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OZET

Tiirkiye’nin Farkh Bolgelerinden Elde Edilen Propolisin Sulu Ekstraktinin HPLC ile

Karakterizasyonu ve Antioksidan Poransiyelinin Belirlenmesi

Fonksiyonel bir gida olan propolis bal arilarmin bitkilerin belirli kisimlarindan
toplayarak olusturduklar1 regineli bir maddedir. Propolisin kimyasal bilesimi toplandigi
bolgenin cografi ve iklimsel 6zellikleri, bitki tiirleri ve yil igerisindeki toplama zamani gibi
cesitli faktorlere baghidir. Propolisin gliglii antioksidan aktivitesi, icerisinde yer alan
fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Son yillarda apiterapide kullanimi artan
propolisin su ile ekstrakte edilmesi, bireyler tarafindan kolay ve emniyetli kullanilmasi
acisindan diger ¢oziiciilere gore avantaj saglamaktadir. Bu ¢alismada, Tirkiye’nin farkli
bolgelerinden elde edilen propolis Orneklerinin sulu ekstraktlarnin karakterizasyonu
saglanmasi1 ve antioksidan potansiyelleri belirlenerek birbirleriyle kiyaslanmasi amaglandi.
Bu amagla Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki ¢esitli illerden toplanan propolis drneklerinin
sulu ekstraktlar1 hazirlandi. Gliglii kromatografik ara¢ olan HPLC-DAD ile propolis
ekstraktlarinin kalitatif ve kantitatif analizi saglandi. Ayn1 zamanda toplam polifenolik
icerik, toplam flavonoid igerik ve demir indirgeme giicii testleri gergeklestirilerek
ekstraktlarin antioksidan potansiyelleri birbirleriyle kiyaslandi. Bolgeler arasi toplam
polifenol ve flavonoid igerik ile demir indirgeyici giicli testinden elde edilen sonuglar
birbiri ile uyumlu oldugu goriildii. En yiiksek toplam polifenolik igerik, toplam flavonoid
icerikleri ve demir indirgeyici giicli degerleri Dogu Anadolu bolgesinde bulundu. HPLC-
DAD ile yapilan analizlerde sulu propolis ekstraktlarinin tamaminda diger fenolik
bilesiklere oranla yliksek oranda kafeik asit bulundu. Kimyasal bilesenler yoniinden
bolgeler arasinda herhangi bir uyum goriilmedi. En yiiksek kafeik asit miktar1 Dogu
Anadolu bolgesinde en yliksek klorojenik ve trans-sinnamik asit miktar1 ise Akdeniz
bolgesinde bulundu. Kafeik asit miktar1 yiiksek olan ekstraktlarda genellikle toplam
polifenol icerik ile birlikte demir indirgeyici giicliniin de yiiksek oldugu goriildii. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gore farkli bolgelerden elde edilen propolis 6rneklerinin
hem kimyasal bilesen yoniinden hem de antioksidan 06zellik yoniinden farkliliklar

gosterdigi kanaatine varildi.

Anahtar Soézciikler: Antioksidanlar, HPLC, Polifenoller, Propolis
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ABSTRACT

Characterization of Water Extract of Propolis Collected from Different Regions of

Turkey by HPLC, and Determination of Antioxidant Potential

Propolis, a functional food, is a resinous substance that honey bees collect from
certain parts of plants. The chemical composition of propolis depends on various factors
such as the geographical and climatic characteristics of the region where it is collected, the
plant species and the collection time during the year. The strong antioxidant activity of
propolis is due to the its phenolic compounds. Extraction of propolis with water, which has
been used in apitherapy in the recent years, provides an advantage over other solvents in
terms of easy and safe use by individuals. In the present study, it was aimed to characterize
the water extract of propolis samples obtained from different regions of Turkey and to
determine their antioxidant potentials and compare them with each other. For this purpose,
water extracts of propolis samples collected from various provinces in different regions of
Turkey were prepared. Qualitative and quantitative analyses of propolis extracts were
achieved with HPLC-DAD, a powerful chromatographic tool. At the same time, the
antioxidant potentials of the extracts were compared with each other by performing total
polyphenolic content, total flavonoid content and iron reducing power tests. It was seen
that the results obtained from the test of total polyphenol and flavonoid content and iron
reducing power between regions were compatible with each other. The highest total
polyphenolic content, total flavonoid contents and iron reducing power values were found
in those of the Eastern Anatolia region. In the analyzes made with HPLC-DAD, a higher
amount of caffeic acid was found in all of the water extracts of propolis compared to other
phenolics. There was no agreement between the regions in terms of chemical components.
The highest amount of caffeic acid was found in the Eastern Anatolia region and the
highest amount of chlorogenic and trans-cinnamic acid was found in the Mediterranean
region. It was observed that the total polyphenol content and the iron reducing power were
high in the extracts with high caffeic acid content. According to the results obtained from
the study, it was concluded that propolis samples obtained from different regions showed

differences both in terms of chemical component and antioxidant properties.

Key words: Antioxidants, HPLC, Polyphenols, Propolis
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1. GIRIS ve AMAC

Fonksiyonel gidalar igerdikleri aktif bilesenler ile hastaliklarin olusumunu 6nlemede
ve tedaviye katki saglamada 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Sadece besinsel 6zelliginden
degil, ayn1 zamanda belirlenen bir¢ok fonksiyonel ve biyolojik 6zelliginden dolay1 propolis
fonksiyonel gidalar arasinda yer almaktadir ve son yillarda zengin igeriginden dolay1 bu

dogal maddeye kars ilgi artmaktadir (1, 2).

Propolis bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan bitkilerin tomurcuklar1 ve
eksiidalarindan toplanan, arilar tarafindan salgilanan enzimler, balmumu ve polenin
karigtirilmasi ile birlikte olusan dogal reginemsi bir maddedir (3, 4). Propolisin kimyasal
bilesimi olduk¢a karmasik ve ¢esitlidir (5). Diinya’nin ¢esitli cografi ve botanik kdkeninden
elde edilen farkli propolis 6rneklerinde; esas olarak flavonoidler, fenolik asitler ve esterleri
bulunmus olmakla birlikte 300’den fazla kimyasal bilesik izole edilmistir (3, 6, 7).
Propolisin bu kimyasal bilesimi koleksiyonun toplandigi bdlgenin cografi ve iklimsel
ozellikleri, bitki tiirleri, ortama hakim olan aydinlatma, yil i¢erisindeki toplama zamani ve
toplama yontemi gibi bir sira faktoriin degiskenligi ile iliskilidir (8, 9). Ozellikle bitki
kaynagina, toplandigi bolgenin cografi ve iklim kosullarina bagli olmasindan dolay1

propolisin kimyasal kompozisyonunun standardizasyonu zordur (10).

Propolis  antioksidan, antiinflamatuvar, = immiinomodiilatér,  antitiimoral
antimikrobiyal, hepatoprotektif, antifungal, antibakteriyel ve antiviral gibi bilimsel olarak
kanitlanmis ¢ok sayida yararl biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmekte ve bu sebeple
Avrupa’dan Dogu Asya’ya geleneksel tip, kozmetik ve gida gibi bircok alanda
kullanilmaktadir (5, 11, 12). Propolisin gosterdigi biyolojik aktiviteler icerisindeki

flavonoidler, aromatik asitler ve esterleri gibi bilesiklerden kaynaklanmaktadir (13).

Propolisteki onemli bilesenlerden flavonoidler ve fenolik asitler giiglii antioksidan
ozellikleriyle karakterize edilmektedirler. Bu o&zellikleri onlarin yapisal karakterleriyle
yakindan iligkilidir. Propolisin igerigindeki en 6nemli bilesenlerden olan fenolik asitlerin
antioksidan aktivitesini serbest radikalleri sliplirme, metal iyonlarini selatlama ve oksidazlari

inhibe ederek enzimlerin aktivitelerini degistirme etkisi olusturmaktadir (14).

Ham propolis recineli bir madde olmasi sebebiyle insanlarin tiikketimi yoniinden
bircok c¢oziicliye karst avantajli olan su ile ekstraksiyon islemine tabi tutulmaktadir.
Literatiirde, son yillarda propolisin sulu ekstraktinin biyolojik aktivitesinden sorumlu oldugu

bilinen kimyasal bilesiminin tespiti ve antioksidan aktivitesi ile ilgili gerceklestirilen



caligmalarin artmakta oldugu goriilmektedir. Propolisin ekstrakte edilmesinde kullanilan bu
¢oziicliniin propolisin belirli bilesenlerini ¢c6zme etkisinden dolay1, diger ¢oziiciilere gore
tespit edilen kimyasal bilesenlerde farkliliklar tespit edilecegi bilinmektedir. Propolisin
karakterizasyon caligmalarinda kimyasal bilesiminin tespiti i¢in kullanilan yontem de
oldukca oOnemlidir. Giiclii kromatografik araglarin kullanimi, propolis gibi karmasik
karigimlardaki biyolojik aktif maddelerin belirlenmesi ve 6l¢iimiinii saglamak i¢in gereklidir
(8). Cesitli kromatografik araglar arasinda yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
stiphesiz polifenolik bilesiklerin karakterizasyonu i¢in en yaygin ve giivenilir analitik teknigi
temsil etmektedir (15). Bu sebeple ayn1 anda birden fazla bilesigi analiz etme kabiliyeti olan
yikksek basingli sivi  kromatografisi-diyod array dedektéor (HPLC-DAD) teknigini
kullanmanin ¢alismanin basarisin1  arttiracagl diisliniilmustiir. Literatiirde propolisin
kimyasal bilesimini etkileyen bir diger 6nemli faktor olan cografik konum 6zelligi dikkate
alinarak Diinya’nin farkli tilkelerinde cesitli calismalar gergeklestirilmistir. Ancak tilkemizin
dogal bitki Ortiisiiniin zenginliginden yola cikildiginda, su ile ekstrakte edilmis Tiirk
propolisiyle ilgili bolgesel degisikliklerin gbz Oniine alinarak gerceklestirildigi herhangi bir

caligmaya literatlirde rastlanilmamaistir.

Bu tez calismasinda; Tirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen propolis
orneklerinin sulu ekstraktlar1 hazirlanarak, HPLC-DAD yontemi ile iceriginde bulunan
bilesenler ve bunlarin miktarlarinin tespit edilmesi ve ayni zamanda hazirlanan propolis
orneklerinin toplam polifenol, toplam flavonoid icerik ve demir indirgeyici gii¢ tayinlerinin
gerceklestirilerek antioksidan Ozelliklerinin ortaya konularak birbirleriyle kiyaslanmasi

amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Propolis

Propolis, kovanlarin yakinindaki bitkilerin tomurcuklarindan veya eksiidalarindan
bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan toplanan ve balmumu, polen ve tiikiiriikk enzimleriyle
hidroliz ederek olusturulan dogal reginemsi bir maddedir. Propolis kelimesi Yunanca’da,
pro- igin “On ya da savunma” ve -polis i¢in “sehir” kelimelerinden tiiretilerek “Kovanin

savunulmas1” anlaminda kullanilmaktadir (4, 16, 17).

Arilar kovanlardaki catlaklart kapatmak ve i¢ duvarlari yumusatarak diizeltmek igin
propolisi bir yap1 malzemesi olarak kullanir ve kovani savunulabilir hale getirirler (18).
Buna ek olarak propolisi, kovanda harici istilacilara ve hastaliklara, 1s1 yalitimina (kovan

bariyer olarak da kullanilir (16, 19).

Propolis bal arilarinin sdzde sosyal bagisikliginin 6nemli bir unsurudur: Arilarin
sosyal bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak diisiiniilebilir, bu da koloniye bir biitlin olarak
enfeksiyonlara ve parazitlere karsi genel bir savunma saglar (18). Propolisin arilar icin
onemine dikkat ¢eken insanlar, antik caglardan beri bu reginelerin faydalarindan da

yararlanmiglardir (20).
2.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolisin rengi arilar tarafindan toplanildig: bitki kaynagina bagl olarak genellikle
kahverengi olmakla birlikte sar1, kirmizi, yesil veya siyah tonlarina kadar degisebilmektedir
(21). Igerdigi ugucu yaglar nedeniyle ise kendisine 6zgii bir kokuya sahiptir (22). Propolis
oda sicakliginda ve daha yiiksek sicakliklarda yumusak, esnek ve ¢ok yapiskan bir halde
bulunurken daha diisiik sicakliklarda sert ve kirilgan bir hal alir. Erime noktas1 genellikle 60
°C ile 70 °C arasinda degisiklik gostermekle birlikte bazi propolis tiirlerinde bu sicaklik 100
°C’yi bulabilmektedir (13, 19). Resim 1’de propolis 6rnegi gosterilmistir.

2.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolisin kimyasal bilesimi bitki ortiisiine, cografi ve ekolojik bdlgeye, toplanma
mevsimi, toplanma yontemi ve toplayan ari tiirlerinin farklilig1 gibi ¢esitli faktorlere bagl

olarak degisiklik gosterir (4, 17).



Resim 1. Propolis 6rnegi

Her ne kadar bilesimleri farkliliklar gosterse de propolis drneklerinin ¢ogu genel
kimyasal yapilarinda 6énemli benzerlikler paylasmaktadir. Ham propolis genellikle yaklagik
%50 regine ve balsam, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5
organik bilesiklerden olusur (22). Tablo 1’de propoliste bulunan baslica bilesenler ve

miktarlar1 verilmistir.

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler ve miktarlar1 (Cuesta’dan, 23)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)
Flavonoidler
Recine Fenolik asitler ve esterleri 45-55
Terpenler

Arilar veya bitki kaynakli mum,
Mum ve yag asitleri o o 25-35
Bitkilerden ¢oklu doymamis yag asitleri

Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler 10
Proteinler
Serbest aminoasitler
Polen . . 5
Vitaminler

Eser elementler

Laktonlar
Kinonlar

Diger maddeler ) 5
Steroidler

Sekerler




Propolis, en heterojen dogal maddelerden biridir ve halihazirda 300’den fazla
molekiilden olustugu, lizerinde yapilan pek ¢ok calisma ile tanimlanmis ve karakterize
edilmistir (24). Propolis reginesini olusturan ana kimyasal gruplar polifenoller olarak
adlandirilan flavonoidleri, fenolik asitleri veya bunlarin esterlerini igermektedir. Bu
bilesikler disinda genel olarak propolis icerisinde terpenler, naftalin ve stilben tiirevlerine ek
olarak proteinler, aminoasitler, steroidler, alkoller ve seker gibi ¢esitli bilesenler siralanabilir
(17).

Propoliste baglica magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot (I), sodyum (Na), bakir
(Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn), demir (Fe) ve aliiminyum (Al) olmak iizere yaklasik 30
element kesfedilmistir. Ayrica B grubu vitaminlerinin yan1 sira C, D, E vitaminleri ile
birlikte provitamin-A (B-karoten) ve bir dizi yag asidi igerir. Tiim bunlara ek olarak
propolisin yapisinda siiksinat dehidrojenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit

fosfataz gibi baz1 enzimler de izole edilmistir (22, 25).
2.1.3. Polifenoller (Fenolik Bilesikler)

Polifenoller, bitkilerde yaygin olarak dagilan genis bir bilesik sinifidir (26). Biiyiime,
metabolizmay1 dilizenleme, ultraviyole (UV) radyasyonuna ve g¢esitli patojenlere karsi
korunma gibi aktivitelerde farkli rollere sahip bitki ikincil metabolitleridirler. Cesitli bitki
tiirlerinde 8000°den fazla polifenolik bilesik tanimlanmustir (27, 28).

Polifenoller, bir veya daha fazla hidroksil fonksiyonel grubu eklenmis en az bir
aromatik halkaya sahip bilesikler olarak tanimlanirlar. Kimyasal yapilara dayanarak, dogal
polifenoller flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar, stilbenler ve diger polifenoller dahil
olmak {tizere ¢esitli siniflara ayrilirlar. Fenolik asitler ve flavonoidler en yaygin polifenol
siiflaridirlar ve tiim polifenollerin sirasiyla yaklasik %30 ve %6011 olustururlar (29).
Fenolik asitler esas olarak hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit olmak tizere iki
gruba ayrilirlar. En ¢ok ¢alisilan polifenol grubu olan flavonoidler ise alt1 alt sinifa ayrilirlar
ve bunlar flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller, antosiyanidinler ve izoflavonlardir

(30).

Polifenoller, oksidatif strese karsi koruma, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklara, diyabete, astima ve hatta yaglanmaya karsi koruma dahil olmak {izere potansiyel
saglik yararlarini arastiran ¢ok sayida ¢alismaya tabi tutulmustur (27). Flavonoidler ve
fenolik bilesikler propolisin 6nemli bilesenleridir ve bu bilesenlerin oksidatif siiregte serbest

radikalleri ortadan kaldirma yetenekleri kanitlanmistir (31).



2.1.3.1.Flavonoidler

Onemli bir dogal iiriin sinifi olan flavonoidler, bitki kralliginda yaygin olarak
bulunan diisiik molekiil agirlikli kimyasal bilesiklerdir. Varlig1 eski zamanlardan beri bilinen
flavonoidlerin kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda
bildirilmis olup giinlimiizde yapisal olarak tanimlanmis 6000°den fazla flavonoid ¢esidi

vardir (32-34).

Flavonoidler, oksijenli bir heterosiklik ve 2 fenolik halkadan olusan bir yapidir (28).
Ucg karbon atomundan olusan dogrusal bir zincir (C6-C3-C6) ile degistirilen iki halka
tarafindan olusturulur ve bu yap1 genellikle A, B ve C olarak adlandirilan 15 karbon atomlu
2-fenil benzopiran (difenilpropan) yapisinda ii¢ halka olusturmak i¢in kendini yeniden
diizenler (35). Yap1 karbon atomlar1 C halkasindaki oksijenden baslayarak, B halkasindaki
karbon atomlar1 ise iissii (’) rakamlarla olacak sekilde numaralandirilir (36). Sekil 1°de

flavonoidlerin temel kimyasal yapisi gosterilmistir.

Sekil 1. Flavonoidlerin temel kimyasal yapis1 (Stalikas’tan, 37)

Flavonoidlerde siniflandirma C halkasinin  yapisima dayanirken, ¢esitlilik
hidroksilasyon ve miiteakip hidroksil gruplarinin metilasyonu ve glikozidasyonundan gelir
(38). Flavonoidler en az iki fenolik gruba (-OH) sahiptir ve sekerlerle iligkili olduklarinda
glikozitler, yapilarinda seker olmadiginda ise aglikon olarak adlandirilirlar (35). Bitkilerde
genellikle glikozile halde bulunurlar, yaprak, ¢icek ve meyvelerdeki mavi, kirmizi, sar1 ve
turuncu parlak tonlarin olusmasindan sorumludurlar (39). Flavonoid siniflarinin temel

kimyasal yapilar1 Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. Flavonoid smiflariin temel kimyasal yapilar1 (Oztiirk’ten, 40)

Gidalardaki flavonoller nispeten diisiikk konsantrasyonlarda bulunurlar ve C
halkasinin 3. pozisyonunda glikozile olabilen bir hidroksil grubuna sahiptirler (27, 34).
Flavonoller metilasyon ve hidroksilasyon modellerinde ¢ok ¢esitlidir ve farkli glikozilasyon
modelleri goz oniine alindiginda, meyve ve sebzelerdeki en yaygin ve en biiyiik flavonoid
alt grubudur (34). Ana temsilcileri birgok bitkisel gidada bulunan kuersetin ve kaemferol
iken mirisetin, galangin, rutin, fisetin ve isorhamnetin onemli flavonoller arasina yer
almaktadir (41). Sogan, kivircik lahana, pirasa, brokoli ve yaban mersini zengin flavonol

kaynaklaridir (27). Sekil 3’te 6nemli flavonollerden bazilar1 gosterilmistir.

fisetin kaempferol

Sekil 3. Kuersetin, mirisetin, fisetin ve kaempferoliin kimyasal yapilar1 (Oztiirk’ten, 40)



Flavonlar, 2-fenil-1-benzopiran-4-on omurgaya sahip flavonoid ailesinin énemli bir
sinifint olusturur (32). Flavonlar, C2 ve C3 arasinda bir ¢ift bagin varlig1 ve B halkasinin
C2’ ye baglanmasi ve C4 konumunda bir keto grubu ile karakterize edilirler (41, 42).
Flavonlar ¢cogu glikozitler olarak ortaya ¢ikar ve ¢igek, yaprak ve meyvelerde yaygin olarak
bulunmaktadirlar (34). Apigenin, krisin ve luteolin 6nemli flavonlardir (41). Meyve
kabuklari, kereviz, maydanoz, kirmizi biber, papatya, nane ve domates kabugu zengin flavon
kaynaklaridir (43). Onemli flavonlardan apigenin, luteolin ve krisinin kimyasal yapilari

Sekil 4°te gosterilmistir.
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Sekil 4. Apigenin, luteolin ve krisinin kimyasal yapilar1 (Oztiirk’ten, 40)

Flavanonlar, C halkasint doyurur; bu nedenle, flavonlarin aksine, 2 ve 3 konumlari
arasindaki c¢ift bag doymustur ve bu, flavonoidlerin iki alt grubu arasindaki tek yapisal
farktir. Bitki tlirtine bagl olarak, bitkisel kisimlardan iiretken organlara kadar tim bitki
kisimlarinda, yer {istiinde ve altinda flavanonlar bulunabilir. Flavanonlar arasinda,
naringenin ve hesperetin aglikonlart ve glikozidleri gidalardaki yiiksek prevalanslari
nedeniyle Ozellikle 1ilgi c¢ekicidir. Naringin, narenciye meyvelerinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunurken diisiik konsantrasyonda domates ve iiriinlerinde bulunan bir
flavanondur. Glukoz kismi nedeniyle ac1 bir tada sahiptir. Cesitlerine bagl olarak farkli
naringin icerikleri sunan greyfurt ve eksi portakaldaki ana flavonoiddir. Hesperetin ve
glikozidi olan hesperidin esas olarak limon, eksi limon, tatli portakal ve mandalina gibi
narenciye tiirlerinde yliksek oranda bulunur (44). Sekil 5’te naringenin, naringin, hesperetin

ve hesperidinin kimyasal yapilar1 verilmistir.
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Sekil 5. Naringenin, naringin, hesperetin ve hesperidinin kimyasal yapilari (Oztiirk’ten, 40)

Flavanoller hidroksil grubu her zaman C halkasinin 3 pozisyonuna bagli oldugu i¢in

flavan-3-ollere de atifta bulunmakla birlikte flavonoid alt siniflar1 arasinda en karmasik

yapilara sahip olanlardir. Bir¢ok flavonoidin aksine C2 ve C3 arasinda ¢ift baglar1 yoktur

(29, 34). Flavanoller dogada genis bir dagilma sahip olan basit monomerleri (katesinler),

oligomerleri ve polimerleri icermekte ve bunlarin son ikisi proantosiyanidinler veya tanenler

olarak bilinmektedirler (29). En o6nemli flavanollerin kimyasal yapilar1 Sekil 6’da

gosterilmigtir.
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Sekil 6. Katesin, epikatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin ve epigallokatesin gallatin

kimyasal yapilar1 (Oztiirk’ten, 40)



Katesin ve epikatesin, gallat gruplariyla esterlestirme sirasinda gallik asit
konjugatlar1 epikatesin gallat, epigallokatesin ve epigallokatesin gallat olusturabilir (41).
Katesinler genel olarak elma, armut, seftali, yaban mersini, yesil ve siyah ¢ayda siklikla

bulunur (27, 34).

