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TURKIYE’NIN BAZI ILLERINDEN TOPLANAN PROPOLISLERIN
ANTIMIKROBIYAL, ANTIOKSIDAN AKTIVITELERI VE BIYOAKTIF
BILESENLERININ TAYINI

0z

Bu calismada, Tiirkiye’nin Van, Erzurum, Giimiishane, Ordu, Rize ve Mugla
sehirlerinden toplanan etanolik propolis ektrelerinin antimikrobiyal, antioksidan
aktiviteleri ve biyoaktif bilesenleri belirlendi.

Etanolik propolis ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri, dort Gram-pozitif
bakteri  (Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus), altt Gram-negatif bakteri (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei,
Yersinia enterocolitica), iki maya (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae) ve bir
kif (Aspergillus niger) tiirii ile disk diflizyon ve agar diliisyon yontemine gore test
edildi. Propolis ekstreleri, Gram-pozitif bakterilere karsi, Gram-negatif bakterilerden ve
bakterilere kars1 maya ve kiiflerden daha giiclii aktivite gosterdi. En diisiik etki degeri
(MIC), antibakteriyal etkiyi belirlemedeki seri sulandirma teknigi kullanilarak
belirlendi. Bu bakterilere karsi elde edilen MIC degerleri, 6.25 ile 50 pg/mL arasinda
degisti.

Etanolik propolis ekstrelerinin aktioksidan aktiviteleri, Demir indirgeyen
antioksidan gili¢ (FRAP) yontemi, Bakir iyonu indirgeyen antioksidan kapasite
(CUPRAC) yontemi ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ile serbest radikal siipiirme
aktivitesi yontemiyle belirlendi. Etanolik propolis ekstrelerinin Toplam fenolik igerigi
(TPC), Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlendi. Test sonuglarina gore, etanolik propolis
ekstreleri, en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Etanolik propolis ekstrelerinin
biyoaktif bilesenleri GC-MS ile analiz edildi.

Bu c¢aligmaya gore, etanolik propolis ekstreleri, mevcut sentetik antimikrobiyal ve

antioksidan ajanlara alternatif olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Propolis, antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, toplam
fenolik igerik, GC-MS.



ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT ACTIVITIES AND THE
DETERMINATION OF BIOACTIVE COMPONENTS OF PROPOLIS
SAMPLES COLLECTED FROM SOME CITIES OF TURKEY

ABSTRACT

In this study, antimicrobial, antioxidant activities and bioactive components of
ethanolic propolis extracts collected from Van, Erzurum, Giimiishane, Ordu, Rize, and
Mugla cities of Turkey were determinated.

The antimicrobial activities of ethanolic propolis extracts were tested against four
Gram-positive  bacteria  (Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus), six Gram-negative bacteria (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella
sonnei, Yersinia enterocolitica), two yeasts (Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae) and mold (Aspergillus niger) by disc diffusion and agar dilution method.
Propolis extracts showed more potent activity against Gram-positive than Gram-
negative bacteria, and against bacteria than yeasts and mold. Minimum inhibitory
concentration (MIC) was determinated using serial dilution technique to determine the
antibacterial potency. The MIC values against these bacteria ranged from 6.25 to 50
pg/mL.

The antioxidant activities of ethanolic propolis extracts were determined by Ferric
reducing antioxidant power (FRAP) method, Cupric ion reducing antioxidant capacity
(CUPRAC) method, and free radical scavenging activity with the 1,1-difenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) method. Total phenolic content (TPC) of ethanolic propolis
extracts were determinated by the Folin-Ciocalteu method. According to test results,
ethanolic propolis extracts have the highest antioxidant capacity. Bioactive components
of ethanolic propolis extracts were analysed by GC-MS.

According to this study, ethanolic propolis extracts can use as alternative for the

current synthetic antimicrobial and antioxidant agents.

