
17 - >10 7 10 - >10 7 10 - >10 >10 - >10 - >10 - >10 - >10 - >10

PEN 27 ND 25 ND 29 ND 28 ND 21 ND 23 ND 20 ND 24 ND ND ND ND ND ND ND

GEN 18 ND 15 ND 17 ND 21 ND 16 ND 20 ND 17 ND 14 ND ND ND ND ND ND ND

FLU ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 29 ND 28 ND 26 ND
AKD: Agar Kuyu Difiizyon metodu (mm); MiK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu (mg/mL); NK: Negatif kontrol = zeytinyag1; PEN: Penisilin G; GEN: Gentamisin; FLU: Fluconazole;
ND: Not detected; P1 Staphylococus aureus ATCC 25923; P2 Streptococcus mutans ATCC 35668; P3 Enterococcus faecalis ATCC 49452; P4 Bacillus cereus ATCC 14579; PS5 Salmonella
Typhimurium RSSK 95091, P6 Yersinia enterocolitica ATCC 27729; P7 Escherichia coli ATCC 25922; P8 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; P9 Candida krusei ATCC 6258, P10
Candida glabrata ATCC 90030; P11 Candida albicans A
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SONUC VE ONERILER

Gilinlimiizde gelisen teknolojinin saglik tizerine getirmis oldugu olumsuz etkiler ve hazir
gida tiikketiminin artmasi gibi nedenlerden dolayi, insanlarin beslenme aligkanliklarinda
degisiklikler meydana gelmis ve insanlar dogal iirlinlere yonelmistir. Bu a¢idan
degerlendirildiginde, propolisin biyoaktif bilesenlerinin bir ¢cogunun gida ve/veya gida katki
maddelerinde mevcut olmasi gergegi, onu yeni gida uygulamalarinda dogal bir koruyucu olarak
cekici bir aday haline getirmistir (Paviani vd., 2010). Propolis igerigindeki biyoaktif
bilesenlerden maksimum diizeyde yararlanilabilmesi i¢in diger ar1 iriinlerinin aksine, ham
olarak tiiketilmeyen ve bu nedenle ekstrakte edilerek tiiketilmesi gereken bir ar1 tirliniidiir. Son
yillarda yapilan calismalar neticesinde yiiksek fenolik bilesik igerigi nedeniyle dikkate deger
biyolojik aktivitelere sahip oldugu belirlenen ve bu nedenle umut verici bir iirlin olan
propolisin, biyoaktif madde miktarinin daha yiiksek oranda elde edilmesi ve standardizasyon
caligmalarina katki saglanmasi amaci ile yeni ekstraksiyon metotlar1 arayisina girilmis ve farkli
aragtirma gruplart tarafindan yiiriitilen calismalarda propolis ekstrakti hazirlarken farkli
teknikler uygulanmistir (Alencar vd., 2007; Popova vd., 2014; Silici ve Kutluca, 2005). Ek
olarak propolisin biyoaktif igeriginin ekstraksiyonunda oldukc¢a yiiksek bir basar1 saglayan
alkol bazli propolis ekstraklarinin kullanimina alternatif olarak, iiriiniin biyoaktif icerigini
maksimum diizeyde ortaya ¢ikarabilecek alternatif ¢oziicii arayist da siirekli devam etmektedir.
Bu nedenle, bu caligmada ¢oziicii olarak zeytinyagi kullanilarak maserasyon yontemi ile
propolisten toplam fenolik bilesik, antioksidan madde, krisin, galangin ve pinosembrin
ekstraksiyonu optmize edilmistir. Bu kapsamda, kati:¢oziicli orani, ekstraksiyon siiresi ve
sicaklik gibi degiskenlerin etkisi incelenmistir. Ek olarak farkli kosullarda elde edilen
ekstraktlarin 27 farkli bireysel fenolik bilesik agisindan igerigi ve antimikrobiyal aktiviteleri de

degerlendirilmistir.

Sonug olarak maserasyon yontemi kullanilarak ayni propolis 6rneginden elde edilen
ekstraktlarin biyoaktif igerikleri arasinda dikkate deger derecede istatistiki olarak anlamli
farkliliklar elde edilmistir. Bu durum literatiirii destekler sekilde, ekstraksiyon yonteminin
ekstraksiyon agamasindaki en onemli parametrelerden biri oldugunu gdstermektedir. Bu tez
caligmasinda maserasyon i¢in bagimli degiskenler maksimize edilerek yanit yiizey yontemi ile
yapilan optimizasyon sonucu optimum kosullar; sicaklik i¢cin 30.10 °C, ekstraksiyon siiresi i¢in
9 giin ve ¢oziicli:kat1 orani i¢in 15 mL/g olarak bulunmustur. Modelin bilesik arzu edilebilirlik
degeri (d) 0.92 olarak saptanmistir. Tez kapsaminda elde edilen tiim bu sonuglara gore, bircok

yenilik¢i yonteme gore sahip oldugu bazi avantajlar sayesinde halen propolis ekstrasiyonunda
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en yaygin olarak tercih edilen bir yontem olan maserasyon yontemi ile, yiiksek biyoaktif madde
icerigine sahip olan zeytinyag1 bazli propolis ekstraktlari elde etmek icin, 1:15 g/ml kati: ¢oziicii
orant, 30.10 °C sicaklik ve 9 giinliik bir bekletme siiresinin ekstraksiyon parametreleri arasinda
tercih edilebilecegi sdylenebilir. Bununla birlikte cografik orijin, botanik orijin ve toplanma
zamani vb. birgok faktore bagl olarak kimyasal igerigi ve biyokatif 6zellikleri degisiklik
gosteren propolis gibi bir ar1 {irliniiniin standardizasyonuna katki saglamak amaciyla, farkl

propolis drnekleri i¢in de bu gibi optmizasyon ¢aligmalarinin yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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