Izoflavonoidler, aromatik B halkasinin, C halkasindaki 3. karbon atomuna
baglanmastyla olusan flavonoidlerin bir alt grubudur (41). Ostrojene yapisal benzerlikler
nedeniyle izoflavonidler, fitokimyasallarin bir baska 6nemli sinifi olan fitodstrojen olarak
siniflandirilmiglardir. Agirlikli olarak soya fasulyesi ve diger baklagil bitkilerinde bulunurlar
(34). Genistein ve daidzein, bu alt sinifin temsili tiyeleridir ve Sekil 7°de kimyasal yapilar

verilmistir (29).

genistein daidzein

Sekil 7. Genistein ve daidzeinin kimyasal yapilar1 (Oztiirk’ten, 40)

Antosiyaninler, ¢icek, meyve ve yapraklardaki renklerden sorumlu suda ¢oziiniir
bitki pigmentleridir (42). Bitkilerde genelde aglikonlar1 olan antosiyanidin seklindedirler
(29). En yaygin antosiyanidinler, apigenidin, siyanidin, pelargonidin, delfinidin ve
malvidindir (41). Cogunlukla kizilcik, kirmizi {iziim, ahududu, ¢ilek, yaban mersini olmak

tizere kirmizi ve mor renkli meyvelerde goriiliirler (34). Baslica antosiyaninler Sekil 8’de
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apigenidin delfinidin

Sekil 8. Siyanidin, malvidin, apigenidin ve delfinidinin kimyasal yapilar1 (Oztiirk’ten, 40)
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Dogada tiim bu flavonoid bilesikleri, bitkilerden elde edilen {iriinlerdir ve bitkinin
cesitli kistmlarinda bulunmakla birlikte insan organizmasinda sentezlenememektedirler (34,
45). Polifenolik bitki sekonder metabolitlerinin en genis ve yaygin grubu olup bitkilerde
biyolojik siiregte dnemli roller {istlenirler (34). Flavonoidler sebze ve meyve gibi birgok
bitkisel gida ve siklikla tiiketilen ¢ay ve meyve suyu gibi igeceklerde yer aldigindan giinliik
insan diyetinde énemli miktarlarda bulunmaktadirlar (46). Insan beslenmesinin énemli bir
boliimiinii olusturmasina ve geleneksel bitki tibbinda binlerce yildir kullanilmasina ragmen

flavonoidlerin saglik tizerine olasi etkileri son yillarda biiytik ilgi odagi olmustur (47).

Flavonoidler, sagligi gelistiren genis bir etki yelpazesiyle iliskilidir. Cesitli
nutrasotik, farmasotik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda vazgegilmez bir bilesendirler ve bu
durum flavonoidlerin gesitli biyolojik 6zelliklerine atfedilir (34). Flavonoidler, ¢cok sayida
akut ve kronik insan hastaliklarinda olas1 yararl etkilerini degerlendirmek i¢in ¢ok sayida
epidemiyolojik ve deneysel ¢alismada kullanilmistir (41). Bu ¢alismalarda flavonoidlerin
antiviral, antibakteriyel, anti-inflamatuvar, antikanser ve norotoprotektif fonksiyonlar gibi
bir dizi biyolojik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (32). Bununla birlikte, en ¢ok ilgi,
serbest radikal olusumunu azaltma ve serbest radikalleri temizleme yeteneklerinden dolay1

flavonoidlerin antioksidan aktivitesine gosterilmistir (34).
2.1.3.2. Flavonoidlerin Antioksidan Ozellikleri

Flavonoidler insan viicudunda bir dizi koruyucu islevi yerine getirirler. En 6nemli
biyolojik 6zellikleri ise antioksidan olarak gorev yapmalaridir (34). Oksijen radikalleri ve
lipid peroksidasyonu; aterosklerozis, kanser ve kronik inflamasyon gibi hastaliklarin 6nemli
etkenleridir (48). Flavonoidlerin bir¢ok biyolojik aktivite ve hastaliklara kars1 koruyucu
etkileri oksidatif stresi ve buna bagli olarak oksidatif hasar1 azaltma yeteneklerinden

kaynaklanir (46).

Flavonoidlerin antioksidan ozellikleri hem in vitro hem in vivo olarak detaylica
arastirilmistir. Calismalarda flavonoidlerin reaktif oksijen tiirlerini azaltma, metal selatlama,
a-tokoferil radikallerini ve singlet (tekli) oksijen olusumunu azaltma veya engelleme gibi
pek cok ozelligi belirlenmistir (49). Bir¢ok flavonoid bilesigi, organizmada fizyolojik
islevlerinin yani sira oksijen metabolizmasinda dnemli bir rol oynayan, 6zellikle Fe ve Cu
olmak {izere, gecis metal iyonlarini etkili bir sekilde kenetlemektedir (25). Flavonoidler bu

islevi tagidiklar1 hidroksil ve karboksil gruplariyla yerine getirirler ve boylece serbest radikal
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olusum reaksiyonlarin1 ve lipidlerin oksidasyonunu onleyip antioksidan etki olustururlar

(33, 34).

Flavonoidler, serbest radikallerin iiretimi tizerindeki inhibitdr etkileri ve reaktif
oksijen tiirevi radikalleri (ROS), reaktif azot tiirlerini (RNS) ve diger reaktif tiirleri siipiiriicli
aktiviteleri nedeniyle antioksidan etkiye sahiptir (33). Serbest radikallerin neden oldugu
hasar1 ¢esitli sekillerde onleyebilirler ve bunun bir yolu da serbest radikallerin dogrudan
atilmasidir. Flavonoidler, radikaller tarafindan oksitlenir ve daha kararli, daha az reaktif bir
radikal ile sonuglanir. Bagka bir deyisle, flavonoidler, radikalin reaktif bilesigi ile reaksiyona
girerek reaktif oksijen tiirlerini stabilize eder. Flavonoidlerin hidroksil grubunun yiiksek
reaktivitesinden dolayi, “Esitlik 1” de agiklandigi gibi radikaller etkisiz hale getirilir (49,
34). Flavonoidlerin reaktif oksijen tiirlerini yakalamasi asagidaki mekanizmayla

gerceklesmektedir (50).
Flavonoid (OH) + R* — Flavonoid (O’) + RH (Esitlik 1)

Flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri, kimyasal yapilarindan, yapilar i¢indeki 6zel
ikame modellerinden ve hidrojen veren molekiiller olarak hareket etmelerini saglayan
fenolik hidrojenlerden kaynaklanir (33). Flavonoidlerde fenol gruplarinin varligi onlara
antiradikal aktiviteyi daha c¢ok kazandirir ¢linkii siliplirme sirasinda olusan radikaller

rezonans stabilize edilir (51).

Flavonoidlerin antioksidan Ozellikleri yapilarinda bulunan su bilesiklerden

kaynaklanmaktadir:

- B halkasindaki orto-dihidroksi (katekol, radikal hedef yeri) grubu, 6nemli ol¢iide
ROS ve RNS siipiirme yetenegi gosterir ve olusturulan fenoksil radikalinin yiiksek

stabilitesini saglar. B halkasindaki hidroksil gruplari, radikaller i¢in elektron vericileridir.

- C2 ve C3 arasindaki ¢ift bag ve C halkasinda 4-okso grubunun varligi, B halkasinda
bir elektronun yer degistirmesinin nedenidir. Antioksidan 6zellik, aromatik halkanin bir
elektronunun yerinden ¢ikmasindan kaynaklanir. Bilesiklerin serbest radikallerle reaksiyonu

sirasinda aromatik halka rezonansinin etkisiyle fenoksil radikalleri olusur ve stabilize olur.

- A ve C halkasinda 4-okso gruplarmin varliginda C3 ve C5 karbonuna yakin

hidroksil gruplari, maksimum serbest radikal siipiiriicii etkileri iiretir (25).
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Bu her ii¢ grubu tasiyan flavonoidler maksimum antioksidan aktivite gosterirken,

daha az grup tasiyanlarin ise antioksidan 6zelligi daha zayif oldugu belirtilmektedir (52).

Glikozilasyon, flavonoidlerin antioksidan yeteneklerini azaltir. Aglikon yapidaki
flavonoidler, glikosidik baglantili  formlarindan daha gii¢clii  antioksidanlardir.
Flavonoidlerdeki antioksidan 6zelligin azalmasinin bir diger sebebi de muhtemelen sterik
engellemenin bir sonucu olarak flavonoiddeki C3 pozisyonunda metoksil gruplarinin varlig
olabilmektedir (25). Tiim bunlar gbz Oniine alinarak yapilan pek ¢ok calisma, propolisin
biyolojik aktivitesinden baslica sorumlu olan flavonoidlerin ve fenollerin insan viicudundaki

serbest radikalleri temizleyebilecegini gostermektedir (31).
2.1.3.3. Fenolik Asitler

Benzen halkalar {izerindeki hidrojen atomlarinin bir karboksilik asit grubu ve en az
bir hidroksil ile yer degistirmesiyle olusan bir bilesikler sinifi olan fenolik asitler, bitkilerde,
bitki besinlerinde ve insan metabolitlerinde yaygin olarak bulunur (53). Fenolik asitler,
serbest, konjuge veya ¢oziinmez bagl formlarda bulunurlar (54). Gidalarin tipik duyusal
ozelliklerine katkida bulunan, renk, ¢ekingenlik, burukluk ve sertlik veren aromatik ikincil
metabolitlerdir. Flavonoidlerin aksine, serbest fenolik asitler yiiksek biyoyararlanima ve

suda iyi ¢oziiniirliige sahiptir (53, 55).

Fenolik asitler esas olarak iki alt gruba ayrilir: hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik
asitler. Smiflandirma iki farkli karbon gercevesi ve aromatik halka iizerindeki hidroksil
gruplarinin konumuna ve sayisina baglhidir (55). Sekil 9’da fenolik asitlerin temel kimyasal

yapist gosterilmistir.

R, R,
> —\\ > \\
R,~{ /) —CH=CH—COOH R~ /)—COOH
N\ / \: //
R, R,
sinnamik asit tiirevleri benzoik asit tiirevleri

Sekil 9. Fenolik asitlerin temel kimyasal yapist (Calinoiu’dan, 54)

Hidroksibenzoik asitler, C6-C1 yapisina sahip benzoik asit tlirevleridir. Gallik asit,
p-hidroksibenzoik asit, ellagik asit, siringik asit ve vanilik asit, aromatik halkanin

modifikasyonuna bagli olarak kendi aralarinda farklilik gosteren baslica hidroksibenzoik
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asitlerdir. Yenilebilir meyve ve sebzeler genellikle ¢ok diisiik konsantrasyonlarda

hidroksibenzoik asit igerirler (54, 55).

Hidroksisinnamik asitler, C6-C3 yapist ¢ercevesine sahip sinnamik asitlerin
tirevleridir. Hidroksisinnamik asitler genellikle c¢esitli konjuge formlarda (esterleri)
bulunurlar. Ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve sinapik asit en ¢ok One ¢ikan
hidroksisinnamik asit tiirevleridirler. Dogada bircok meyve ve sebzede yaygin olarak
bulunan kafeik asit kuinik asit ile birlikte esterleserek klorojenik asidi olusturmak i¢in bir
araya gelir (55, 56). Baz1 hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitlerin kimyasal yapilari

Sekil 10°da verilmistir.

o o o
ESS H
oH
HLC cH
*" o o~ ° mnHo oH
- OH
sinapik asit gallik asit
O o o
= = =
OH OH OH
CH
OH o~ °
OH OH OH
p-kumarik asit kafeik asit ferulik asit
HO o HO o
o—CHs HiC o—CHs
OH OH
wvanilik asit siringik asit

Sekil 10. Baz1 hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitlerin kimyasal yapilar1 (Oztiirkten,
40)

Genel saglik iyilestirmesine katkida bulunan fenolik asitler ayn1 zamanda oksidatif
hasar hastaliklarina karsi koruma, cesitli kanser tiirlerinin 6nlenme, anti-inflamatuvar,
immiinomodiilatér, antialerjik, antiaterojenik, antitrombotik, kardiyoprotektif ve

antidiyabetik aktivite sergilemektedirler (57).
2.1.3.4. Fenolik Asitlerin Antioksidan Ozellikleri

Fenolik asitler, tipta ve saglikli gidalarda potansiyel uygulamalar1 olan serbest
radikal kaynakli viicut hasarimi ve kronik hastaliklar1 giderebilen miikemmel dogal
antioksidanlar olarak kabul edilir (53). Dogrudan antioksidanlar olarak bilinmesinin yani

sira; endojen koruyucu enzimleri indiikleyerek dolayli antioksidan aktivite ve sinyal
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yollarinda pozitif diizenleyici etkiler gosterirler. Fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi igin
cesitli mekanizmalar bilinmesine ragmen, hidrojen atomu bagis1 yoluyla radikal

temizlemenin ana yontem olduguna inanilmaktadir (55).

Fenolik asitlerin antioksidan yetenek merkezi fenolik hidroksildir, bu nedenle fenolik
hidroksillerin sayis1 ve konumu, antioksidan aktiviteleri ile dogrudan iligkilidir. Ayrica
metoksi ve karboksilik asit gruplari da fenolik asidin antioksidan 6zelligi iizerinde 6nemli
etkilere sahiptir (53). Fenolik asitlerde aromatik halka {tizerindeki gruplar, yapinin
stabilizasyonunu etkiler ve sonug olarak radikal sondiirme kabiliyetini etkiler. Bu nedenle,

farkl fenolik asitler farkli antioksidan aktiviteye sahiptirler (55).

Sekil 11, fenoksil radikallerinin konjuge rezonans stabilizasyonunun bir
gosterimidir. Fenoksil-radikal elektronu baglangicta yiiksek oranda elektronegatif oksijen
atomunda bulunmasia ragmen, elektronun lokalize olmasi ve aromatik halka boyunca
paylasilmasi muhtemeldir. Hidrojen atomu, “Esitlik 2 de antioksidan bilesigin reaktan
hidroksi ikame edicisine ne kadar zayif tutulursa, serbest radikal substratlarla hidrojen atom
transferi reaksiyonlarina o kadar olas1 ve daha hizli katilacaktir. Bu nedenle, bir antioksidan
tiriniin gereken bag ayrigma entalpisi ne kadar biiyiikse, hidrojen atom transfer
mekanizmasi araciligiyla serbest radikal sondiirme reaksiyonlarina katilmada daha az aktif

bir fenol bilesigi olacaktir (58).

(m)RO2 + ArOH — (n)ROOH + ArOr (Esitlik 2)

(CH
\j) o o o o
@@éﬁ

Sekil 11. Fenoksil radikallerinin konjuge rezonans stabilizasyonu (Craft’tan, 58)

Monohidroksi asitler etkili hidroksil radikal siipiiriiciilerdir. Ayrica, halkada ilave
metoksi grubunun varligiyla birlikte bir hidroksil grubu ile asitli ortamda antioksidan
aktivite artar. Orto pozisyonda bir alkil veya metoksi grubunun varligi da fenolik asitlerin

stabilitesini ve antioksidan Ozelliklerini artirir.
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Benzoik asidin dihidroksi tiirevleri, hidroksil gruplari 3. ve 5. pozisyonlarda
goriindiigiinde en giiclii antioksidan 6zellikleri gosterir. Benzoik asit tlirevleri arasinda 3, 4
ve 5. pozisyonlarinda ii¢ hidroksil grubu iceren gallik asit, ¢ok iyi antioksidan &zellikle
karakterize edilir. Aromatik halkadaki ek hidroksil gruplarinin antioksidan aktivitenin
artmas1 lizerindeki etkisi sinnamik asit durumunda da gdzlemlenebilir. Bu nedenle kafeik

asitin, kumarik asitten daha giiclii bir antioksidan etkiye sahip oldugu belirtilmektedir.

Fenolik asitlerin antioksidan aktivitesinin giicli ayn1 zamanda karboksil grubunun
konumuna baglidir. Grubun hidroksibenzoikasitlerin bagislayic1 6zellikleri {izerinde
olumsuz bir etkisi vardir. Etilen grubu igeren bir yan zincire sahip olan hidroksisinnamik
asitler ise hidrojen bagislama konusunda daha biiyiik bir yetenek sergiler ve bu sekilde
olusturulan radikal daha stabildir. Bu nedenle, sinnamik asit tiirevleri, benzoik asit

tiirevlerinden daha iyi antioksidan 6zellikler gosterir (25).
2.1.3.5. Kafeoilkuinik Asitler

Klorojenik asitler bitkiler tarafindan iiretilen ve sinnamik asit tiirevlerinin (kafeik,
ferulik ve p-kumarik asitler dahil olmak tizere) kuinik asit ile esterlestirilmesiyle sentezlenen
fenolik bilesikler grubudur. Klorojenik asitler terimi, bu siniftaki ilk bilesik olan klorojenik
asitten kaynaklanmaktadir (59). Bununla birlikte, klorojenik asitler terimi, kumaroil kuinik
asitler, feruloil-, kafeoil- ve dikafeoil- de dahil olmak iizere kuinik asit ile birlikte tiim
hidroksil sinnamik esterleri ifade eder. Ayrica, her bir alt grup i¢in birka¢ izomerik
klorojenik asitler formu vardir. Klorojenik asit kimyasal yapisi nedeniyle Uluslararas1 Saf
ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) mevcut numaralandirma kurallarina gore, 5-O-
kafeoilkuinik asit olarak adlandirilmalidir ancak, hala bir¢ok arastirmaci IUPAC’dan 6nce
terminoloji olan 3-O-kafeoilkuinik asidi kullanmaktadir (60). Klorojenik asidin kimyasal

yapist ve mevcut [UPAC numaralandirmasi Sekil 12°de gdsterilmektedir.

OH

HO R OH
HO OH

Sekil 12. Klorojenik asidin kimyasal yapisi ve IUPAC numaralandirilmast (Santana
Galvez’den, 61)
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Klorojenik asit, bitkilerde yaygin olarak dagilan insan beslenmesindeki ana
polifenollerden biridir. Klorojenik asitlerin ana kaynaklarindan bazilar1 tartigmasiz
diinyadaki popiiler olarak tiiketilen kahve, ¢ay gibi i¢ecekler ile kakao, elma ve armut gibi
yiyeceklerdir. Bir¢ok saglig1 gelistirici 6zellige sahip oldugundan klorojenik asit {izerinde
cesitli calismalar yapilmistir (59, 60). Yapilan bu caligmalarda klorojenik asidin giiglii
antioksidan 0Ozelligi basta olmak iizere anti-inflamatuvar, antikanser, antidiyabetik,
antihipertansif ve antindrodejeneratif gibi pek cok biyolojik aktiviteye sahip oldugu

belirtilmektedir (59, 61, 62).

Klorojenik asitlerin antioksidan etkisi ¢esitli bitki ekstraktlarinda bildirilmistir (60).
Klorojenik asitler potansiyel saglik yararlari, serbest radikalleri azaltmak ve oksidasyon
reaksiyonlarin1 engellemek i¢in hidrojen atomlari vermesinin bir sonucudur. Serbest
radikalleri azaltmak ve oksidasyon reaksiyonlarini engellemek icin hidrojen atomlar:
verdikten sonra, klorojenik asitler ilgili fenoksil radikallerine oksitlenir ve bu fenoksil

radikalleri, rezonans stabilizasyonu ile hizli bir sekilde stabilize edilir (63).
2.1.4. Propolisin Bitkisel Kaynag:

Bilimsel c¢alismalar, propolis bilesenlerinin 1ii¢ farkli kaynaktan geldigini
gostermektedir. Bunlar balmumu ve tiikiirik gibi hayvansal, g¢esitli agaclarin
tomurcuklarindan salgilanan regineler gibi bitkisel ve propolis iiretimi sirasinda tesadiifen

ortaya c¢ikan polen, nektar ve bal gibi maddelerdir (21).