Key Words: Propolis, antimicrobial activiy, antioxidant activity, total phenolic content,
GC-MS.
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1.GIRIS

Giiniimiizde, gidalardaki mikroorganizmalar1 yok etmek i¢in, ¢esitli kimyasal ve
sentetik maddeler yaygin sekilde kullanilmaktadir. Son yillarda, kullanilan kimyasal ve
sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi, mikroroganizmalarin kullanilan
antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmalari ve kullanilan bu kimyasal ve sentetik
maddelerin gilivenli olup olmadigr konusundaki kaygilar, tiiketicileri bitkilerden dogal
yolla elde edilen iiriinleri kullanmaya yonlendirmistir. Ayrica son zamanlarda
antibiyotige direncli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklardaki artis, yeni dogal
antimikrobiyal bilesenlerin kesfi i¢in yapilan arastirmalart da arttirmigtir (Nostro ve
ark., 2000; Nair ve ark., 2005).

Gida endiistrisinde gidalarin bozulmalarini 6nlemek amaciyla kullanilan sentetik
maddeler, giiniimiizde son derece ucuzdur. Fakat, bu sentetik maddelerin istenmeyen
yan etkilerinin olmasi ve 6zellikle de kansere neden olma riski, bu maddelere siiphe ile
bakilmasina neden olmustur. Bu nedenle, 6zellikle besinlerde dogaya doniis akimi ile
birlikte, sentetik maddelere alternatif dogal madde arayislari hiz kazanmistir (Nair ve
ark., 2005).

Bu dogal iiriinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan birisi de, arilardan
elde edilen triinlerdir. Ar {irlinlerinin timi birgok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin
Oniline gecmek ve tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir. Bal arisi iriinlerinin tedavi
amaciyla kullanilmasina ‘apiterapi’ denilmektedir. Apiterapi, aricilik kadar eskidir
(Hamdy ve ark., 1989).

Aricilik; ¢evrenin, tarim ve orman irilinlerinin korunmasinda ve gelismesinde
polinasyon ile katkist bulunan énemli bir faaliyettir. Ulkemiz dogal yapi ve nektar
kaynaklar1 bakimimdan ¢ok zengin olup, aricilik acisindan biiylik bir potansiyele
sahiptir. Ulkemizde 10.000’in iizerinde dogal ¢igekli bitki tiirii ve bolgesel kosullara
uyum saglayan ar1 1rki ve ekotipleri bulunmaktadir. Bitki tiirlerinde ve arn
populasyonundaki zenginlik, cografi bolgelerin iklim ve fauna agisindan ¢ok degisik
ekolojiler gostermesinden kaynaklanir. (Kumova ve Korkmaz, 2002).

Canlilarin varligi dogrudan veya dolayli olarak bitkilere bagl olup, aralarinda
zamanla giicli ortak baglar kurulmustur. Genellikle bu ortaklik, karsiliklidir. Buna
verilecek en giizel 6rneklerden birisi, bal arisi ile bitkinin ¢igekleri arasindaki iligkidir.

Cigeklerin tozlagsmasi i¢in arilara, arilarin da beslenmesi i¢in ¢igeklere ihtiyaglar1 vardir.



Diinyada gida olarak tiiketilen maddelerin yaklasik olarak % 80'i ile % 90’1 bitki
tirlerinden elde edilmektedir. Bu bitki tiirlerinden en az % 60’1 art tarafindan
dollenmeye gereksinim duyar.

Bal arilarinin yeryiiziinde yiizyillardir var olusu ve evrimsel basarisi diinya
tizerinde hemen hemen tiim habitatlara yayilabilen ve uzun yillar yasayan tiirler
olmalarini saglamigtir. Bu basari; biiyiik oranda onlarin iirettigi bal, balmumu, ar1 zehri,
propolis, polen ve ar1 siitii gibi spesifik Uriinlerin kimyasal yapisi, faydali biyolojik
Ozellikleri ve bu irlinlerin pek ¢ok alanda uygulanabilirligi nedeniyledir (Popova ve
ark., 2005). Giinlimiizde, arilardan iki sekilde tiriin elde edilmektedir. Bunlar; ar siitii,
balmumu ve ar1 zehri gibi, armin dogrudan viicudundan salgilanan iiriinler, digeri ise
bal, polen ve propolis gibi bitkilerden topladigi ve kismen viicut salgilarini ekledigi
tiriinlerdir.