Propolisin {iretiminde arilar i¢in mevcut olan malzemeler; yaprak ve yaprak
tomurcuklari, regine, zamk, vb. gibi bitkiler tarafindan aktif olarak salgilanan maddeler ve
bitkilerdeki yaralardan atilan maddelerdir (64). Bal arilar1 oportiinisttir (kosullardan kendi
cikarlarina gore yararlanan), boylece ihtiyaglarii mevcut kaynaklardan toplar (kovanin
yakiindaki bitki ortiisiinden) ve regineyi olustururlar; dolayisiyla propolisin kimyasal
bilesimi esas olarak bu fitocografik 6zellikler ile belirlenir (17, 65). Propolisin kavak
(Populus spp.), hus (Betula spp.), ¢cam (Pinus spp.), mese (Quercus spp.), karaagac (Ulmus
spp.), kizilagacg (Alnus spp.) ve sogiit (Salix spp.) gibi ¢esitli bitkisel kaynaklardan toplandigi
bildirilmistir (66, 67).

Birgok calisma, kovanin etrafindaki bitkilere, hasat alaninin cografyasina ve iklim
kosullarina gore farkli kimyasal bilesime sahip diinyadaki farkli propolis tiirlerini ortaya
cikarmistir. Farkli kavak tiirlerinin tomurcuk eksiidalari, esas olarak Avrupa, Asya ve Kuzey

Amerika dahil olmak iizere 1liman bolgedeki ana propolis kaynagidir ve bu nedenle 1liman
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bolge propolisi genellikle kavak (poplar) propolis olarak adlandirilir. Kavak propolis ayn1
zamanda Cin ve Yeni Zelanda’nin tropikal olmayan bolgelerinde de bulunabilmektedir (16).
Bu bolgelerdeki propolis ornekleri benzer kimyasal bilesim gostermekle birlikte biyolojik
olarak aktif bilesikler olan flavonoidler, fenolik asitler ve bunlarin esterleri dahil
polifenollerle karakterize edilirler (67, 68). Kavak tipi propolis i¢indeki fenolik asitler,
tiirevleri ile birlikte esas olarak benzoik ve sinnamik asit ile temsil edilir (14). Tiirkiye,
Bulgaristan, Yunanistan ve Cezayir’den farkli propolis 6rneklerinin kimyasal bilesimi esas
olarak flavonoidler, kafeik ve ferulik asitlerin esterlerini igerdigi ve bunun da ana

kaynaklarinin kavak tomurcuklari oldugunu belirtilmektedir (67).

Hus tipi propolis 0Ozellikle Rusya’da bulunur ve ana bitki kaynagi Betula
verrucosa’dir. Ana biyolojik aktif bilesikleri kavakta bulunanlardan farkli flavonlar ve
flavonollerdir (16, 67). Tropikal bolgelerdeki propolis bilesenleri ise bitki Ortiisiindeki
farklilik nedeniyle iliman bdlgelerdekilerden farklidir (69). Bu bdlgeden elde edilen
propolisler agirlikli olarak prenile p-kumarik asit tiirevleri, flavonoidler, benzofenonlar,
lignanlar ve terpenler igerir (70). Clusia spp.’nin Kiiba ve Venezuela bulunan Clusia
propolisinin baskin kaynaklart oldugu bildirilmistir. Bu bitkiler, poliprenillenmis

benzofenonlar agisindan zengindir (16).

Brezilya'da, botanik kokenlerine, fiziksel 6zelliklerine, kimyasal 6zelliklerine ve
cografi konumlarina gore pek ¢ok propolis tiirli tanimlanir ve siniflandirilir (13). Brezilya
yesil propolisi en ¢ok incelenen propolistir ve Brezilya’ya 6zgii bir bitki olan Baccharis
dracunculifolia (Asteraceae) en onemli botanik kaynagidir. Brezilya yesil propolisi esas
olarak prenile fenilpropanoidler, triterpenler, diterpenler, klorojenik ve kafeoilkuinik asitler
bakimindan zengindir. Bir bagka tiir olan kahverengi propolis ise Copaifera tiirlerinden gelir
(16, 17). Botanik kaynagi olduk¢a degisken olan kahverengi propolis drnekleri baslica
flavonoid ve terpenleri icermekle birlikte yapisinda asetofenonlar ve klorojenik asit gibi
bilesenler de bulunmaktadir (70, 71). Kirmiz1 propolis ise son zamanlarda kuzeydogu
Brezilya'da, Kiiba ve Meksika bildirilmistir. Bu bolgelerdeki arilar Dalbergia ecastophyllum
(L.) Taub bitkisinin ylizeyinde ve dal agzinda kirmizi regineli sizintilar1 toplar. Farkli bir
bitki tiirti kullanildig i¢in bu propolis tiirii o bolgedeki diger propolis tiirlerinden farkli
bilesim gosterir. Bu propolis 6rnegi, izoflavonoidler, prenile edilmis benzofenonlar ve

naftokinon epoksit igermektedir (13, 16, 17, 70).
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Pasifik Okyanusu bulunan Okinawa ili, Tayvan ve Endonezya’dan elde edilen
propolis oOrneklerinin Avrupa ve Brezilya gibi diger bolgelerde goriilmeyen C-prenil-
flavanonlar agisindan zengin oldugu ve bunun sebebinin ise o bolgelerde yaygin olarak

dagilmis Macaranga tanarius tropikal agactan kaynaklandig1 bilinmektedir (16, 72).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ise Akdeniz bolgesinde yeni bir tiir propolis
ortaya ¢ikmistir. Akdeniz propolisi olarak adlandirilan ve bitki kaynaginin Cupressaceae
ailesine ait oldugu Sicilya, Girit, Yunanistan ve Malta’dan gelen bu propolis tiirleri ana

bilesenler olarak diterpenleri sunmaktadir (16).

Asagidaki Tablo 2’de bitki kaynagi, cografik kokeni ve baslica bilesenlerine gore en

yaygin propolis tiirleri verilmistir.

Tablo 2. Bitki kaynagi, cografik kdkeni ve baslica bilesenlerine gore en yaygin propolisi
tiirleri (Sforcin’den, 73)

Propolis Tipi Bitki Kaynag Cografik Kokeni Baslica Bilesenler
Avrupa, Asya’nin tropik Flavonlar ve flavanonlar,
Kavak tipi Populus spp. olmayan bolgeleri, Cin, Yeni fenolik asitler ve esterlerini
Zelanda, Kuzey Amerika igeren polifenoller
Hus tipi Betula verrucosa Rusya Flavonlar ve flavonoller
Kahverengi tip Copaifera Brezilya Flavonoidler ve terpenler

Prenillenmis fenilpropanoidler,
Yesil tip Baccharis spp. Brezilya diterpenler, triterpenoidler,

klorojenik ve benzoik asitler

izoflavonoidler, prenillenmis

Kirmizi tip Dalbergia spp. Brezilya, Meksika, Kiiba benzofenonlar ve naftakinon
epoksit
Clusia tipi Clusia spp. Kiiba ve Venezuela Poliprenillenmis benzofenonlar

o Pasifik Bolgesi (Endonezya, ] ]
Pasifik tipi Macaranga tanarius ] Prenillenmis flavanonlar
Tayvan ve Okinawa)

o Yunanistan, Girit, Sicilya, .
Akdeniz tipi Cupressaceae ailesi Mal Diterpenler
alta

19



Propolisin gesitli faktdrlere bagli olan kimyasal bilesimi ¢ok degisken olup bu durum
tibbi kullanim ve standardizasyon i¢in problem olusturur. Propolisin evrensel
standardizasyonu zor ve karmagsiktir. Bitki kaynaginin bilesimi propolisin bilesimini
belirledigi i¢in propolis kompozisyonunun ve botanik kokeninin ayrintili bir arastirmast
zorunludur (4, 67). Bu sebeple Diinya’nin farkli bdlgelerinden propolis oOrneklerin
karsilastirildigr cesitli tiirde calismalar gergeklestirilmistir. Cesitli kokenlerden gelen
propolisin farkli kimyasal bilesime sahip olup farkli biyolojik aktivitelere yol acabildigi,
ancak ayni tlir biyolojik aktivite de sergileyebildigi gosterilmistir. Bu nedenle son yillarda
propolisin ¢esitli biyolojik oOzelliklerini arastirmak ve karsilastirmalar yapmak igin
gerceklestirilen hemen hemen her c¢alisma, kullanilan propolis  Orneklerinin
karakterizasyonunu igermektedir. Bununla birlikte, propolisin saglik sistemine kabul
edilebilmesi i¢in standardizasyona ve bunun saglanabilmesi i¢in de tiim diinyada

uygulanabilecek bazi yontemlerle kimyasal analizlere ihtiyact vardir (21).
2.1.5. Propolisin Coziiciiler ile Yapilan Ekstraksiyonu

Propolis rec¢ineli bir maddedir ve odun, balmumu, polen ve hatta 6lii arilar gibi
safsizliklar igerir. Bu nedenle propolis hammadde olarak kullanilamaz ve c¢oziictilerle
ekstraksiyon ile saflastirilmalidir. Bu islem sirasinda inert materyali ¢gikarmali ve polifenolik

fraksiyonu korumalidir (73, 74).

Propolis drneklerinin segilmesi kadar nemli olan bir adim da ekstraksiyon islemidir.
Propolisin ekstrakte edilmesi ve ekstrakt i¢indeki konsantrasyonunun belirlenmesi igin
kullanilan yontem de Onemlidir. Propolis ornekleri cesitli ekstraksiyon metodlart ile
hazirlanmaktadir. Caligsmalarda kullanilan bazi metodlarin yiiksek ekstraksiyon verimi

sagladigi, kisa zaman dilimleri ve daha az emek gerektirdigi belirtilmektedir (67).

Ekstraksiyonu etkileyen dnemli parametrelerden biri uygun ¢oziiciiniin segilmesidir.
Biyolojik deneylerde kullanilan ekstraktlardaki yaygin ¢oziiciiler farkli konsantrasyonlarda
etanol, metanol ve sudur. Ekstraksiyon sirasinda kullanilan ¢oziiciiler propolisin aktivitesini
etkileyebilir, ¢iinkii farkli ¢oziiciiler farkl bilesikleri ¢ozer ve ¢ikarir. Biyolojik olarak aktif
bilesenler (polifenolik bilesenler; fenolik asit ve flavonoidler) bakimindan zengin propolis
ekstraktlar1 elde etmek i¢in etanol ile ekstraksiyon 6zellikle uygundur (75). Propolisin
bilesimindeki ¢cogu madde lipofilik o6zellikte oldugundan ve lipofilik bilesikler etanol
icerisinde ¢6ziiniir durumda bulundugu i¢in propolisin ekstrakte edilmesinde etanol yaygin

kullanilan ¢o6ziiciidiir (76). Bununla birlikte propolisin 6zellikle su basta olmak iizere
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metanol, aseton, kloroform ve propilenglikol gibi farkli ¢oziiciilerle ekstraksiyonu ile de
flavonoidler ve fenolik asitlerin elde edildikleri bilinmektedir (77). Coziiclinliin sec¢imi,
ekstraktin nihai kullanimina baglidir. Tibbi ve gida teknolojisi islemleri neredeyse her zaman
etanol veya sulu ekstraktlarla gerceklestirilir. Bunun yanisira glikol ekstreleri, su bazl
emiilsiyonlarda ¢oziinmeyi iyilestiren bir¢ok kozmetik uygulama i¢in kullanilabilmektedir

(65, 67).

Literatiirdeki ¢aligmalarin ¢cogunda polifenollerin agirlikli olarak bulundugu etanolik
propolis ekstraktlar1 kullanilmasina ragmen, sulu propolis ekstraklartyla da yapilan
caligmalarin son zamanlarda arttig1 goézlenmektedir (78). Etanoliin suya kiyasla propolis
bilesenlerinin biliyiik kismint ¢dzmesi bu ¢Oziicliyli daha avantajli hale getirdigi
diistiniilmesine ragmen etanol ile hazirlanan ekstraktlarin hos olmayan tat ve aromatik
kokusu, bazi kisilerde alkol intorelansi yapabilmesi, yiiksek alkol kullaniminin toksik
etkileri gibi baz1 dezavantajlar1 s6z konusudur (76). Ustelik normal insan fibroblast hiicreleri
kullanilarak yapilan laboratuvar ¢alismalarinda sulu ekstraktin hiicrelerde herhangi olumsuz
bir etki gostermedigi ancak etanollii ekstraktin ise hiicre siklusunda degisiklige sebep oldugu
gosterilmis ve apiterapi uygulamalarinda normal hiicrelere sitotoksik etki gdstermeyen

ekstraktlarin kullanilmasi gerektigi belirtilmistir (79).

Propolisin sulu ekstraktindaki bilesenlerin etanolik ekstrakta gore daha yiiksek
antioksidan aktiviteye ve bazi enzimlere karsi yliksek inhibitor/aktivator etkisine sahip
oldugu belirtilmektedir. Su ile ekstrakte edilmis g¢esitli propolis 6rneklerinin sinnamik asit
ve tlirevleri (p-kumarik asit, artepillin C, drupanin, bakkarin) ve kafeoilkuinik asit tiirevlerini
(klorojenik asit; dikafeoilkuinik asit; 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit; 3,5-di-O-kafeoilkuinik
asit; 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit; 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit) icerdigi tespit edilmistir (80-
82). Tiirk propolisinin sulu ekstraktiyla yapilan ¢alismalarda ise fazla miktarda kafeik asitin
yani sira trans-sinnamik asit, klorojenik asit ve 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit igerdigi tespit
edilmistir (78). Propolisin sulu ekstraktiyla ilgili yapilan ¢alismalarda anti-inflamatuvar,
hepatoprotektif etki, yara iyilestirici ve trombosit agregasyonunun inhibisyonu etkinligi de

belirlenmistir (83, 67).
2.1.6. Propolisin Analizinde HPLC-DAD Kullaniminin Onemi

Giiclii kromatografik araclarin kullanimi, propolis gibi karmasik karigimlardaki
biyolojik aktif maddelerinin belirlenmesi ve Ol¢liimiinii saglamak igin gereklidir (8).

Literatiirde propolisin kompleks kimyasal bilesimini analiz etmek i¢in HPLC, ytiksek
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performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC), Niikleer Manyetik Rezonans (NMR),
ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografisi (GC) ve kapiler elektroforez (CE) gibi
cok sayida yontem kullanilmaktadir. Cok gelismis tekniklerin oldugu giiniimiiz ¢aginda
propolisin standardizasyonu karsisinda Ozellikle HPLC-DAD, yiiksek basingli sivi
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (HPLC-MS) ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(GC-MYS) gibi ¢ok yiiksek ayirma verimliligi olan tekniklerin daha uygun teknikler oldugu
belirtilmektedir. Bu teknikler, bilinmeyen interferanslarin varliginda bile ilgili birkag

bileseni dogrudan ve ayn1 anda nicellestirmeye izin veren 6nemli avantaja sahiptirler.

Tiim bu metodlar arasinda farkli dedektorlerle birlestirilmis HPLC siiphesiz
polifenolik bilesiklerin karakterizasyonu i¢in miilkemmel ayirma kabiliyeti ile en yaygin
kullanilan ayirma teknigi olarak kabul edilir (84). Bu teknik, cesitli polarite, molekiiler kiitle,
ucuculuk ve termal hassasiyete sahip bilesikler gibi ¢cok sayida bilesik tiirli i¢in gecerlidir
(85). Bununla birlikte, geleneksel HPLC yonteminin segiciligi, polifenollerin yapisal
benzerligi ve propolis matrisinin yiiksek karmasikligi nedeniyle, yiiksek verimli kolonlarla
veya daha uzun eliisyon siiresiyle bile bilesiklerin ayrilmasi zorlugu gibi bazi dezavantajlar

vardir.

Karmagsik numunelerde ilgili birden fazla analitin ayni anda nicellestirilmesinde
biiyiik basar1 saglayan HPLC-DAD, nispeten polar dogasi bulunan propolisin fenolik
bilesiklerinin ayrilmasi ve miktar tayini i¢in yaygin olarak kullanilan favori yontemlerden
birisidir (73). HPLC analizlerinde uzun yillardan beri UV dedektorler kullanilmaktadir.
Giliniimiizde ise DAD en sik kullanilan UV/Vis (ultraviyole/goriiniir) bolge dedektor
tiplerinden biri olmustur. DAD ile birlestirilmis HPLC, analitleri kromatogramdaki tepe
noktalarina ayirabilir. Kantitatif bilgiye ilaveten kalitatif bilgi de sunmasi sebebiyle DAD
pik tanimlanmasinda giivenilir sekilde kullanilmaktadir. DAD’m, UV dedektoriine gore
cesitli tistlinliikleri vardir. Ancak en Onemlisi tiim dalga boylarini ayni anda dlgmesi ve
tasarimindaki farklilik sayesinde analizlerde es zamanli olarak ornekteki UV-Vis
absorbsiyonuna sahip bilesenlerin UV-Vis spektrumlarinin da elde edilebilmesidir (85). Bu
ozellik, 6zellikle bir numunede farkli polifenol gruplari karistirildiginda, ayirma sisteminin
performansini 6nemli dl¢iide artirir. Uygun dalga boylar: secildiginde (6rnegin maksimum
absorpsiyonda), tiim gruplar en yiiksek hassasiyetle tespit edilebilir. Algilama dalga

boyunun uygun bir se¢imi, ¢Oziilmemis veya zayif ¢Ozlilmiis bir tepe noktasinin
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nicellestirilmesini de miimkiin kilabilir. Bununla birlikte, numuneler ¢ok benzer bilesikler

icerdiginde, spektruma dayali geleneksel yaklagimlarin kullanimi genellikle sinirhidir (86).
2.1.7. Propolisin Biyolojik Aktivitesi

Propolis ¢ok eski yillardan beri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (16).
Propolis ve bilesenlerinin antioksidan, anti-inflamatuvar, immiinomodiilatér, antikanser,
antimikrobiyal, sitotoksik, hepatoprotektif, noroprotektif, antifungal, antibakteriyel,
antiviral ve antiiilser gibi bilimsel olarak kanitlanmig ¢cok sayida yararli biyolojik aktivitelere
sahip oldugu bilinmekte ve bu sebeple Avrupa’dan Dogu Asya’ya geleneksel tip, kozmetik
ve gida gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (11, 12, 19, 45).

Literatiirde propolisin gosterdigi biyolojik aktivitelerin, igerisindeki flavonoidler,
terpenoidler, aromatik asitler ve esterleri gibi bilesiklerden kaynaklandigi belirtilmektedir
(13). Cesitli etkenler propolisteki biyolojik olarak potansiyel etkilerinden sorumlu olan aktif
ana bilesenleri ve bunlarin aktivitesini degistirir. Caligmalarda ¢esitli cografik ve botanik
kokenlerden incelenen propolis 6rneklerinin bilesen igerigindeki farkliliklar dogrulanmaistir.
Bu kimyasal bilesimdeki farklilik propolis Orneklerinin farkli biyolojik aktivite
gostermelerine sebep olabilmektedir. Ayni1 zamanda yine bu ¢aligmalarda farkli bilesenlere
sahip propolis Orneklerinin birgok benzer biyolojik aktivite gostermekte oldugu da

goriilmiistiir (18).
2.1.8. Propolisin Kullanim Sekilleri ve Kullanim Alanlari

Antik caglardan beri, insanlik propolisi biyolojik ve farmakolojik O6zellikleri
nedeniyle farkli alanlarda kullanmaktadir. Propolisin yiiksek tibbi aktivitesi ve terapotik
etkinligi, geleneksel tibbi uygulamada genis kullanim alanina katkida bulunmustur (14).
Misirhilar, propolisin ¢lirlime dnleyici 6zelliklerini kabul edip kadavralarint mumyalamak
icin kullanmislardir. Tibbi o6zelliklerini ilk taniyanlar ise Romalilar ve Yunan doktorlar
olmustur. Antik Yunanistanda propolis, ¢esitli enfeksiyonlar i¢in dezenfektan ve antiseptik
olarak kullanilmistir. Propolisin kullaniomi1 Orta Cag’da Arap doktorlar arasinda
stirdiiriilmiistiir. Savas alaninda askerlerin yaralarinin tedavisinde merhem veya krem olarak
kullanilmistir. Propolis kullanim1 daha sonra zamanla gelistirilmistir. Glinlimiizde propolis
ile ilgili aragtirmalarin gelistirilmesi temel olarak kimya ve kimyasal bilesiminin analiz
edilmesine izin veren analitik yontemlerin gelistirilmesi ile iligkili olup kimyasal bilesimi

19. ve 20. yiizyillarda belirlenmistir (13, 17).
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Modern bilim, propolisin insan saglig1 iizerinde biiyiik etkisi olan sayisiz yararl
biyolojik 6zelligini kesfetti. Giiniimiizde propolis antioksidan, anti-inflamatuvar, antiobezite
ve antitimdr gibi birgok biyolojik 6zelik nedeniyle ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ¢ok
sayida uygulamaya sahiptir (3, 18, 24, 87). Propolisin biyolojik aktivitesinin taninmasinin
bir sonucu olarak, potansiyel uygulamasiyla ilgili arastirmalara 6nemli bir odaklanma
olmustur. Bu arastirmalarin sonucu olarak propolis iceren dnemli sayida iirlin gelistirilmig
ve ticarilestirilmistir. Tim bu {iriinlere tiiketicilerin ilgisi ve talebi glin gectik¢e artmis ve

propolis diinya ¢apinda biiyiik bir popiilerlik kazanmistir (18, 19).

Genis kullanim alani bulunan propolis ham olarak nadiren kullanilir, ancak cesitli
ekstraksiyonlar ile elde edilen propolis ekstraktlari tibbi, diyet ve kozmetik gibi cesitli
amaclar i¢in kullanilir. Popiiler bir fonksiyonel gida olan propolisi, insan tiiketimi
iiriinlerinde, ekstrakt olarak, kapsiil formunda, agiz yikama soliisyonlari, sekerler, kremler,
bogaz pastilleri, sabun ve tozlar gibi farkli sunumlarda ticari olarak bulunan ve mum
icermeyen saflagtirllmig pekcok {irlinde gormekteyiz (4, 19, 24). Propolisin mevcut
uygulamalarinda siklikla kargimiza ¢ikan formlari ise iist solunum yolu enfeksiyonlar1 ve
grip benzeri enfeksiyonlar i¢in tezgahiistii preparatlarin yani sira yara iyilesmesinde faydal

dermatolojik preparatlari icerir (74).

Propolisin doku yenilenmesini uyardigini gosteren ¢aligmalarin yani sira yanik ve
postoperatif yara komplikasyonlarimin tedavisindeki basarist da pek cok calismayla
aciklanmistir (67). Bu nedenle propolis biyo-kozmetik bir bilesen olarak alkollii ve
hidroalkolik &zleri, vazelin, zeytinyagi veya lanolin iceren merhemlerde yaygin olarak

kullanilmaktadir (3).

Dis hekimligindeki ana endiselerden biri ¢esitli dis hastaliklari ile iligkili bakteriyel
enfeksiyonlardir. Bu nedenle agiz hijyeni, disleri saglikli tutmak ve bakteriyel enfeksiyonlari
azaltmak icin son derece Onemlidir. Hastalar iizerinde yapilan c¢alismalar sonucunda
propolisin antibakteriyel, antiseptik ve yara iyilestirici potansiyeli hakkinda olumlu veriler
yaymlanmakta ve bu nedenle propolis, agiz enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in de biiytik ilgi

gormektedir (67, 88).

Son zamanlarda, veterinerlik tibbi alan1 da goz Oniine alindiginda, propolisin
hayvanlar iizerinde bir¢cok farkli uygulamada kullanildigin1 goérmekteyiz. Bu cesitli
uygulamalar listesi, propolisin sadece insanlar icin degil, ayrica hayvanlar i¢in de

fonksiyonel bir gida olarak siniflandirilmasini desteklemekte ve yiiksek ticari degerini hakl
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¢ikarmaktadir (24). Insanlara uygulandifinda giivenilir olan propolisin, insanlar icin

Onerilen giivenli dozu 1.4 mg/kg ve 70 mg/giin’diir (22).

Propolis ayni zamanda antimikrobiyal aktivite gosterdigi i¢in bircok bulasict
hastaligin tedavisi ve Onlenmesi icin bir alternatif olarak kabul edilir. Antimikrobiyal
ilaclarla sinerjistik bir etkiye sahiptir ve bdyle bir birliktelik, tedavide kullanilacak yeni
giiclii trtinlerin kesfi i¢in ilag endiistrisi tarafindan takip edilmesi gereken bir ilgi alanidir.
Ayrica yapilan bazi ¢calismalarda propolisin g¢esitli ekstraktlarinin antibiyotiklerle eszamanl

uygulanmasinin antibakteriyel sinerjizm {irettigi gosterilmistir (4, 89).
2.1.9. Propolisin Antioksidan Aktivitesi

Bitki kdkenli maddeler flavonoidler ve fenolik asitler gibi ¢esitli bilesenleri igerir ve
bu fitokimyasallarin antioksidan 6zellikleri iyi bilinmektedir. Bu sebeple, polifenolik bilesen
icerdigi bilinen propolisin antioksidan aktivitesi iizerine pek ¢ok ¢alisma gerceklestirilmistir.
Bu ¢alismalarda, propolisin serbest radikallere ve serbest radikallerin sebep oldugu hasara
kars1 antioksidan etki gosterdigi bildirilmektedir. Propolisin icerigindeki polifenolik
bilesenlerin antioksidan aktivitesini, serbest radikal yakalama, metal iyonlarini gelatlama,
enzimlerin aktivitelerini degistirme ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme etkisi
olusturmaktadir (17, 25). Bilesen polifenollerin kimyasal yapisi, propolisin serbest
radikalleri etkili bir sekilde ortadan kaldirmasini saglar. Propolisin antioksidan 6zelliginin
mekanizmasi, hiicreyi oksidasyon reaksiyonlarindan korumak i¢in hidrojen iyonlarim

serbest radikallere bagislayan fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir (19, 25).

Propolisin ve bilesenlerinin antioksidan aktivitesi iizerine yapilan g¢alismalarda
sonuglarin biiylik cogunlugu oksidatif stres belirteclerinde bir azalma oldugunu gostermistir.
Propolisin, lipid peroksidasyon olusumunu azaltarak, antioksidan enzim aktivitelerini
artirarak, serbest radikallerden koruyarak ve serbest radikal olusumunu engelleyerek cesitli
dokularda oksidatif stresi onledigi gosterilmistir. Bu sonugclar, oksidatif stres iizerinde
propolis ve bilesenlerinin bir antioksidan ve serbest radikal siipiiriicli olarak énemli bir rolii

oldugunu gostermektedir (90).
2.2. Radikal Kavram ve Oksidatif Stres
2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller en dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektronu

olan 6mri kisa, stabil olmayan (kararsiz) ve olduk¢a reaktif kimyasal ajanlardir (91).
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Radikaller kimyasal formiillerde ve kisaltmalarda, genellikle sag taraftaki {ist simge noktayla
gosterilirken (R’), pozitif yiiklii, negatif yiikli ve elektriksel olarak yiiksiiz olabilmektedirler
(92).

Biyolojik dokularda iiretildiklerinde, yakinlarindaki molekiiller ile kolayca
reaksiyona girerek, ¢cogu durumda insanlar i¢in zararli olan radikal veya radikal olmayan
tiirler tretirler ve bu sekilde olusan zincir reaksiyonu binlerce reaksiyona rol acar (91).
Serbest radikal tiirleri arasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS),

karbon merkezli radikaller ve sulfiir merkezli radikaller bulunur.

Serbest radikaller, herhangi bir biyokimyasal siire¢ i¢in temeldir ve aerobik yasamin
ve metabolizmanin énemli bir boliimiinii temsil ederler. Genellikle normal bir molekiiliin;
kovalent baginin homolitik boliinmesi, tek bir elektron kaybi ve tek bir elektron eklenmesi
ile olusabilmektedirler. Serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklardan
iiretilebilir. Endojen olarak, hiicre iginde iiretilirler; hiicre i¢cinde hareket ederler ve ¢evreye
salinirlar (92). Endojen kaynakli serbest radikal kaynaklari, genellikle daha karmasik ve
kapsamli mekanizmalar1 igerir. Serbest radikallerin en Onemli endojen kaynaklari,
mitokondriyal solunum zinciri enzimleri, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz’a ek olarak, Fe
ve Cu gibi metal iyonlar1 ve biyolojik molekiillerin (katekolamin, hemoglobin gibi)
otooksidasyon reaksiyonlarini icerir. Eksojen kaynaklar arasinda ise ilaglar (&zellikle
antikanser ajanlar), ksenebiyotikler, radyasyon, kimyasal kirleticiler (6rnegin pestisitler),
viriisler, bakteriler, egzoz ve sigara (hem aktif hem de pasif) yer almaktadir. Asir1 alkol ve

stres kosullar1 da serbest radikal olusumuna neden olabilmektedir (92, 93).

Molekiiler oksijen (O2), yasam ve hiicre islevi i¢in temel bir bilesiktir. Reaktif oksijen
tirleri liretiminin en Onemli kaynagi mitokondrideki normal aerobik metabolizmadir.
Solunum zinciri yoluyla ATP olusumunun fizyolojik siireci sirasinda, molekiiler oksijen iki
su molekiiliine indirgenir (94). Bununla birlikte, enerji doniisiimii sirasinda baz1 elektronlar
erken “sizar”, bu solunum zincirinden kacan elektronlar ROS’dan biri olan siiperoksit
anyonu vermek i¢cin molekiiler oksijen ile etkilesime girer ve ardisik reaksiyonlarla birlikte

cesitli reaktif oksijen tiirleri tiretilir (91).

Canli sistemlerdeki reaktif azot tiirleri ise esas olarak nitrik oksit (NO’) ve nitrojen
dioksit (NO>') radikallerinin yan1 sira nitrik asit (HNO>) gibi radikal olmayanlar1 igerir. NO,
eslenmemis elektronu sayesinde serbest bir radikaldir ve hidroksil radikalleri (OH’) ve NOy

iiretebilir. O2’nin NO' ile reaksiyonu, giiclii bir biyolojik oksidan olan peroksinitritin
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(ONOO") olusumu nedeniyle ilgi gérmektedir (92, 95). En 6nemli ROS ve RNS iiyeleri
arasinda ¢ok reaktif olan OH', siiperoksit radikali (O2"), NO" ve peroksil radikallerinin (RO2’)
yant sira hidrojen peroksit (H»0.), singlet oksijen (O°), hipokloréz asit (HOCI) ve
peroksinitrit (ONOQ") gibi radikal olmayan tiirler bulunmaktadir (93).

2.2.2. Serbest Radikal Tiirleri
2.2.2.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit spesifik olarak zararli bir tiir degildir, dogas1 geregi indirgeyicidir ve esas
olarak bir hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metal iyonlarinin bir indirgeyicisi olarak
kullanilir. Molekiiler oksijen, paralel doniislere sahip iki eslesmemis elektron nedeniyle
nispeten reaktif degildir ve elektron aldiginda siiperoksit anyon radikalini olusturur. Ilk tek
degerlikli indirgeme agamasi (yani oksijenin aktivasyonu), bir elektron bagis1 gerektirir ve
“Esitlik 3” 6rneginde oldugu gibi O~ iiretir. Indirgenmis gecis metallerinin oto-oksidasyonu

da “Esitlik 4” ve “Esitlik 5 de oldugu gibi O>" olusturabilir (92).

O,+e —» Oy (Esitlik 3)
Fe**+ 0, —> Fe** + 0y” (Esitlik 4)
Cu"+0; —> Cu* + 0Oy (Esitlik 5)

Stiperoksit radikalleri, bir siiperoksit radikalinin bagka bir siiperoksit radikaliyle
reaksiyona girerek oksijen ve hidrojen peroksit olusumuna yol agtig1 yerde dismutasyona
ugrama kabiliyetine sahiptir (94). Dismutasyon reaksiyonlari, ¢ogu serbest radikal igin
tipiktir; ayni radikalin iki molekiilii bir elektron transfer siirecinde reaksiyona girer (91).
Bununla birlikte, iiretilen H>O», daha kimyasal reaktif bir molekiil olan OH" olusumuna yol

acar (94).
2.2.2.2. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, en reaktif serbest radikal tiiriidiir ve ¢ok kisa bir yar1 6mre sahiptir.
Dolayisiyla yakin ¢evredeki ¢ok cesitli hiicresel bilesenlerle yiiksek affinite ile reaksiyona
girebilir. Ornegin, amino asit kalmtilarmi oksitleyebilir, DNA’nin bazlarinda kimyasal
degisiklikler olusturabilir ve DNA’nin her iki ipliginde kirilmaya sebep olabilir. Ayrica,
lipid peroksidasyonu olarak bilinen bir serbest radikal zincir reaksiyonunu baglatmak icin

membran lipidlerine saldirabilir (92, 94).
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Biyolojik sistemlerdeki bilinen en zararli oksijen tiirlerinden biri olan OH" Fenton
reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu adi verilen iki biiyiik biyokimyasal reaksiyonla
iiretilir (94). ik olarak, “Esitlik 6” da oldugu gibi metal iyonundan bir elektron ¢ikararak
hidrojen peroksitten (Fenton reaksiyonu) hidroksil radikallerinin iiretilmesini icerir. Ikinci
reaksiyonda ise “Esitlik 7" deki gibi metal iyonlar1 tarafindan yeniden olugturulan siiperoksit
radikalleri hidrojen peroksit ile reaksiyona girerler ve hidroksil radikalleri olustururlar
(Haber-Weiss). Gegis metal iyonlar1 (6rnegin Fe?*, Cu?*, vb.) biyolojik sistemlerde elektron
vericisi olarak islev goriirler (92) ve Fenton ve Haber-Weiss tipi reaksiyonlar yoluyla
hidroksil radikallerinin olusumuna katilabilirler. Bu nedenle, hiicrelerdeki serbest metal
seviyelerini artiran herhangi bir sey veya regiile edilmemis redoks-aktif metaller, ROS’u

asir1 iiretmek i¢in uygun olmayan bir sekilde oksijen ile reaksiyona girebilir (91).
Fe’" + HbO, —» Fe*' + OH (Esitlik 6)
0, +H,0, —» OH +OH + Oy (Esitlik 7)

2.2.2.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit esas olarak reaktif bir tiir degildir; bir oksitleyici ajandir ve
ozellikle gecis metal iyonlarinin varliginda bir hidroksil radikali kaynag1 olarak kullanilir.
H>O:’nin biyolojik molekiillerin ¢oguna kars1 reaktivitesi diistiktiir. HO> nin in vivo zararh
etkilerinin ¢ogunun ya gecis metal iyonlar1 ya da ¢esitli enzimler tarafindan aracilik edildigi
disiinilmektedir. Bu islemler, daha reaktif olan radikal tiirleri iiretir.

Hidrojen peroksit, “Esitlik 8” de goriildiigii gibi siiperoksit anyonundan dismutasyon
(iki stliperoksit molekiilii birbirleriyle reaksiyona girerek hidrojen peroksit ve oksijen
olusturmasi) reaksiyonu gibi kimyasal, enzimatik (siiperoksit dismutazlar, amino asit
oksidaz ve ksantin oksidaz gibi ¢esitli enzimler tarafindan katalizlenir) ve fitokimyasal

islemlerle iretilebilir (91).
20" +2H" —» H20,+ O (Esitlik 8)

2.2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Aerobik yasam, normal metabolizmada fizyolojik kosullar altinda iiretilen reaktif
oksijen tiirleri gibi siirekli bir serbest radikal iiretimiyle karakterize edilir. Reaktif oksijen

tiirlerinin canli sistemlerde zararli veya yararl olabilecek tiirler olarak ikili roller oynadiklari
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bilinmektedir. Yararl etkileri, diislik ila orta konsantrasyonlarda ortaya ¢ikma egilimindedir
ve ¢esitli fizyolojik rollere ve cok sayida hiicresel sinyal yoluna katilimlarimi igerir.
Potansiyel biyolojik hasara neden olan zararli etkileri ise ROS {iretimindeki artis,
antioksidan savunmasindaki azalma veya fazla prooksidanlarin (6rnegin metal iyonlar1) bir

sonucu olarak agir1 liretimlerinin bir sonucudur (91).

Reaktif oksijen tiirlerinin yararli ve zararhi etkileri arasinda siirekli ve hassas bir
denge, saglikli organizmalarin 6nemli bir yoniidiir ve bir dizi mekanizma ile saglanir.
Reaktif oksijen tiirlerinin hiicreye verebilecegi hasar, sadece hiicre i¢i konsantrasyonlarina
bagli degil ayn1 zamanda ROS ve antioksidan tiirler arasindaki dengeye de baglidir. Oksidan
ve antioksidan denge kayboldugunda DNA, RNA, lipidler ve proteinlerde dahil olmak {izere
bir¢ok hiicre i¢i molekiilii degistiren ve zedeleyen “oksidatif stres” olusmaktadir. Oksidatif
stres, ROS olusumu ile bir organizmanin bu reaktif ara maddeleri detoksifiye etme veya
neden olduklar1 hasar1 onarma kabiliyetinin bozulmasi arasindaki bir dengesizlikten

kaynaklanir (93).

Oksidatif stres biyolojik acidan Onemlidir ¢ilinkii kanser, ndrodejeneratif,
inflamatuvar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi genis ¢capta pek ¢ok hastalik ile iligkilidir.
Tiim bu hastaliklarin tedavisinde hem dogal hem de sentetik ¢ok cesitli antioksidanlar

kullanilmaktadir.

Antioksidanlar, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girebilen ve hayati
molekiiller zarar gérmeden zincir reaksiyonunu sona erdirebilen, zararl serbest radikallere
kars1 savascidirlar ve hiicresel hasarin Onlenmesinde rol oynarlar. Antioksidan talebi
biyolojik sistemlerle sinirlt degildir ¢iinkii bir antioksidan molekiil yalnizca tek bir serbest
radikal ile reaksiyona girebilir. Bu nedenle, antioksidan kaynaklarin endojen olarak veya

takviye yoluyla yenilenmesi i¢in siirekli bir ihtiyag¢ vardir (92).

Biyolojik sistemleri serbest radikal toksisitesinden korumak ig¢in, ¢esitli hiicresel
savunma mekanizmalar1 ile enzimatik ve enzimatik olmayan yollar, ROS iiretimini kontrol
altinda tutar (95). Serbest radikallerin aktif oksijen tiirevleri olan oksidanlar, canli
organizmalarda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT)
gibi biiyiik molekiiler agirlikli antioksidan enzim sistemleri ile ¢ok sayida diisiik molekiil
agirlikli transferrin, indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C) ve a-tokoferol

(E vitamini) ve karoten gibi antioksidanlar tarafindan yikilirlar. Enzimatik ve anzimatik
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olmayan bu bilesenler serbest radikallerin neden oldugu hasar1 dnlemeye veya onarmaya

yarar (92).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gere¢

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlarin ve sarf malzemelerin listesi tiretici firmalari

ve iiretim yerleri ile birlikte Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemelerinin 6zellikleri

Kullanmilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler Uretici Firma/Uretim yeri

Buzdolab1 (+4 °C) Profilo, Tiirkiye

Cam sise (25 ve 50 mL) Wheaton, ABD (Amerika Birlesik Devletleri)
Cam vial (2 mL) Agilent Technologies, Polonya

Calkalayicili inkiibator ShelLab/Sheldon S14, ABD

Cesitli cam malzemeler Isolab, Almanya

Cesitli hacimlerde (0.1-1000 pL) pipet uglari Eppendorf, Hindistan

C18 kolon Thermo Scientific, ODS-2 HYPERSIL, ABD
DAD Agilent, Almanya

Derin dondurucu (-20 °C) Bosch, Tiirkiye

Enjektor (Steril Siringa) Ayset, Tiirkiye

Enjektor filtresi (0.2 pm) Agilent, Polonya

Filtre (0.45 pum)
Hassas analitik terazi
HPLC

Kapakl tiip (1.5 mL)
Manyetik karigtiric
Mavi vidali kapak
Mikropleyt okuyucu
Otomatik pipetler
pH-metre

Pleyt (96 kuyucuklu)
Saf su aritma cihazi
Santrifiij

Sogutmali santrifiij
Sonikator

Vorteks

Agilent, Almanya

Mettler Toledo AB204-S, Isvicre
Agilent 1100 Series, Almanya

Lp Italiana SPA, italya

Termal, Tiirkiye

Agilent Technologies, USA

Versa max, Molecular devices, ABD
Socorex, Isvigre

Hanna Instruments, HI 2211, Romanya
Greiner bio one, Almanya

Kros, Birlesik Krallik

Eppendorf, Centrifuge 5810, Almanya
Beckman-Coulter, ABD

Sonics, ABD

IKA Vortex, Genius 3, Almanya




3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar maddeler, iiretici firmalar1 ve {iriin

kodlari ile birlikte Tablo 4’te verildi.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalar1 ve kodlari

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici Firma ve Kodu
Aliiminyum nitrat nonahidrat (Al(NO3)3.9H,0) Fluka, 06274

Asetik asit (CH;COOH) Sigma-Aldrich, 27225
Asetonitril (CH3CN) Sigma-Aldrich,34851
Demir (IIT) kloriir (FeCls) Sigma, F7134
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO4.2H>0) Merck, K16290176
Etanol (C;HsOH) Sigma, 34870
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck, HC140610
Gallik asit Sigma, G7384

Kafeik asit Sigma, C0625
Klorojenik asit Aldrich, C3878
Kuersetin Sigma, Q4951
Metanol (CH30H) J.T.Baker, 8415
Potasyum asetat (KCH3COO) Merck, K32043020
Potasyum hekzasiyanoferrat (II1) (KsFe(CN)e) Lancaster, 13746-66-2
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0) Merck, K1305445
Sodyum karbonat (Na,COs) Lancaster, 13098
Trans-sinnamik asit Aldrich, C80857
Trikloro asetik asit (TCA) Merck, K41041807
2-Propanol Merck, K40861440

(+)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-kroman-2-karboksilik asit (Troloks)  Aldrich, 238813

3.2. Yontem

Calismamizin ekstrakt ve standart hazirlama kisimlari ile antioksidan ve HPLC
analizleri Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Arastirma Laboratuari’nda gerceklestirildi.
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3.2.1. Propolis Orneklerinin Kaynaklar

Ham propolis ornekleri, Tiirkiye’nin farkli cografik bolgesindeki ari dirtinleri
iretiminin yogun oldugu Samsun (Bafra, Havza, Salipazari), Karabiik (Eskipazar,
Safranbolu, Yenice), Hakkari (Cukurca, Semdinli, Yiiksekova), Giimiishane (Merkez,
Torul), Trabzon (Ortahisar, Stirmene, Salpazari, Tonya, Yomra), Hatay (Dortyol), Ardahan
(Cildir, Gole, Hanak, Merkez, Posof), Tokat (Erbaa, Merkez, Zile), Bursa (Gemlik, Niliifer,
Orhaneli) illerinin belirtilen ilgelerinden Aricilar Birligi tarafindan temin edilmistir.
Calismada kullanilan propolis numunelerinden bazilar1 Resim 2’de gosterildi. Sekil 13°te

temin edilen tiim propolis érneklerinin Tiirkiye’de toplandig1 iller gdsterildi.
r Qo HRe _°.°
EOWHRE ...
nEG0O | 4 % i @ ©
4R . .% -

oS @
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Resim 2. Calismada kullanilan propolis numunelerinden bazilari. (a) Karabiik. (b) Tokat.
(¢) Ardahan. (d) Samsun. (e) Hakkari. (f) Trabzon. (g) Bursa. (h) Hatay. (i)
Gilimiishane.

Sekil 13. Propolis 6rneklerinin toplandig iller
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3.2.2. Sulu Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Aricilar Birligi tarafindan temin edilen ve buzdolabinda -20 °C’de dondurulmus olan
cesitli propolis ornekleri rendelendi ve rendelenen bu propolis Ornekleri ¢alisma sonuna
kadar -20 °C’de saklandi. Propolis drneklerinden hassas terazide 0.5’er g tartilarak herbiri
ayrt ayr1 50 mL’lik cam siselere aktarildi ve son hacimleri saf su ile 20 mL’ye tamamlandi.
Karigimlar iyice vortekslendikten sonra 60 °C’de 150 rpm’de siirekli ¢alkalanarak 24 saat
inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon sonrasi karigimlarin her biri 3000 g’de 10 dakika
santrifiijlendi, slipernatanlar siizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan 0.45 pm’lik membran
filtrelerden gecirildi. Bu sekilde hazirlanan 25 mg/mL’lik sulu propolis ekstraktlar1 gerekli
denemeler ve analizlerde kullanilmak iizere buzdolabinda +4 °C’de karanlikta saklandi.

Hazirlanan sulu propolisi ekstraktlarindan bazilarinin goriiniimii Resim 3’te gosterildi.

Resim 3. Hazirlanan sulu propolis ekstraktlarindan bazilarinin gériinimii

3.2.3. Sulu Propolis Ekstraktlarinin Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan sulu propolis ekstraktlarinin antioksidan o6zellikleri; toplam polifenol

icerik, toplam flavonoid igerik ve demir indirgeme giicii testleri kullanilarak belirlendi.
3.2.3.1. Toplam Polifenol icerigin Belirlenmesi

Sulu propolis ekstraktlariin toplam polifenol igerigi, modifiye edilmis Folin-
Ciocalteu metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Metod; fosfotungstik asidin
(H3P[W3010]4) bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Olgiilen fosfotungustik mavisinin absorbansinin miktar1, fenolik gruplarin sayisiyla
orantilidir ve toplam polifenol iceriginin ifade edilebilirligi i¢in standart olarak gallik asit

kullanilmaktadir (96, 97).
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Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmsi

%20°lik Na;CO3 Cozeltisi: 10 g Na,COj tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.

1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi: 1 mL 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 mL saf su eklenerek

1:10 oraninda seyreltildi. Tayin 6ncesi hazirlandi ve taze olarak kullanildu.

Standartlar: 10 mg gallik asit 1 mL saf su ile ¢oziilerek 10 000 pg/mL’lik gallik asit
standardi elde edildi. Bundan 1000 pg/mL’lik standart hazirlanarak saf su ile ¢oziilerek 250,
125, 62.5,31.25,15.625, 7.81,3.906 ve 1.953 pg/mL’lik gallik asit standartlar1 seri diliisyon

ile meydana getirildi.
Deneyin Yapihsi

Propolis ekstraktlar1 ¢esitli oranlarda saf su ile seyreltildi. Tablo 5’teki pipetlemeler
96 kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar gallik asit standart grafiginden yararlanilarak
pg/mL olarak hesaplandi ve mg gallik asit/g propolis (mg GA/g propolis) sekline
doniistiiriildii (Sekil 14). Her 6rnek icin 6l¢timler ii¢ kere tekrarlandi (n=3).

Tablo 5. Sulu propolis ekstraktlarinin toplam polifenol i¢eriginin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Su 12.5 uL - -
Ekstrakt - 12.5 uL -
Standart - - 12.5 uL
1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi 62.5 uL 62.5 uL 62.5 uL
%20’lik Na,CO3 125 puL 125 ulL 125 ulL

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.
700 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.
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Sekil 14. Toplam polifenol icerik tayini i¢in kullanilan gallik asit standart grafigi

3.2.3.2. Toplam Flavonoid Icerigin Belirlenmesi

Sulu propolis ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigi, aliiminyum Kkloriir
kolorimetrik metodu ile belirlendi. Metodun prensibi, AICl;’iin flavon ve flavonollerin C4
keto grubu, C3 veya C5 hidroksil gruplari ile asitte kararli kompleksler olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Buna ek olarak AICl;, flavonoidlerin A- veya B- halkalarinin orfo-
dihidroksil gruplan ile de kompleks olusturabilmektedir. Olgiilen absorbansin miktari,
flavonoid miktariyla orantilidir ve toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi amaciyla

standart olarak kuersetin kullanilmaktadir (98-100).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlansi
%80’°lik Etanol Cozeltisi: 80 mL’lik saf etanoliin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

%10°luk AI(NO3)s Cozeltisi: 2.5 g AI(NO3);3 tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye

tamamlandi.

1 M KCH;COO Cozeltisi: 2.454 g KCH3COO tartild, saf su ile ¢oziliip hacmi 25 mL’ye

tamamlandi.

Standartlar: 10 mg kuersetin 800 pL saf etanol ile ¢oziilerek hacmi saf su ile 1000 pL’ye
tamamlandi. 10 000 pg/mL’lik kuersetin standardi elde edildi. Bu ana stoktan 1:10 diliisyon
ile 1000 pg/mL’lik standart hazirlanarak %80’lik etanol ile ¢oziilmiis 200, 100, 50, 25, 12.5,
6.25,3.125 ve 1.5625 pg/mL’lik kuersetin standartlar1 seri diliisyon ile olusturuldu.
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Deneyin Yapilisi

Propolis ekstraktlar1 ¢esitli oranlarda saf su ile seyreltildi. Tablo 6’daki pipetlemeler
96 kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar kuersetin standart grafiginden yararlanilarak
ng/mL olarak hesaplandi ve mg kuersetin/g propolis (mg K/g propolis) sekline doniistiiriildii
(Sekil 15). Her ornek igin dlgiimler {i¢ kere tekrarland1 (n=3).

Tablo 6. Sulu propolis ekstraktlarinin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Su 20 uL - -
Ekstrakt - 20 pL -
Standart - - 20 uL
%80’lik etanol 172 uL 172 uL 172 uL
%10’luk AI(NO;), 4 uL 4 uL 4 ulL
1 M KCH;COO 4 uL 4 uL 4 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibe edildi.
415 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.

0,5 R2 = 0,9995

0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 15. Toplam flavonoid igerik tayini i¢in kullanilan kuersetin standart grafigi
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3.2.3.3. Demir Indirgeyici Giiciiniin Belirlenmesi

Antioksidanlar gibi indirgen maddelerin varligi, Fe**-ferrisiyaniir kompleksinin
Fe*"’ye indirgenmesine neden olmaktadir. Bu metodda, test edilen 6rnegin indirgenme
giicline bagli olarak test ¢ozeltisinin rengi saridan yesile donmektedir. Olusan yesil renk 700
nm’de maksimum absorbans vermekte ve artan absorbans artan indirgenme kuvvetini
gostermektedir. Demir indirgeyici giiciin ifade edilebilirligi i¢in standart olarak troloks

kullanilmaktadir (101, 102).
Kullanmilan Cozeltilerin Hazirlanis

0.2 M Fosfat Tamponu (pH: 6.6): 2.137 g NaH,P0O4.2H,0 ve 1.121 g Na,HPO4.2H,O
tartilarak karistirildi. Saf su eklenerek 90 mL’ye kadar ¢oziildii. Daha sonra pH’s1 6.6’ya

ayarlanarak hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

%1’lik K3sFe(CN)s Cozeltisi: 1 g KsFe(CN)g tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.
%10°luk TCA Cozeltisi: 5 g TCA tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

%0.1°lik FeCl3 Cozeltisi: 0.1 g FeCls tartildi, saf su ile ¢oziilip hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.

Standartlar: 1 mg troloks 1 mL saf etanol ile ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik troloks standardi
elde edildi. 1000 pg/mL’lik standarttan saf etanol ile ¢oziilmiis 250, 125, 62.5,31.25, 15.625,
7.813, 3.906 ve 1.953 pg/mL’lik troloks standartlar1 seri diliisyonla olusturuldu.

Deneyin Yapilisi

Propolis ekstraktlar1 ¢esitli oranlarda saf su ile seyreltildi. Metod modifiye edilerek
spektrofotometrik kiivetler yerine Tablo 7’deki pipetlemelerin ilk alti asamasi 1.5 mL
hacimli kapakli tiiplerde, sonraki asamalar ise 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar
troloks standart grafiginden yararlanilarak pg/mL olarak hesaplandi ve mg troloks/g propolis
(mg T/g propolis) sekline doniistiiriildii (Sekil 16). Her 6rnek igin Ol¢limler iic kere
tekrarlandi (n=3).
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Tablo 7. Sulu propolis ekstraktlarinin demir indirgeyici giicliniin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Su 40 uL - -
Ekstrakt - 40 uL -
Standart - - 40 uL
0.2 M Fosfat Tamponu (pH: 6.6) 100 pL 100 pL 100 pL
%1°lik KsFe(CN)s 100 pL 100 pL 100 pL

50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi ve sogutuldu.
%10’luk TCA 100 uL 100 uL 100 puL

3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki fazlardan 100’er pL almarak 96 kuyucuklu

mikropleyte aktarildi.
Saf su 100 uL 100 uL 100 uL
%0.1’lik FeCl; 20 uL 20 uL 20 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika inkiibe edildi.

700 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.
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Sekil 16. Demir indirgeyici gli¢ tayini i¢in kullanilan troloks standart grafigi
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3.2.4. HPLC-DAD Analizleri
3.2.4.1. Standartlarin Hazirlanmasi

HPLC ile analizde kullanilan standart maddeler literatiir ve daha dnce bolimiimiizde
gerceklestirdigimiz calismalar géz Oniine alinarak sulu propolisin iceriginde en fazla
bulunabilecek bilesiklerden segilerek klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik asit
olarak belirlendi. Coziinme durumlarina gore bu standart maddelerden 5’er mg tartilarak
kafeik asit ve trans sinnamik asit %100’lik metanolle ve klorojenik asit ise %40°lik
metanolle ¢oziiliip ilgili ¢coziiciileriyle 5’er mL’ye tamamlanarak 1000 pg/mL’lik ana stok
standart c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan tiim ana stok standart c¢ozeltileri 0.2 pm’lik
membran filtreden gecirildi. Ardindan secgilen 3 standartin alikonma zamanlarinin
belirlenebilmesi amaciyla 1000 pg/mL’lik ana stok standartlarin her birinin %40’ lik
metanolle 10 pg/mL’lik standart ¢ozeltileri hazirlandi. Ayrica tiim standartlarin kalibrasyon
grafiklerinin ¢izimi i¢in %40’ lik metanol ile seyreltmek kosuluyla bu ana stok standartlarin

tlimiini igeren 2.5, 5, 10, 25 ve 50 pg/mL’lik farkli konsantrasyonlarda karisimlar hazirlandi.
3.2.4.2. HPLC-DAD Analiz Kosullarinin Belirlenmesi

Analiz kosullart Villiers ve ark. uyguladiklar1 yontem modifiye edilerek daha once
bolimiimiizde gergeklestirdigimiz calismalarimizda belirlendi (78, 103). Bu metoda gore
mobil fazlar hazirlanarak 0.45 um’lik membran filtreden gegirildi. Daha sonra mobil fazlarin
tam ¢ozlinmesini saglamak ve ¢oziiciileri degaz etmek amaciyla 3 dakika boyunca sonikator
kullanildi. Kromatografik analiz kosullar1 ve dalga boylar1 asagidaki sekilde belirlenen
kosullara géore HPLC-DAD cihazinda analizler yapildu.

Kolon: Thermo RP18

Mobil fazlar: %2’lik Asetik asit ¢ozeltisi (¢Oziicli A)
1:1 Asetonitril:Su i¢indeki %0.5 Asetik asit ¢ozeltisi (¢oziicli B)
Asetonitril (¢oziicli C)

Kolon sicaklig: 25 °C

Dalga boyu: 280 nm ve 320 nm

Enjeksiyon hacmi: 20 pL

Akis hizi: 1.2 mL/dak (Gradient eliisyon programi)

Caligma siiresi: 55 dakika
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Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmis

%2’lik Asetik Asit Cozeltisinin Hazirlanigi (Coziicii A): 40 mL asetik asit deiyonize su ile

2 L’ye tamamlandi.

1:1 Asetonitril:Su Icindeki %0.5 Asetik Asit Cizeltisinin Hazirlanisi (Céziicii B): 5 mL

asetik asit deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiye 1 L asetonitril ilave edildi.

Calisma icin belirlenen gradient eliisyon programi Tablo 8’de verilen sekilde

uygulandi.

Tablo 8. Calisma i¢in belirlenen gradient eliisyon programi

Zaman (Dakika) % A % B % C
0 95 5 0
5 95 5 0
8 80 20 0
10 78 22 0
17 75 25 0
19 73 27 0
30 60 40 0
35 55 45 0
40 35 65 0
43 29 70 1
45 18 80 2
48 6 90 4
50 0 100 0
52 0 0 100
53 95 5 0
55 95 5 0

Gradient eliisyon programindan sonra bir sonraki analiz i¢in kolonu dengeye
getirmek amaciyla, kolondan 10 dakika %95 ¢oziicli A, %5 ¢6ziicii B iceren sivi gegirilerek
kolonun temizlenmesi ve tekrar analize hazir duruma gelmesi saglandi. Analiz islemi her bir

ornek i¢in en az ii¢ kere tekrarlandi (n=3).
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3.2.4.3. Standartlarin ve Propolis Ekstraktlarinin HPLC-DAD ile Analizi

Ana stok standartlarin her birinin %40’lik metanolle hazirlanan 10 pg/mL’lik
standart ¢ozeltileri Agilent 1100 Series markali HPLC cihazinda, literatiirde yer alan ve
boliimiimiizde daha dnceden belirledigimiz maksimum absorbans gosterdikleri 280 ve 320
nm dalga boylarinda DAD ile caligilarak her bir standart pikinin alikonma zamanlari
belirlendi (78, 104-106). Daha sonra ana stok ii¢ standardin hepsini i¢erecek sekilde 2.5, 5,
10, 25 ve 50 pg/mL’lik farkli konsantrasyonlarda hazirlanan karisimlar HPLC cihazinda
analiz edildi ve iki dalga boyunda 6l¢lim gergeklestirildi. Alikonma zamanlart belirlenen
standart piklerine gore farkli konsantrasyonlarda hazirlanan tiim standartlarin karigimi

vasitasiyla her bir standart i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Analize uygun haldeki sulu propolis ekstraktlari ise HPLC cihazinda ¢aligilarak hem
standart piklerinin alikonma zamanlarina gore kalitatif olarak hem de kalibrasyon

grafiginden hesaplanan miktarsal sonuglar ile kantitatif olarak analiz edildi.

Yapilan tiim analizler ile birlikte sulu propolis ekstraktlarinin verimi (Coziictide
c¢oziilen propolis miktar1 x 100 / Tartilan toplam propolis miktar1) de ¢alisilarak hesaplandi.
Sulu propolis ekstraktlarinin verimi %20 olarak bulundu. Dolayisiyla % verim dikkate
alindiginda sulu propolis ekstraktindaki tiim degerler ve sonuglar Tablo 9 ve Tablo 14’e en

son sekliyle yansitildi.
3.3. Kullanilan fstatistiksel Yontemler

Verilerin istatiksel analizi SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) (IBM
SPSS 23, ABD) programinda gerceklestirildi. Siirekli verilerin normal dagilima
uygunluklart “Kolmogorov Smirnov” testi ile analiz edildi. Bagimsiz ikiden fazla degiskenin
karsilastirilmasinda normal dagilima uyan parametreler i¢in “One Way Anova” (ANOVA)
ve ikili degisken (post-hoc) icin “Tukey” testi uygulandi. Normal dagilima uymayan
bagimsiz ikiden fazla degiskenin degerlendirilmesinde “Kruskall-Wallis” testi ve ikili
degisken (post-hoc) i¢in “Mann-Whitney U” testi uygulandi. Herbir gruba ait degerler,
aritmetik ortalama ve standart sapma (X+SD) seklinde ifade edildi. p<0.05 istatistiksel
anlamli kabul edildi.

42



4. BULGULAR
4.1. Sulu Propolis Ekstraktlarinin Antioksidan Ozellikleri

Sulu propolis ekstraktlariin antioksidan giicii; toplam polifenol igerik, toplam
flavonoid igerik ve demir indirgeme giicii testleri kullanilarak belirlendi. Tayin sonuglar

ekstraktlarin % verim hesab1 géz oniine alinarak hesaplandi ve Tablo 9°da verildi.

Tablo 9. Sulu propolis ekstraktlarinin toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik ve
demir indirgeyici giicli (n=3)

Temin Edilen Toplam Polifenol icerik Toplam Flavonoid I¢erik Demir indirgeyici Giicii

(1-1ge) (mg GA/g propolis) (mg K/g propolis) (mg T/g propolis)
Karabiik-Eskipazar 67.00+1.37 4.84+0.20 135.22+5.27
Karabiik-Safranbolu 92.78+1.78 5.79+0.39 145.36+4.28
Karabiik-Yenice 46.39+0.34 2.31+0.20 65.14+1.84
Tokat-Erbaa 54.75+1.31 7.69+0.12 98.70+1.81
Tokat-Merkez 77.09+3.33 7.35+0.49 136.43+5.12
Tokat-Zile 69.45+1.22 5.97+0.10 118.61+4.64
Ardahan-Cildir 115.22+0.43 10.57+0.63 181.90+7.24
Ardahan-Géle 27.27+0.10 2.09+0.30 103.66+2.22
Ardahan-Hanak 68.61+0.92 4.94+0.36 65.14+6.24
Ardahan-Merkez 91.05+2.51 6.06+0.30 91.12+8.61
Ardahan-Posof 87.61+0.79 6.34+0.24 134.88+5.70
Samsun-Bafra 44.77+1.07 2.98+0.35 150.58+4.41
Samsun-Havza 57.48+0.88 4.27+0.27 94.68+4.29
Samsun-Salipazari 52.05+1.81 5.68+0.41 174.95+5.54
Hakkari-Cukurca 72.78+£2.45 26.86+0.76 154.59+8.87
Hakkari-Semdinli 85.37+1.73 15.91+1.26 171.77+5.60
Hakkari-Yiiksekova 136.29+4.27 13.38+0.39 258.96+6.19
Trabzon-Siirmene- 1 78.22+1.22 7.47+0.70 146.59+6.23
Trabzon-Siirmene- 2 115.58+1.97 4.72+0.22 163.77+4.85
Trabzon-Salpazari 58.54+0.36 5.43+0.75 101.19+0.50
Trabzon-Ortahisar 43.55+1.79 3.41+0.13 77.74+2.09
Trabzon-Tonya 34.47+0.14 3.91+0.84 56.02+2.43
Trabzon-Yomra 66.38+0.51 4.66+0.27 105.66+2.70
Bursa-Gemlik 11.66+0.06 0.86+0.06 19.31+1.06
Bursa-Niliifer 47.04+1.21 3.08+0.32 73.50+5.43
Bursa-Orhaneli 54.18+3.18 5.92+0.41 93.87+3.19
Hatay-Dértyol 19.57+0.70 1.14+0.07 23.89+0.75
Hatay-1 32.06+0.14 3.99+0.23 46.26+0.55
Hatay-2 27.72+0.14 1.93+0.08 38.05+0.28
Hatay-3 21.95+0.37 1.53+0.40 31.70+0.64
Giimiishane-Merkez 92.06+2.23 23.60+0.92 120.13+3.84
Giimiishane-Torul 87.46+1.12 6.70+0.49 136.48+6.45

Sonuglar, X£SD seklinde verildi.
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Yapilan analizler sonucunda sulu propolis ekstraktlarinin toplam polifenol
iceriklerinin 11.66-136.29 mg GA/g propolis, toplam flavonoid igeriklerinin 0.86-26.86 mg
K/g propolis ve demir indirgeyici gii¢lerinin 19.31-258.96 mg T/g propolis arasinda degistigi
goriildi. En diisiik toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik ve demir indirgeyici giicli
degerleri Bursa-Gemlik’te bulundu. En yiiksek toplam polifenol icerik ve demir indirgeyici
giicli degeri Hakkari-Yiiksekova’da goriiliirken en yiiksek toplam flavonoid igerik degeri ise

Hakkari-Cukurca’da goriildii.

Ekstraktlarin bolgelere gore toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik ve demir

indirgeyici giicli degerleri Tablo 10 ve Sekil 17°de verildi.

Tablo 10. Bolgelerdeki ekstraktlarin toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik ve
demir indirgeyici giicii

Karadeniz Akdeniz Marmara Dogu Anadolu P

Toplam Polifenol icerik
66.94+21.46 25.3245.65*  37.63+£22.77* 85.53+32.373b¢ 0.0001
(mg GA/g propolis)

Toplam Flavonoid I¢erik X
6.28+4.73 2.15+£1.277 3.2942.542 10.77+7.96%0¢ 0.0001
(mg K/g propolis)

Demir Indirgeyici Giicii
119.25+£34.03  34.97+9.49°  62.23+38.54*  145.25+61.23**¢  0.0001
(mg T/g propolis)

p; “ANOVA” testine gore verildi. Grup i¢indeki bdlgeler arasi post-hoc degerlendirmeler “Tukey” testine gore
yapild1.

*p; 0.0001, “Kruskall-Wallis” testine gore verildi. Grup igindeki bolgeler arast post-hoc degerlendirmeler
“Mann-Whitney U” testine gore yapild.

Sonuglar, X£SD seklinde verildi.

*Karadeniz’e gore anlamli farkli, "Akdeniz’e gére anlamli farkli, “Marmara’ya gore anlamli farkli degerler
verildi. (p<0.05)

Karadeniz Bolgesi (5 il, 17 numune): Karabiik (Eskipazar, Safranbolu, Yenice), Tokat (Erbaa, Merkez, Zile),
Samsun (Bafra, Havza, Salipazari), Trabzon (Siirmene-1, Siirmene-2, Salpazari, Ortahisar, Tonya, Yomra),
Giimiishane (Merkez, Torul)

Akdeniz Bolgesi (1 il, 4 numune): Hatay (Dortyol, Hatay-1, Hatay-2, Hatay-3),

Marmara Bolgesi (1 il, 3 numune): Bursa (Gemlik, Niliifer, Orhaneli),

Dogu Anadolu Boélgesi (2 il, 8 numune): Ardahan (Cildir, Gole, Hanak, Merkez, Posof), Hakkari (Cukurga,
Semdinli, Yiiksekova)

Olgiimler sonucunda, toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik ve demir
indirgeyici giicii degerlerinde bolgelere gore istatiksel olarak anlamli fark goriildi
(p=0.0001). En yiiksek toplam polifenol icerik degeri Dogu Anadolu bolgesinde bulundu
(85.53+£32.37). Toplam polifenol igerik degerleri karsilastirildiginda Dogu Anadolu bolgesi
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ile Marmara, Akdeniz ve Karadeniz bolgeleri arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla
p=0.0001, p=0.0001, p=0.007). Karadeniz bolgesi ile Marmara ve Akdeniz bolgeleri
arasinda toplam polifenol icerik degerleri olarak anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0.003,

p=0.0001).

En yiiksek toplam flavonoid igerik degeri Dogu Anadolu bdlgesinde bulundu
(10.77£7.96). Toplam flavonoid igerik degerleri karsilastirildiginda Dogu Anadolu bolgesi
ile Marmara, Akdeniz ve Karadeniz bolgeleri arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla
p=0.002, p=0.0001, p=0.005). Karadeniz bolgesi ile Marmara ve Akdeniz bolgeleri arasinda
toplam flavonoid igerik degerleri olarak anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0.018, p=0.0001).

En yiliksek demir indirgeyici giicii miktart Dogu Anadolu bdlgesinde bulundu
(145.25+61.23). Toplam demir indirgeyici glicii degerleri karsilastirildiginda Dogu Anadolu
bolgesi ile Marmara, Akdeniz ve Karadeniz bolgeleri arasinda anlamli fark bulundu
(sirastyla p=0.0001, p=0.0001, p=0.047). Karadeniz bolgesi ile Marmara ve Akdeniz
bolgeleri arasinda demir indirgeyici giicii degerleri olarak anlamli fark bulundu (sirasiyla

p=0.001, p=0.0001).
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Toplam Polifenol icerik Toplam Flavonoid icerik Demir indirgeyici Giicii
(mg GA/g propolis) (mg K/g propolis) (mg T/g propolis)

Sekil 17: Bolgelerdeki ekstraktlarin toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik ve
demir indirgeyici giicii

Karadeniz bolgesindeki illere gore toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik

ve demir indirgeyici giicii degerleri Tablo 11 ve Sekil 18’de verildi.
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Tablo 11. Karadeniz bolgesindeki illerin ekstraktlarinin toplam polifenol icerik, toplam
flavonoid igerik ve demir indirgeyici glicii

Karabiik Tokat Samsun Trabzon Giimiishane P
Toplam Polifenol i¢erik
68.73+£23.24 67.10+11.36 51.43+6.38 66.12+28.85 89.76+3.25°¢ 0.012
(mg GA/g propolis)
Toplam Flavonoid icerik
4.32+1.80 7.00+0.91 431135 4.93+1.43 15.15+11.95%P4 0.0001
(mg K/g propolis)
Demir indirgeyici Giicii
115.24+43,68  117.92+18.87  140.07+41.15 108.5+40.66 128.31+11.56 0.206

(mg T/g propolis)

p; “ANOVA” testine gore verildi. Grup igindeki iller arasi post-hoc degerlendirmeler “Tukey” testine gore
yapild1.

Sonuglar, X£SD seklinde verildi.

%K arabiik’e gore anlaml farkli, "Tokat’a gore anlamli farkli, “Samsun’a gore anlamli farkh, “Trabzon’a gére
anlaml farkli degerler verildi. (p<0.05)

Karabiik (3 numune): Eskipazar, Safranbolu, Yenice,

Tokat (3 numune): Erbaa, Merkez, Zile,

Samsun (3 numune): Bafra, Havza, Salipazari,

Trabzon (6 numune): Siirmene-1, Siirmene-2, Salpazari, Ortahisar, Tonya, Yomra,

Giimiishane (2 numune): Merkez, Torul
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Toplam Polifenol icerik Toplam Flavonoid icerik |Demir Indirgeyici Giicii
(mg GA/g propolis) (mg K/g propolis) (mg T/g propolis)

Sekil 18. Karadeniz boélgesindeki illerin ekstraktlariin toplam polifenol igerik, toplam
flavonoid igerik ve demir indirgeyici glicii
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Olgiimler sonucunda, toplam polifenol icerik ve toplam flavonoid icerik degerlerinde
Karadeniz bolgesindeki illlere gore istatiksel olarak anlamli fark goriildi (p=0.012,
p=0.0001). En yiiksek toplam polifenol igerik degeri Giimiishane’de bulundu (89.76+3.25).
Toplam polifenol icerik degerleri karsilagtirildiginda Giimiishane ile Samsun arasinda

anlamli fark bulundu (sirastyla p=0.004).

En yiiksek toplam flavonoid igerik degeri Giimiishane’de bulundu (15.15+11.95).
Toplam flavonoid igerik degerleri karsilagtirildiginda Giimiishane ile Karabiik, Tokat,
Samsun ve Trabzon arasinda anlamli fark bulundu (sirastyla p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001,
p=0.0001).

En yiiksek demir indirgeyici giicii miktar1 Samsun’da bulundu (140.074+41.15).
Demir indirgeyici giicli degerleri karsilagtirildiginda Karadeniz bolgesindeki iller arasinda

anlamli fark bulunmada.
4.2. HPLC-DAD Analizleri
4.2.1. Standartlarin HPLC-DAD ile Analizi

Calismada kullanilan klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik asit standartlarinin
HPLC-DAD ile maksimum absorbans gosterdikleri dalga boylari, bolimiimiizde daha 6nce
gerceklestirilen calisma 1s18inda, cesitli denemeler yapilarak belirlendi ve Tablo 12’de

verildi.

Tablo 12. Caligmada kullanilan standartlarin HPLC-DAD ile maksimum absorbans
gosterdigi dalga boylari

Bilesik No Bilesik ismi Maksimum Dalga Boyu (nm)
1 Klorojenik asit 320
2 Kafeik asit 320
3 Trans-sinnamik asit 280

Yapilan analizler sonucunda ¢alismada kullanilan klorojenik asit, kafeik asit ve trans-

sinnamik asit standartlarinin HPLC-DAD ile belirlenen pikleri Resim 4’te gosterildi.
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DAD1 D, Sig=320,4 Ref=off (KUBRA\18082021000004.D)
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Resim 4. Caligmada kullanilan klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik asit
standartlarinin HPLC-DAD ile belirlenen pikleri. (1) Klorojenik asit. (2) Kafeik

asit. (3) Trans-sinnamik asit.

Alikonma zamanlar1 belirlenen tiim standartlarin farkli konsantrasyonda hazirlanan

karigimlar1 kullanilarak her bir standart i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi. Calismada kullanilan

klorojenik asitin kalibrasyon grafigi Sekil 19°da verildi.
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Sekil 19. Klorojenik asidin kalibrasyon grafigi
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Caligmada kullanilan kafeik asitin kalibrasyon grafigi Sekil 20°de verildi.

Kafeik asit
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Sekil 20. Kafeik asidin kalibrasyon grafigi

Caligmada kullanilan trans-sinnamik asitin kalibrasyon grafigi Sekil 21°de verildi.

Trans-sinnamik asit
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Sekil 21. Trans-sinnamik asidin kalibrasyon grafigi
Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen regresyon denklemleri kullanilarak her bir
standardin ¢esitli konsantrasyonlardaki miktarlarinin ortalama ve standart sapma degerleri

hesaplandi. Her bir standardin 10 pg/mL’lik konsantrasyonundaki ortalama ve standart
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sapma degerleri kullanilarak LOD degeri (LOD=Standart Sapma x 3), LOQ degeri
(LOQ=Standart Sapma x 10) ve %BSS (%BSS=Standart Sapma x 100 /Aritmetik Ortalama)
ayrt ayri1 hesaplandi. Klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik asit standartlarinin
alikonma zamanlari, regresyon denklemleri, korelasyon katsayilari, yiizde bagil standart
sapma (% BSS), tayin sinir1 (limit of detection-LOD) ve 6l¢lim sinir1 (limit of quantification-

LOQ) degerleri Tablo 13’te verildi.

Tablo 13. Standartlarin alikonma zamanlari, regresyon denklemleri, korelasyon katsayilari,
%BSS, LOD ve LOQ degerleri

Bilesik ismi Allk(z;l:l?il%:)mam Regresyon Denklemi KI(();:;:;};;“ ;/1:1]:1 i)S (plégnDL) (plé?mQL)
Klorojenik asit 12.117 Y=51.23X+22.254 0.9987 0.166 0.046 0.154
Kafeik asit 13.043 Y=89.711X+41.257 0.9997 0.032 0.009 0.031
Trans-sinnamik asit 35.514 Y=145.47X+25.66 0.9988 0.131 0.037 0.123

*: Regresyon denkleminde yer alan Y standartin pik alanini, X ise numune miktarini1 géstermektedir.

4.2.2. Sulu Propolis Ekstraktlarinin HPLC-DAD ile Analizi

Sulu propolisi ekstraktlarinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogramlari her bir
ilden bir 6rnek olacak sekilde verildi. Karabiik ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD

ile belirlenen kromatogrami Resim 5’te gosterildi.

DAD1 D, Sig=320,4 Ref=off (KUBRS\H 8082021000002.D)
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Resim 5. Karabiik propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatograma.
(1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.
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Tokat ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami
Resim 6’da gosterildi.

DAD1 D, Sig=320,4 Ref=off (KUBRA\18082021000009.D)
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Resim 6. Tokat propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogramu. (1)
Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.

Ardahan ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami
Resim 7’°de gosterildi.

DAD1 D, Sig=320,4 Ref=off (KUBR5\1 9082021000011.D)
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Resim 7. Ardahan propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatograma.
(1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.
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Samsun ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami

Resim 8’de gosterildi.
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Resim 8. Samsun propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami.
(1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.

Hakkari ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami
Resim 9°da gosterildi.
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Resim 9. Hakkari propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatograma.
(1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.
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Trabzon ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami

Resim 10’da gosterildi.
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10. Trabzon propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogramu.
(1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.

Bursa ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami

11°de gosterildi.
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Resim 11. Bursa propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatograma.

(1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.
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Hatay ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatogrami

Resim 12°de gosterildi.
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Resim 12. Hatay propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen kromatograma.
(1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.

Giimiishane ilinin sulu propolis ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen

kromatogrami Resim 13’te gosterildi.
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Resim 13. Gilimiishane propolisinin sulu ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen
kromatogrami. (1) Klorojenik asit. (2) Kafeik asit. (3) Trans-sinnamik asit.
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HPLC-DAD kromatogramlar1 elde edilen sulu propolis ekstraktlarindaki polifenol
miktarlar1 Tablo 13’teki regresyon denklemleri kullanilarak ve ekstraktlarin % verim hesab1

g0z Online alinarak hesaplandi ve Tablo 14°te verildi.

Tablo 14. Sulu propolis ekstraktlarinda bulunan klorojenik asit, kafeik asit ve trans-
sinnamik asit miktarlar1 (n=3)

Temin Edilen

(L flce) Klorojenik asit (ng/mL) Kafeik asit (ug/mL) Trans-sinnamik asit (ug/mL)
- flce

Karabiik-Eskipazar 7.16+0.17 569.56+5.87 52.11+0.04
Karabiik-Safranbolu 6.45+0.18 728.98+8.36 30.89+0.21
Karabiik-Yenice 5.54+0,21 328.31+1.39 171.03£3.70
Tokat-Erbaa 10.02+0.19 272.94+1.27 67.00£0.15
Tokat-Merkez 4.84+0.29 499.27+0.66 36.06+0.19
Tokat-Zile 4.50+0.02 542.64+3.63 133.41+1.51
Ardahan-Cildir 3.49+0.09 840.26+11.88 7.28+0.01
Ardahan-Géle 7.69+0.16 172.75+0.11 2.82+0.09
Ardahan-Hanak 3.29+0.33 268.51+4.10 11.46+0.25
Ardahan-Merkez 5.17+0.18 561.76+2.32 54.15+0.33
Ardahan-Posof 9.03+0.21 698.84+5.95 43.7240.11
Samsun-Bafra 4.55+0.24 213.35+5.07 670.57+6.00
Samsun-Havza 39.70+0.38 438.53+4.91 186.29+2.46
Samsun-Salipazari 25.35+0.09 284.51+1.33 69.02+0.12
Hakkari-Cukurca 4.05+0.02 477.58+1.42 3.17+0.11
Hakkari-Semdinli 7.80+0.02 835.42+3.85 2.12+0.05
Hakkari-Yiiksekova 5.64+0.10 976.21+6.47 27.62+0.13
Trabzon-Siirmene- 1 7.66+0.31 223.18+0.28 132.05+1.94
Trabzon-Siirmene- 2 7.18+0.07 478.12+0.65 0.55+0.11
Trabzon-Salpazari 5.30+0.10 281.84+1.65 12.66+0.19
Trabzon-Ortahisar 44.28+0.30 354.11+1.71 29.24+0.19
Trabzon-Tonya 10.90+0.12 153.21+0.73 49.68+0.05
Trabzon-Yomra 35.44+0.21 436.04+4.76 96.44+1.54
Bursa-Gemlik 4.17+0.41 96.98+0.43 21.32+0.15
Bursa- Niliifer 40.50+0.16 380.57+3.88 102.36+2.99
Bursa- Orhaneli 16.24+0.37 296.07+0.49 90.30+0.35
Hatay- Dértyol 70.10+0.11 27.31+0.05 280.16%0.70
Hatay-1 123.04+6.09 56.96+0.30 746.77+£8.72
Hatay-2 67.80+1.96 46.02+0.33 597.04+4.43
Hatay-3 18.73+0.02 34.62+0.05 271.42+1.90
Giimiishane-Merkez 5.09+0.13 207.18+0.58 21.24+0.10
Giimiishane-Torul 4.13+0.27 711.38+8.79 410.59+£7.00

Sonuglar, X£SD seklinde verildi.
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Sulu propolis ekstraktlarinin tiimiinde diger standartlara oranla yiiksek oranda kafeik
asit bulundu. Bu analizler sonucunda tiim sulu propolis ekstraktlarinda kafeik asit miktar1
27.31-976.21 pg/mL, klorojenik asit miktar1 3.29-123.04 pg/mL ve trans-sinnamik asit
miktar1 0.55-746.77 pg/mL arasinda degistigi goriildii. En yiiksek kafeik asit miktar1
Hakkari-Yiiksekova’da bulunurken en yiiksek klorojenik asit ve trans-sinnamik asit miktari
Hatay-1’den elde edilen propolisin sulu ekstraktinda bulundu. En diisiik kafeik asit,
klorojenik asit ve trans-sinnamik asit miktarlar1 ise sirastyla Hatay-Dortyol, Ardahan-Hanak

ve Trabzon-Siirmene-2 seklinde bulundu.

Ekstraktlarin bolgelere gore klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik asit

miktarlar1 Tablo 15 ve Sekil 22°de verildi.

Tablo 15. Bolgelerdeki esktraktlarda bulunan klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik
asit miktarlar1

Karadeniz Akdeniz Marmara Dogu Anadolu P
Klorojenik asit (ng/mL) 13.42+13.61 69.92+42.6° 20.30+18.50° 5.77£2.17%b 0.0001"
Kafeik asit (ug/mL) 395.48+174,.6 41.23£13.0% 257.87£145.60 603.91+£286.16%>¢  0.0001

Trans-sinnamik asit (ng/mL) 127.58+171.06  473.85£236.75°  71.334+43.73" 19.04+20.40*°  0.0001"

p; “ANOVA” testine gore verildi. Grup i¢indeki bdlgeler arasi post-hoc degerlendirmeler “Tukey” testine gore
yapild1.

*p; 0.0001, “Kruskall-Wallis” testine gore verildi. Grup igindeki bolgeler arasi post-hoc degerlendirmeler
“Mann-Whitney U” testine gore yapildi.

Sonuglar, X£SD seklinde verildi.

*Karadeniz’e gore anlamli farkli, "Akdeniz’e gére anlamli farkli, ‘Marmara’ya gore anlamli farkli degerler
verildi. (p<0.05)

Karadeniz Boélgesi (5 il, 17 numune): Karabiik (Eskipazar, Safranbolu, Yenice), Tokat (Erbaa, Merkez, Zile),
Samsun (Bafra, Havza, Salipazari), Trabzon (Siirmene-1, Siirmene-2, Salpazari, Ortahisar, Tonya, Yomra),
Giimiishane (Merkez, Torul)

Akdeniz Bélgesi (1 il, 4 numune): Hatay (Dortyol, Hatay-1, Hatay-2, Hatay-3),

Marmara Bolgesi (1 il, 3 numune): Bursa (Gemlik, Niliifer, Orhaneli),

Dogu Anadolu Boélgesi (2 il, 8 numune): Ardahan (Cildir, Gole, Hanak, Merkez, Posof), Hakkari (Cukurga,
Semdinli, Yiiksekova)

HPLC-DAD ile 6lgiim sonucunda, klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik
miktarlarinda bolgelere gore istatiksel olarak anlamli fark goriildi (p=0.0001). En yiiksek
klorojenik asit miktar1 Akdeniz bdlgesinde bulundu (69.92+42.61). Klorojenik asit
miktarlar1 karsilagtirildiginda Akdeniz bolgesi ile Marmara, Dogu Anadolu ve Karadeniz

bolgeleri arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001).
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Karadeniz bolgesi ile Dogu Anadolu bolgesi arasinda klorojenik asit miktarlari olarak

anlamli fark bulundu (p=0.014).

En yiiksek kafeik asit miktar1 Dogu Anadolu bolgesinde bulundu (603.91+£286.16).
Kafeik asit miktarlar1 karsilagtirildiginda Dogu Anadolu bolgesi ile Marmara, Akdeniz ve
Karadeniz bdlgeleri arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001,
p=0.0001). Karadeniz bolgesi ile Akdeniz bolgesi arasinda kafeik asit miktarlari olarak

anlamli fark bulundu (p=0.0001).

En yiiksek trans-sinnamik asit miktar1 Akdeniz bolgesinde bulundu (473.85+236.75).
Trans-sinnamik asit miktarlar1 karsilagtirildiginda Akdeniz boélgesi ile Dogu Anadolu,
Marmara ve Karadeniz bolgeleri arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0.0001,
p=0.0001, p=0.0001). Karadeniz Bolgesi ile Dogu Anadolu bolgesi arasinda trans-sinnamik
asit miktarlar1 olarak anlamli fark bulundu (p=0.0001).
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Sekil 22. Bolgelerdeki ekstraktlarda bulunan klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik
asit miktarlari

Karadeniz bolgesindeki illere gore klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik asit

miktarlar1 Tablo 16 ve Sekil 23te verildi.
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Tablo 16. Karadeniz bolgesindeki illerin ekstraktlarinda bulunan klorojenik asit, kafeik asit
ve trans-sinnamik asit miktarlari

Karabiik Tokat Samsun Trabzon Giimiishane P

Klorojenik asit

(ng/mL)

6.38+0.81 6.45+3.10 23.20+17.67*° 18.46+16.91*" 4.61+0.68%¢ 0.002°

Kafeik asit
(ng/mL)

542.28+201.72 438.28+144.82 312.13+115.10* 321.08+125.12*  459.28+356.52 0.005

Trans-sinnamik asit

115.24+43.68 78.82+49.74 308.62+318.89% 53.44+51.16° 2159127531 0.001
(ng/mL)

p; “ANOVA” testine gore verildi. Grup i¢indeki bdlgeler arasi post-hoc degerlendirmeler “Tukey” testine gore
yapildi.

*p; 0.0001, “Kruskall-Wallis” testine gore verildi. Grup igindeki bolgeler arast post-hoc degerlendirmeler
“Mann-Whitney U” testine gore yapildi.

Sonuglar, X£SD seklinde verildi.

%K arabiik’e gore anlaml farkli, "Tokat’a gore anlamli farkli, “Samsun’a gore anlamli farkh, “Trabzon’a gére
anlaml farkli degerler verildi. (p<0.05)

Karabiik (3 numune): Eskipazar, Safranbolu, Yenice,

Tokat (3 numune): Erbaa, Merkez, Zile,

Samsun (3 numune): Bafra, Havza, Salipazari,

Trabzon (6 numune): Siirmene-1, Siirmene-2, Salpazari, Ortahisar, Tonya, Yomra,

Giimiishane (2 numune): Merkez, Torul

HPLC-DAD ile 6lgiim sonucunda, klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik
miktarlarinda Karadeniz bolgesindeki illere gore istatiksel olarak anlamli fark goriildi
(swrastyla p=0.002, p=0.005, p=0.001). En yiiksek klorojenik asit miktar1 Samsun’da
bulundu (23.20+17.67). Klorojenik asit miktarlar1 karsilastirildiginda Samsun ile Karabiik,
Tokat ve Giimiishane arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0.028, p=0.029, p=0.031).
Trabzon ile Karabiik, Tokat ve Giimiishane arasinda klorojenik asit miktarlari olarak anlaml

fark bulundu (sirastyla p=0.010, p=0,005, p=0.0001).

En yiiksek kafeik asit miktar1 Karabiik’te bulundu (542.284201.72). Kafeik asit
miktarlar karsilastirildiginda Karabiik ile Samsun ve Trabzon arasinda anlamli fark bulundu

(strastyla p=0.02, p=0.007).

En yiiksek trans-sinnamik asit miktar1 Samsun’da bulundu (308.62+318.89). Trans-
sinnamik asit miktarlar1 karsilastirildiginda Samsun ile Karabiik, Tokat ve Trabzon arasinda

anlamli fark bulundu (sirastyla p=0.013, p=0.011, p=0.001).
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Sekil 23. Karadeniz bolgesindeki illerin ekstraktlarinda bulunan klorojenik asit, kafeik asit
ve trans-sinnamik asit miktarlari
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan saghgimi korumaya yardimci olan gidalara son yillarda tiiketicilerin, gida
sanayinin ve arastirmacilarin ilgisinin giderek arttig1 goriilmektedir. Igerdikleri fizyolojik
aktif bilesenler ile insan sagligini iyilestirmede ve hastaliklarin olusumunu 6nlemede etkili
gidalar “fonksiyonel gidalar” olarak adlandirilmaktadir. Bu acgidan fonksiyonel gidalar
olarak isimlendirilen nutrasdtikler, tasarlanan gidalar, terapotik gidalar, siipergidalar ya da
tibbi gidalar 6nemli bir rol oynamaktadirlar (1, 2). Bu gidalarin, kanser, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar1 da i¢ereren bir¢ok inflamatuvar ve metabolik hastaliklara kars1
koruyucu etkisi oldugu pek ¢ok c¢alismayla ortaya konulmustur. Bu koruyucu etkilerini
icerisinde ihtiva ettigi polifenoller; Ozellikle flavonoidler ve fenolik asitlerle
gerceklestirdikleri bilinmektedir (7). Fonksiyonel gidalarda bulunan bu bilesenler
viicudumuzda sentezlenemezler ve bunlarin eksojen kaynakli olarak meyve, sebze ve
iceceklerden temin edilmesi gerekmektedir (15). Sadece besinsel 6zelliginden degil, ayni
zamanda belirlenen birgok fonksiyonel ve biyolojik oOzelliklerden dolayir propolis bu
fonksiyonel gidalardan bir tanesi olarak yer almaktadir ve son yillarda zengin igeriginden

dolay1 bu dogal maddeye kars1 ilgi artmaktadir (1, 2).

Propolis, kovanlarin yakinindaki bitkilerin tomurcuklarindan veya eksiidalarindan
bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan toplanan ve balmumu, polen ve tiikiiriikk enzimleriyle
hidroliz ederek olusturulan dogal bir maddedir. Arilarin propolisi; petekleri onarmak,
petegin ince smirlarin giiclendirmek, kovanin su gegirmesini en aza indirmek ve oldiiriip
disariya tastyamadiklart kovan istilacilarinin leglerini kaplamak i¢in bir mumyalama
maddesi olarak kullandiklar1 bilinmektedir (5). Propolis geleneksel yontemlerle hastaliklarin
tedavisinde antik caglardan beri kullanilmaktadir (107). Giiniimiizde ise bir¢ok iilkede
sekerlemeler, farmasdtikler ve kozmetik tirlinlerin bir bileseni olarak kullanilmakla birlikte
raf Omrilinli uzatmaya ve tiiketicilerin sagligini iyilestirmeye yardimeci olan yiyecek ve
icecekler i¢in aktif bilesiklerin bir kaynagi ve dogal koruyucu olarak popiilerlik
kazanmaktadir (1, 108).

Propolisin kimyasal bilesimi olduk¢a karmasik ve ¢esitlidir (5). Diinyanin gesitli
cografi ve botanik kokeninden elde edilen farkli propolis Orneklerinde; esas olarak
flavonoidler, fenolik asitler ve esterleri bulunmakla birlikte 300’den fazla kimyasal bilesik
izole edilmistir (3, 6, 7). Propolisin bu kimyasal bilesimi koleksiyonun toplandig: bolgenin

cografi ve iklimsel 6zellikleri, bitki tiirleri, ortama hakim olan aydinlatma, y1l icerisindeki

60



toplama zamani ve toplama yontemi gibi bir sira faktoriin yani sira kralige arinin genetik

degiskenligi ile de iliskilidir (8, 9).

Literatiirdeki ¢aligmalarda propolis ve bilesenlerinin antioksidan, anti-inflamatuvar,
immiinomodiilatér, antimikrobiyal, hepatoprotektif, noroprotektif, antikarsinojenik,
antifungal ve antiviral olmak iizere bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(5, 11). Propolis bu biyolojik aktiviteleri sebebiyle Avrupa’dan Dogu Asya’ya geleneksel
tip, kozmetik ve gida sanayinde kullanilmaktadir (12).

Bitki kaynagina, toplandig1 bdlgenin cografi ve iklim kosullarina bagli olmasindan
dolay1 propolisin kimyasal kompozisyonunun standardizasyonu zordur (10). Bitki
kaynaginin bilesimi propolisin bilesimini belirledigi i¢in propolis kompozisyonunun ve
botanik kokeninin ayrintili arastirmasi zorunludur (4, 67). Bu sebeple diinyanin farkl
bolgelerinden  propolis  orneklerinin  karsilastirildigi  ¢esitli  tiirde  ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Cesitli kokenlerden gelen propolisin farkli kimyasal bilesime sahip olup
farklt biyolojik aktivitelere yol acabildigi, ancak ayni tiir biyolojik aktivite de
sergileyebildigi gosterilmistir. Bu nedenle son yillarda propolisin biyolojik 6zelliklerini
arastirmak ve karsilastirmalar yapmak icin gerceklestirilen hemen hemen her ¢alisma,

kullanilan propolis 6rneklerinin karakterizasyonunu igermektedir.

Serbest radikaller, son ydriingelerinde tek ya da daha fazla eslesmemis elektron
iceren atom veya molekiillerdir (109). Organizmada serbest radikal kaynagi genellikle
ROS’dur. Reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan sistem arasindaki dengesizlik oksidatif stres
olarak adlandirilmaktadir ve ROS’larin oksidatif stres durumunda hiicrelerin lipid, protein
ve DNA gibi 6nemli bilesiklerinin yapilarini bozduklar1 bilinmektedir. Yapilan in vivo ve in
vitro pek c¢ok calismada da propolisin bilesiminde bulundugu bilinen flavonoidlerin ve
fenolik asitlerin giiglii antioksidan 6zellik gosterdikleri dogrulanmistir (8, 14, 110). Bu
ozellikleri onlarin yapisal karakterleriyle yakindan iligkilidir. Propolisin icerigindeki en
onemli bilesenlerden olan fenolik asitlerin antioksidan aktivitesini serbest radikalleri
sliplirme, metal iyonlarini selatlama ve oksidazlari inhibe ederek enzimlerin aktivitelerini

degistirme etkisi olusturmaktadir (14).

Ham propolis regineli bir maddedir. Bu nedenle ham propolis nadiren dogrudan
kullanilmakla birlikte etanol, metanol, aseton, kloroform, propilenglikol ve su gibi farkli
coziiciilerle ekstraksiyonu ile flavonoidler ve fenolik asitlerin elde edildikleri ileri

strtilmistiir (77, 111, 112).
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Propolisin ekstrakte edilmesinde kullanilan ¢6ziiciiniin ve yontemin propolisin belirli
bilesenlerini ¢6zme etkisinden dolayi, propolisin igeriginde kimyasal bilesenler yoniinden
farkliliklar tespit edilecegi bilinmektedir (113). Diger bir deyisle ¢oziiciilerin gesitliligi,
farklr biyolojik etkilere sahip olabilen aktif maddelerin farkli bilesimleriyle sonuglandigini
gostermektedir. Su, etanol ve zeytinyagi gibi farkl ¢oziiclilerin kullanimi, propolisin toplam
fenolik igerigini boyle bir dlgekte etkileyebilir (13). Propolis ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda
genellikle etanol ¢oziicii olarak kullanilsa da son donemdeki ¢alismalarda propolisi ekstrakte
etmek icin ¢Oziicli olarak suyun kullaniliminda artis goriilmektedir. Su ¢oziicii olarak
biyouyumlu oldugu i¢in su bazli propolis ekstraktlar1 daha giivenli bir sekilde
uygulanabilmektedir. Bununla birlikte, su ekstraktlar1 daha basit aktif bilesik araligina sahip
oldugu da bilinmektedir (114).

Insanlar tarafindan sagligi korumaya yardimer olarak tiiketimi artan, toksik olmayan
ve tiikketimi yoniinden daha avantajli olan su ile ekstrakte edilen propolis ile ilgili ¢aligmalar
sinirlt da olsa 6nemlilik arz etmektedir. Propolisin sulu ekstraktiyla yapilan ¢aligmalarda
antiviral, antibakteriyel, antifungal, anti-inflamatuvar, hepatoprotektif, antioksidan, anti-
HIV, trombosit agregasyonunun inhibisyonu, antitiimor ve grantilosit farklilasmasini
indiikleyen etkinligi gibi pek c¢ok biyolojik 6zelligi belirlenmistir (82, 83, 114-116).
Propolisin sulu ekstraktindaki baslica bilesenlerin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu da yine bu ¢aligmalarda belirtilmistir (81). Mello ve ark. ekstraksiyonda kullanilan
¢oziicii tilirliniin, propolisin antioksidan aktivitesini ve nihai fenolik bilesimini

etkileyebilecegini O6ne stirmiislerdir (117).

Tiim bu literatiir arastirmalari, son yillarda propolisin sulu ekstraktinin biyolojik
aktivitesinden sorumlu oldugu bilinen kimyasal bilesiminin tespiti ve antioksidan aktivitesi

ile ilgili gerceklestirilen ¢caligmalarin artmakta oldugunu gostermektedir.

Midorikawa ve ark. cesitli Brezilya propolis 6rneklerinin liyofilize su ekstraktlarini
analiz etmislerdir. Farkli yogunluklarda klorojenik asit, 3,4-di-O- kafeoilkuinik asit ve 3,5-
di-O-kafeoilkuinik asite karsilik gelen pikleri gozlemlemislerdir. Bunun yaninda
ekstraktlarda p-kumarik asit ve kafeik asit de tiim ekstraktlarda tespit edilirken ferulik asit,

koniferil aldehid ve vanilin de belirli numunelerde tespit edilmistir (114).

Nakajima ve ark. daha onceden igerigi belirlenen ve igerisinde kafeoilkuinik ve
sinnamik asit tlirevleri oldugu bilinen Brezilya yesil propolisinin sulu ekstraktlarinin

iceriginde bulunan klorojenik asit, p-kumarik asit ve kafeoilkuinik asit tlirevlerinin oksidatif
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stress ile indiiklenen hasara karsi noroprotektif etkilere sahip oldugu ve bunu da kismen

antioksidan etkiler arayiciligiyla gerceklestirdiklerini belirtilmistirler (80).

Nakajima ve ark. hem farkli ar1 iiriinlerinin hem de iki farkli ¢6ziicii ile hazirlanmig
Brezilya propolisinin antioksidan kapasitesini gesitli antioksidan yontemlerle 6lgmiisler ve
en yliksek antioksidan potansiyelin propolisin sulu ekstraktinda oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica propolisin sulu ekstraktinin temel bilesenlerinden kafeik asidin, artepillin C ve
drupanine gore daha yiiksek antioksidan etkisi oldugu bulunmustur. Kafeik asitin radikal
temizleme etkisinin troloks kadar giiclii oldugu, ayrica N-asetil sistein (NAC) ve vitamin

C’den daha kuvvetli oldugu belirlenmigtir (118).

Laskar ve ark. tarafindan Hint propolisinin antioksidan aktivitesinin belirlendigi
calismada, sulu esktraktin toplam polifenol igerigi 269.10 mg GA/g bulunurken toplam
flavonoid igerigi ise 25.50 mg K/g bulunmustur. Calismada sulu ekstraktlarin 6nemli 6l¢iide
antioksidan aktivite gosterdigi ve bunun nedenin ise yliksek polifenol igerigi olabilecegi

belirtilmistir (119).

Nagai ve ark. Brezilya propolisinin liyofilize su ekstraktinin antioksidan aktivitesini
Olemiislerdir. Aktivite 1 ve 5 mg/mL konsantrasyonlarda SmM askorbik aside gore daha
yiiksek bulunmustur. Ayni1 zamanda siiperoksit radikaline kars1 temizleme aktivitesi yiiksek
olup 50 ve 100 mg/mL’de siiperoksit liretimini tamamen engelleyip hidroksil radikalini ise
tamamen inhibe ettigi gézlenmistir. Bu, propolisin su ekstraktinin kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklar1 olan hastalar i¢in bir farmasotik potansiyele

sahip oldugunu gostermektedir (83).

Yen ve ark. Brezilya propolis 6rneklerinin sindirim iirlinlerinin faydali etkinligini
belirledigi caligmada sulu ekstraktin toplam fenolik igerigini 8.39 mg GA/g ve toplam
flavonoid igerigini ise 0.6 mg Katesin/g olarak bulmuslardir (120).

Brezilya propolisinin antioksidan aktivitesinin belirlendigi bir bagka ¢aligmada ise
sulu ekstraktin toplam polifenol icerigi 36.57 mg GA/g bulunurken toplam flavonoid igerigi
23.67 mg K/g numune olarak bulunmustur (117).

Cografi ve iklimsel orijine ve biyolojik Ozelliklerine bagli olarak farkli cografi
bolgelerden alinan Orneklerden elde edilen propolis bilesimi bilgisi, propolis
standardizasyonu sorunu agisindan son derece degerlidir. Propolisin kimyasal bilesimine

sadece hangi ¢oziicii ile ekstrakte edildigi degil, ayn1 zamanda toplandig1 cografik bolgenin
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etki ettigi yapilan pek cok caligma ile gosterilmistir. Propolisin antioksidan aktivitesi ise
fenolik asitler ve flavonoidler gibi polifenollerin zenginlestirilmesinden kaynaklanmaktadir.
Bu nedenle, toplam antioksidan kapasite, farkli bolgelerden fenolik bilesiklere gore biiyiik
Olciide degisebilmektedir (13).

Portekizde ii¢ bolgeden toplanan propolis drneklerinin antioksidan potansiyellerinin
degerlendirildigi ¢alismada toplam fenolik igerigin 1.75 mg/mL oldugu goriilmiistiir.
Antioksidan aktivite ile 6l¢iimlerde her ne kadar hidroalkolik ekstraktlar kullanilmis olsa
dahi bolgelerin, analiz yonteminden bagimsiz olarak toplam fenolik seviyeleri ile yakindan

iligkili olarak cesitli antioksidan aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir (121).

Cezayir’in Setif bolgesinin dort konumundan toplanan propolis numunelerinin GC-
MS kullanilarak kimyasal bilesimi belirlenmistir. Sulu propolis ekstraktlarinda 20’den fazla
bilesik tanimlanmistir. Icerik miktarlar1 bolgeden bolgeye degismekle birlikte sinnamik asit

ve benzoik asit sadece bir 6rnegin sulu ekstraktlarinda bulundugu goriilmiistiir (122).

Almanya, irlanda ve Cek Cumhuriyeti gibi cesitli cografik orijinlerden toplanan
propolis orneklerinin kimyasal bilesimi ve biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. HPLC ile
gerceklestirilen analizde sulu Almanya propolisinin kimyasal bilesiminde sadece sinnamik
asit bulunmustur. Almanya propolisinin sulu ekstraktinin toplam flavonoid igerigi 0.11 mg
K/g olarak verilirken toplam fenolik igerigi belirtilmemistir. Sulu Alman propolis 6ziitiiniin
diger bolge propolislerinin gesitli ekstraktlarina (sulu olmayan ekstraktlar) gore orta diizeyde

antioksidan aktivite sergiledigi belirtilmistir (123).

Silva ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada Portekiz’in ii¢ farkli bolgesinden toplanan propolis
orneklerinin sulu ekstraktlarinin toplam polifenol icerikleri 18.52-72.15 mg GA/g arasinda

degisirken toplam flavonoid igeriklerinin 6.34-42.30 mg katesin/g arasinda degistigi
bulunmustur (124).

Cin’de 26 bolgeden toplanarak gerceklestirilen bir ¢alismada sulu ekstraktlarin
toplam polifenolik iceriklerinin 10.05-377.25 mg GA/g propolis arasinda degistigini,
toplam flavonoid igeriklerinin ise 3.47-15.42 mg K/g arasinda degistigini gdzlemlemislerdir

(125).

Lagouri ve ark. iki farkli konumdan alinan propolis 6rneklerinin sulu ekstraktlariyla
gerceklestirdikleri ¢aligmada, Rodosun toplam fenolik igerigi 2.33 mg GA/g iken Bati
Makedonyanin 58.53 mg GA/g oldugunu ve Rodosun toplam flavonoid igerigi 0.25 mg K/g
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iken Batt Makedonyanin ise 5.05 mg /g oldugunu bulmuslardir. Toplam fenolik ve flavonoid
icerik sonuglarinin benzer olmama nedeninin, cografi konumlardaki farkliliklardan

kaynaklanabilecegi belirtilmistir (126).

Propolisin kimyasal bilesimini etkileyen cografik konum 6zelligi dikkate alinarak,
bu konu ile ilgili diinyanin farkl: lilkelerinde ¢esitli ¢calismalar gergeklestirilmis oldugunu
gormekteyiz. Propolisin karakterizasyon calismalarinda kimyasal bilesiminin tespiti i¢in
kullanilan yontem de olduk¢a dnemlidir. Yontemlerin uygulanmasi, flavonoidler, terpenler,
fenoller, esterler, sekerler, hidrokarbonlar ve mineraller dahil olmak {izere daha fazla
propolis bilesiginin tanimlanmasina yol a¢maktadir. Giiclii kromatografik araglarin
kullanimi, propolis gibi karmasik karigimlardaki biyolojik aktif maddelerin belirlenmesi ve
Ol¢timiinii saglamak icin gereklidir (8). Propolisin kimyasal bilesenlerinin ayrilmasi ve
saflagtirilmasi icin HPLC, TLC ve GC gibi tekniklerin yani sira MS ve NMR gibi farkl
tanimlama teknikler kullanilir (127). Tiim bu metodlar arasinda HPLC siiphesiz polifenolik
bilesiklerin karakterizasyonu icin en yaygin ve giivenilir analitik teknigi temsil etmektedir

(15, 128, 129).

Calismamizda kullandigimiz fotodiyot dizisi ile birlestirilmis HPLC yontemi,
propolisin karmasik yapisinda bulunan 6zellikle flavonoidler ve fenolik asit bilesenlerinin
tahlili i¢in tercih edilmistir. Bu yontemin UV detektore gore iistiin olmasinin sebebi ise her
elementin ayr1 bir dalga boyundaki absorbansini es zamanli olarak 6l¢ebilmesidir. Bu sayede
3 boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini
gorebilmek olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda calisilabilmesi bu dedektoriin
sagladigi bir diger onemli avantajdir (84, 130). HPLC yontemi ile birlestirilmis farkli
dedektor sistemleri kullanilarak Diinyada sulu propolisi ekstraktlarinin  kimyasal

bilesimlerinin tespitiyle ilgili gergeklestirilen calismalarin olduk¢a az oldugu goriilmektedir.

Mishima ve ark. Brezilya propolisinin sulu ekstraktint HPLC ile analiz etmisler ve
baslica klorojenik asit, p-kumarik asit, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5-di-O-kafeoilkuinik
asit, 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit bilesikleri bulunurken bunun yaninda az miktarda drupanin,
artepillin C ve bakkarin tespit etmislerdir (131). Mishima ve ark. gerceklestirdigi bir bagka
caligmada ise yine Brezilya propolisinin sulu ekstrakti ayni yontemle analizi gerceklesmis
ve bilesenler arasinda 3,4-di-O-kafeoilkuinik asit, 3,5- di-O-kafeoilkuinik asit ve 3,4,5-tri-
O-kafeoilkuinik asit tespit edilmistir. Bu g¢alismada ayni zamanda bir 6nce belirtilen

caligmadan farkli olarak az miktarda kafeik asit ve ferulik asit bulunmustur (132).
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Kubiliene ve ark. Litvanya propolisiyle gerceklestirdikleri ¢alismada propolisin sulu
ekstraktlarinin toplam fenolik igerigini 1.6 mg/mL GA olarak bulmuslardir. Litvanya
propolisiyle yapilan bir bagka ¢aligmada ise toplam fenolik igerigi 1207.9 pg/mL p-kumarik
asit esdegeri olarak bulunurken ekstraktlarin kimyasal bilesimi HPLC-UV sistemi
kullanilarak belirlenmistir. Ekstraktlarda ferulik asit (78.4 pg/mL), kafeik asit (7.5 pg/mL),
p-kumarik asit (165.2 pg/mL), vanilin (156.6 pg/mL) ve vanilik asit (109.5 pg/mL)
bulunmustur. Yapida bulunan fenolik asitlerin radikal temizleme aktivitesine katkida

bulunduklarini belirtmislerdir (133, 134).

Sun ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, sulu ekstraktin toplam fenolik
icerigi 6.68 mg GA/g bulunurken toplam flavonoid igerigi 4.07 mg Rutin/g ve demir
indirgeyici giicii 20 pg Troloks/mg bulunmustur. Sulu ekstraktin HPLC-DAD-MS ile analizi
sonucunda bilesenlerinin esas olarak kafeik asit, benzoik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve
3,4-dimetoksisinamik asit oldugu ortaya koyulmustur. Bunun yani sira sulu ekstraktta
pinobanksin, pinosembrin ve kaemferol gibi flavonoidler de diisiik i¢erikle tespit edilmistir

(135).

Biitiin bu bilgilerden yola ¢ikilarak diger tiim propolisler gibi Tiirk propolisinin
iceriginin aydinlatilmasinin 6nemli hale geldigi goriilmiis ve bununla ilgili ¢esitli ¢aligmalar
gerek lilkemizde gerekse boliimiimiizde gergeklestirilmistir. Ancak Tiirkiye’de propolis ile
yapilan caligmalarda propolisi ekstrakte etmek igin etanoliin (%70 ya da %90°1ik) yaygin
olarak kullanildigr ve bunun yanisira sinirli sayida calismada suyun kullanildigi goze
carpmaktadir. Yine Tirk propolisi ile yapilmig analiz ¢aligmalar1 incelendiginde
karakterizasyon i¢in genellikle GC-MS yonteminin kullanildig:r goriilmektedir (136-153).
Yiiksek tekrarlanabilirligi olan bu metodun ugucu bilesenlerin ya da ugucu tiirevi yapilabilen
bilesenlerin analizinde daha etkin oldugu bilinmektedir. Ayrica boliimiimiizde
gerceklestirilen Tugba ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Tiirk propolisinin sulu ekstraktlarinin
GC-MS yontemi ile analizi gergeklestirilmis ve sulu propolisi ekstraktlarinda bulunan ve
antioksidan ozellik gosterdigi bilinen bilesiklerin bu ydntemle tespit edilemedigi
goriilmiistiir (78). Bu yiizden bu metodun yerine miikemmel ayirma ve ayni anda birden
fazla bilesigi analiz etme kabiliyeti olan HPLC-DAD teknigini kullanmanin ¢aligmanin

basarisini arttiracagi diistiniilmiistiir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda Tiirkiye’nin sulu propolis ekstraktlarinin kimyasal

bilesimi ve antioksidan 6zelligi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma oldugunu gérmekteyiz. Giilgin
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ve ark. Tiirkiye’nin Erzurum ilinin liyofilize sulu propolis ekstrakti ile yaptiklar1 calismada
ekstraktlarin toplam fenolik igerigini 124.3 pg GA/g bulurken toplam flavonoid igerigini ise
8.15 Kuersetin esdegeri olarak bulmuslardir. Antioksidan aktivitesi i¢in gerceklestirilen
bir¢gok analizde etkili bir antioksidan oldugu gosterilmistir. Yiiksek performansli sivi
kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi ile yapilan bilesen analizinde ise kafeik asit,
ferulik asit, siringik asit, ellagik asit, kuersetin, a-tokoferol, pirogallol, p-hidroksibenzoik

asit, vanilin, p-kumarik asit, gallik asit ve askorbik asit tespit edilmistir (12).

Boliimiimiizde daha 6nce gergeklestirilen karma Tiirk propolisinin kullanildig1 tezde
sulu ekstraktlarin toplam polifenol igerigi 19.67 mg GA/g, toplam flavonoid icerigi 1.30 mg
K/g ve demir indirgeyici giicii ise 26.22 mg T/g bulunmustur (154).

Cakiroglu ve ark. yaptiklart ¢alismada karma Tiirk propolisinin sulu ekstraktinin
HPLC-DAD aracilig: ile gerceklestirilen analizinde fazla miktarda kafeik asitin (204.00
pg/mL) yanisira trans-sinnamik (28.90 pg/mL), klorojenik (10.20 pg/mL) ve 3,4,5-tri-O-
kafeoilkuinik asit (7.75 pg/mL) icerdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada HPLC
yonteminin standardizasyonu saglanmis olup ¢alismamizda da bu yontem kullanilmistir

(78).

Gerek Tiirkiye’de gergeklestirilen bir¢ok ¢aligmada gerekse bdoliimiimiizde
gerceklestirdigimiz daha 6nceki ¢alismalarda “Tiirk Propolisi” 6rnekleri kullanilmistir. Bu
propolis ornekleri ya tek bir bolgeden ya da farkli bolgelerden toplanip harmanlanarak
hazirlanmistir ve toplanma bolgesinin etkisi géz ardi edilmistir. Hazirlanan bu “Tiirk
propolisi” orneginin, dogal ve zengin bitki Ortiisii sahip olan iilkemizin cografik

bolgelerindeki gesitliligi ortaya koyamadig1 gézlenmektedir.

Ulkemizin dogal bitki drtiisiiniin zenginliginden yola ¢ikildiginda, bugiine kadar su
ile ekstrakte edilmis Tiirk propolisiyle ilgili bolgesel degisikliklerin gbz oniine alinarak
gerceklestirildigi bir calismaya literatiirde rastlanilmamistir. Ayrica farkli bolge etkisi ve
antioksidan statilileri parametre olarak incelenmesiyle de iilkemizde hangi bolge ya da
yorenin daha krymetli propolis tirettigi de Tiirkiye’de ilk kez agiga ¢ikartilacaktir. Bu amagla
gerceklestirdigimiz bu tez calismasinda Tiirkiye’nin yedi farkli bolgesindeki ari iiriinleri
iiretiminin yogun oldugu ¢esitli illerden (Ordu gibi) propolis drnekleri temin edilecekti.
Ancak Koronaviriis hastaligi (Covid-19) veya enfeksiyon etkeninin iilkelerde, kitalarda,
hatta tiim diinya gibi ¢ok genis bir alanda yay1lim gdstermesi sebebiyle Diinya Saglik Orgiitii

(DSO) tarafindan pandemi ilan edilmistir. Bunun sonucunda temin edilmesi beklenen tiim
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propolis drneklerinin tarafimiza gonderimi saglanamamis ve beklenen sayida numune elde
edilemeyip elimizdeki Orneklerle caligma gergeklestirilmistir. Bu durum her ne kadar
calismamizi sinirlandirmis olsada literatiirle uyumlu olarak bolge, ¢6ziicli ve aynt zamanda
kullanilan yontemin igerik ve antioksidan potansiyele etkisini gozlememize engel

olmamustir.

Literatiirde propolisin sulu ekstraktinin antioksidan aktivitesi ile ilgili

gerceklestirilen caligmalar Tablo 17°de gosterilmistir.

Tablo 17. Propolisin sulu ekstraktlarinin antioksidan potansiyeli ile ilgili ¢caligmalar

Toplam Polifenol i¢erik Toplam Flavonoid icerik Demir indirgeyici Giicii

Cografik Bolge (mg GA/g propolis) (mg K/g propolis) (mg T/g propolis) Kaynak
Hindistan 269.10 25.50 119
Brezilya 8.39 120
Brezilya 36.57 23.67 117
Almanya 0.11 123
Portekiz (3 Bolge) 18.52-35.15-72.15 124
Cin (26 Bélge) 10.05-377.25 3.47-15.42 125
Rodos-Bati Makedonya 2.33-58.53 0.25-5.05 126
Cin 6.68 20 135
Tiirkiye (Erzurum) 0.1243 12
Tiirkiye 19.67 1.30 26.22 154

Tezimizin antioksidan potansiyelin belirlenmesi kisminda, Tiirkiye’nin cesitli
bolgelerinden toplanan propolis orneginden elde edilen veriler, toplam polifenol ve
flavonoid igerikleri ile demir indirgeyici gili¢ analitik yontemi kullanilarak gosterilmistir.
Yapilan analizler sonucunda propolisin sulu ekstraktlarinin toplam polifenol icerikleri
11.66-136.29 mg GA/g propolis arasinda bulunurken; literatiirde Diinya’nin farkl
yerlerinden toplanan propolis numunelerinin sulu ekstraktlarinin toplam polifenol icerikleri

2.33-269.10 mg GA/g propolis arasinda degistigi, Erzurum propolisi i¢in 124.3 pg GA/g
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propolis ve karma Tiirk propolisi i¢cinse 19.67 mg GA/g propolis (154) verildigi gorilmiistiir.
Calismamizda propolisin sulu ekstraktlarinin toplam flavonoid igerikleri 0.86-26.86 mg K/g
propolis arasinda bulunurken; literatiirde Diinyanin farkli yerlerinden toplanan propolis
numunelerinin sulu ekstraktlarinin flavonoid igerigi 0.25-25.50 mg K/g propolis arasinda
degistigi ve karma Tiirk propolisi i¢in 1.30 mg kuersetin/g propolis degerleri bildirilmistir.
Ayrica ¢alismamizda propolisin sulu ekstraktlarinin demir indirgeyici giicli 19.31-258.96
mg T/g propolisi arasinda degistigi bulunurken; Cin propolisi i¢in 20 pg T/mg propolis ve
karma Tiirk propolisi i¢in 26.22 mg T/g olarak bildirildigi goriilmiistiir. Caligmamizda
ekstraktlarimizin polifenol ve flavonoid miktarlarmin literatiir ile uyumlu oldugu goriildii.
Demir indirgeyici giicli sonuglariin biiyiik bir kismi ise literatiire gore ¢ok daha yiiksek

bulundu (12, 117, 119, 120, 123-126, 135, 154).

Elde edilen sonuclara gore, farkli yorelerden toplanan propolis 6rneklerinin polifenol
ve flavonoid madde igerikleri ile demir indirgeyici giicti birbiriyle uyumlu bulunmustur. En
yiiksek polifenol igerigi sirastyla Hakkari-Yiiksekova, Trabzon Siirmene-2 ve Ardahan-
Cildir’da bulundu. En yiiksek flavonoid igerigi sirasiyla Hakkari-Cukurca’da, Giimiishane-
Merkez ve Hakkari-Semdinli’de bulundu. En yiiksek demir indirgeyici giicii ise sirasiyla

Hakkari-Yiiksekova, Ardahan-Cildir ve Samsun-Salipazari’nda bulundu.

Bolgeden bolgeye toplam polifenol ve flavonoid igerik sonuglari ile demir
indirgeyici giicii testinden elde edilen sonuglar birbiri ile tutarlilik gostermektedir. En yiiksek
toplam polifenol igerik, toplam flavonoid igerik ve demir indirgeyici giicii Dogu Anadolu
bolgesinde goriiliirken bu degerlerde azalis bolgelere gore sirasiyla Karadeniz, Marmara ve
Akdeniz bolgesi seklindedir. Ayni bolgeden bazi illerin birbirinden oldukca farkli
polifenolik bilesime, flavonoid bilesime ve demir indirgeyici giicline sahip oldugu
goriilmiistiir. Hatta ayn1 ilde farkli yorelerden alinan 6rnekler arasinda bile oldukga biiyiik
farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Goriilen bu gesitliliginin arkasinda yatan sebebin ise ayni

solvent ile ekstrakte edilen numunelerdeki bolgesel farkliliklarin oldugu kanaatine varilda.

Calismamizin kimyasal karakterizasyon kisminda ise propolisin sulu ekstraktlarinin
fenolik profilleri HPLC-DAD yo6ntemi kullanilarak belirlenip gosterilmistir. HPLC-DAD
analizi i¢in kullandigimiz standartlar1 klorojenik asit, kafeik asit ve trans-sinnamik asit
olarak belirlememizin sebebi hem literatirde hem de bdliimiimiizde daha Onceden
gerceklestirilen analizlerde sulu karma Tiirk propolisinin bilesiminde bu bilesenlerin

bulunmus olmasidir. Bolimiimiizde daha 6nce gerceklestirilen karma Tiirk propolisinin sulu
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ekstraktinin analiz edildigi calismada ¢ok az miktarda da olsa 3,4,5-tri-O-kafeoilkuinik asit
de tespit edilmistir (78). Bu standardin ¢alismamizda kullanilmama sebebi ise bir¢ok firma

ile irtibata gecilmesine ragmen yurt disindan temin edilememis olmasidir.

HPLC ile birlestirilmis DAD vasitasiyla standartlarimizin maksimum absorbans
gosterdigi ve 280 ve 320 nm olarak belirledigimiz iki farkli dalga boylarinda dl¢timler
alimmugtir. Kafeik asit, klorojenik asit ve trans-sinnamik asit i¢in kalibrasyon egrileri, karsilik
gelen standartlarin bilinen miktarlarinin tekrarli ¢aligmalarindan elde edildi. Her bir
standardin 10 pg/mL’lik konsantrasyonundaki ortalama ve standart sapma degerleri
kullanilarak LOD, LOQ ve %BSS degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi. Tiim standartlarimizin
%BSS degerlerinin %0.2°den diisiik olmasi yontemimizin tekrarlanabilir oldugunu
gostermektedir. Analitin saptanabilir minimum konsantrasyonu olan LOD degerleri 0.009-
0.046 pg/mL arasinda bulunurken, miktar tayininin yapilabildigi en diisiik analit
konsantrasyonu olan LOQ degerleri 0.031-0.154 pg/mL arasinda bulunmustur. Bu degerler,
analitik yontemin propolis numunelerindeki biyoaktif bilesiklerin saptanmasina ve

oOl¢iilmesine izin verdigini gostermektedir.

HPLC-DAD ile yaptigimiz kalitatif ve kantitatif analizler sonucunda propolisin sulu
ekstraktlarinda klorojenik asit miktar1 3.29-123.04 ug/mL arasinda bulunurken literatiirde
karma Tiirk propolisinde 10.20 pg/mL bulundugu goriilmistiir. Caligmamizda kafeik asit
miktarlart 27.31-976.21 pg/mL arasinda bulunurken; literatiirde Litvanya propolisinin sulu
ekstraktlarinin kafeik asit miktar1 7.5 pg/mL ve karma Tiirk propolisinde 204.00 pg/mL
degeri bildirilmistir. Propolis 6rneklerindeki trans-sinnamik asit miktarlar ise 0.55-746.77
pg/mL arasinda bulunurken karma Tiirk propolisinde 28.90 pg/mL bulunmustur (78, 133,
134). Calismamizda propolis ekstraktlarimizin ¢ogunlugunun karma Tiirk propolisinde
bulunan miktarlardan daha yiiksek miktarlarda klorojenik, kafeik ve trans-sinnamik asit
icerdigi tespit edilmistir.

Sulu propolis ekstraktlarinin tiimiinde diger bilesenlere oranla yiiksek oranda kafeik
asit bulundu. En yiiksek kafeik asit miktar1 sirastyla Hakkari-Yiiksekova, Ardahan-Cildir ve
Hakkari-Semdinli de bulundu. En yiiksek klorojenik asit miktar1 sirasiyla Hatay-1, Hatay-
Dortyol ve Hatay-2’de bulundu. En yliksek trans-sinnamik asit miktar1 sirastyla Hatay-1,

Samsun-Bafra ve Hatay-2’de bulundu.

Elde edilen sonuglara gore toplanilan boélgenin, propolisin nihai kimyasal bilesimi

iizerinde Onemli bir rol oynadigi goriilmektedir. Kimyasal bilesenler yoniinden
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incelendiginde bolgeler arasinda herhangi bir uyum goriilmemistir. Kafeik asit miktari
bakimindan bélgeler karsilastirildiginda en fazla kafeik asit bulunduran bolge Dogu Anadolu
Bolgesi oldugu goriiliirken en fazla trans-sinnamik ve klorojenik asit bulunduran bdlgenin
ise Akdeniz bolgesi oldugu goriilmistiir. Analiz sonuglarinda bilesenlerin farkli konumlarda
bu kadar ¢esitlilik gosterme sebebinin arilarin topladigi bu muhtesem ar1 {iriiniiniin farkl

bitki kaynaklarindan toplamalar1 oldugu diistiniilmektedir.

Literatiirde antioksidan aktivitenin fenolik bilesenlerden dogrudan etkilenebildigi
belirtilmektedir (155). Trans-sinnamik ve klorojenik asit miktarlari ile toplam polifenol
icerik, toplam flavonoid igerik ve demir indirgeyici giicli degerleri arasinda herhangi bir
uyum goriilmemistir. Kafeik asit miktar1 yiiksek olan ekstraktlarda ise genellikle toplam
polifenol icerik ile birlikte demir indirgeyici giiciin de yiiksek oldugu goriilmiistiir. Burdan
yola ¢ikarak antioksidan potansiyeli ile kafeik asit miktarinin orantili oldugu soylenebilir.
Literatiirde propolisin igerisinde bulunan kafeik asidin yiiksek radikal siipiiriicii etkisinin
oldugu ve ayrica iyi bilinen giiclii indirgeme maddesi olan askorbik asitten esit veya daha
iyl indirgeme maddesi oldugu belirtilmektedir (126). Sonuglarimiz da bunu destekler

niteliktedir.

Literatiirde c¢esitli konumlardan alinan propolis orneklerinin hem kimyasal
bilesenlerinde hem de antioksidan 6zelliklerinde farkliliklar oldugu ve bizim sonuglarimizin
da bunu destekledigi goriilmektedir. Bu calisma ile elde edilen en 6nemli sonug farkli
cografik bolgelerden elde edilen propolis 6rneklerinin hem kimyasal bilesen yoniinden hem

de antioksidan 6zellik yoniinden farkli olmasidir.

Calismamiz sayesinde sulu Tiirk propolisi iceriginin literatiire kazandirilmasi ve
diinyada capinda bilinen bircok Onemli propolis arasinda Onemli bir yere gelmesi
saglanacaktir. Tiirkiye’'nin ¢esitli yorelerindeki propolislerin kimyasal igeriklerinin
belirlenmesi sayesinde igerdigi bilesikler ile iligkili olan biyolojik aktiviteler tespit edilip
etki mekanizmalarinin agiklanmasi daha kolay hale gelmesi saglanabilecektir. Ozellikle
Dogu Anadolu ve bunun yani sira Karadeniz bolgesindeki propolis drneklerinin daha zengin
icerige ve antioksidan potansiyele sahip oldugu belirlendiginden ¢alismalarda o yorelerdeki
propolislerin kullanimia agirlik verilmesi saglanabilecek olup o yoredeki propolislerin
iiretimlerine agirlik verilmesi yoniinde ilgili kamu kurumlar1 ve sivil toplum kuruluslarina
tavsiyelerde bulunulacaktir. Ozellikle Tiirk propolisinin sulu ekstraktinin insanlarin

kullanimina uygun bir gida takviyesi olarak daha fazla giindeme gelmesi saglanabilecek ve
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bu ekstraktla ilgili yapilacak olan caligsmalara dikkat ¢ekilebilecektir. Son yillarda propolisin
cesitli iirtinlerinin diinya ¢apinda kullanimi arttigindan tilkemize de ithalat yoluyla hem ham
propolis hem de tiriinleri girebilmektedir. Bu ¢alisma ile gerek i¢ piyasada ragbetinin artmasi
gerekse dis piyasada birgok iilke propolisi arasinda onemli bir yere gelmesi saglanacaktir.
Dolayisiyla bu ¢alisma ile Tiirk propolisinin Diinya pazarindaki degeri artacak ve bu da

iilkemiz ekonomisi yoniinde pozitif katki saglayabilecektir.
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