Aragtirmalarin  ¢ogu propolisin  kimyasal bilesimi, biyolojik aktivitesi,
farmakolojik ve tedavi edici ozellikleri tlizerine odaklanmistir. Propolis ¢ok eski
zamanlardan beri kullanilmakla birlikte propolisle ilgili bilimsel calismalara ihtiyag
duyuldugu goriilmektedir (Silici ve Kutluca, 2005). Bu nedenle, diinyanin farkli
cografik bolgelerine ait olan propolis 6rneklerinin kimyasal yapist ve farmakolojik
aktivitelerinin incelenmesi ve belirlenmesi gerekmektedir. Propolisin yapisinda bulunan
aktif bilesenlerin belirlenmesi igin degisik calismalarda farkli analitik yaklasimlar
kullanilmigtir (Bankova ve ark., 2000).

Propolisin tipta kullaniminda en biiyiik sakincalardan biri; bal arilarinin propolis
toplama ihtiyac1 duyduklart donemde ¢evrede uygun propolis kaynagi bulamadiklarinda
asfalt, zift gibi zararli maddeleri toplayabilmeleridir. Bu nedenle, propolisin kimyasal
analizlerle bilesiminin belirlenmesi kaginilmaz olmaktadir (Bankova ve ark., 2000).

Propolisin igerigi toplanildig1 bdolgedeki bitkilerin igerigine bagli olarak
degismektedir. Bu nedenle, biz de endemik bitki tiirii bakimindan zengin ve arilarin
propolis kaynagi olarak kullanabilecegi farkli bitkilerin yayilis gosterdigi alt1 ilden
temin edilen propolis numunelerini inceledik.

Bu arastirma ile, Tirkiye’de bal iiretimi ve degeri agisindan Onemli olan
illerimizden Giimiishane, Van, Ordu, Rize, Mugla, Erzurum’dan toplanan propolislerin
kimyasal analizleri antimikrobiyal ve antioksidan ozelliklerini ortaya g¢ikararak bu

propolislerin ekonomik olarak kullanilip kullanilmayacag arastirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Propolis Nedir?

Propolis, balarilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan agaglarin kozalak, yaprak, geng
siirgiin ve kabuklarindan, bitki tomurcuklarindan topladiklar1 ¢esitli yaglari, polenleri,
O0zel regine ve mumsu maddeleri kendi metabolik salgilariyla harmanlayarak
olusturduklart ¢ok kuvvetli antiviral, antibakteriyel, antifungal etkiye sahip re¢inemsi
bir maddedir (Ghisalberti, 1979).

Bal arilar1i kovanda propolisi ¢esitli amaglarla kullanarak steril bir ortam
saglamaktadirlar. Arilarin patojenik mikroorganizmalara karsi en 6nemli kimyasal silahi
olan propolis, ¢ok eski zamanlardan beri halk sagliginda kullanilmaktadir (Popova ve
ark., 2005).

Propolis {iretimi i¢in arilar tarafindan kullanilan materyal, bitkilerin yara
bolgelerinden salgilanan maddeler olabildigi gibi, yapraklardaki lipofilik materyaller ile
recine, miisilaj ve zamk gibi maddeler de olabilmektedir (Crane, 1988).

An bitkilerden aldig1 bu maddeleri basi ile toraksi arasinda bulunan bezlerden

salgilamig oldugu aktif enzimlerle karigtirarak kullanir (Ghisalberti, 1979; Marccucci ve

ark., 1994).

Sekil 2.1. Cesitli propolis resimleri

Propolis, insan ve veteriner hekimliginde kullanilan dogal bir iiriindiir. Bununla
birlikte, propolisi olusturan reginenin farkl bitkilerden toplaniyor olmasi onun kimyasal
yapisinin  farklilagmasina neden olmaktadir. Propolisin  kimyasal yapisindaki
degiskenlik, onun tip alaninda kullaniminda ve kalitesinin belirlenmesinde 6nemli bir
sorun haline gelmistir. Bu konuda propolis toplanilan kaynagin net olarak takip
edilememesi, kimyasal yapisini belirlemede zorluklar yaratmistir. Bununla birlikte,

propolisin biyolojik aktivitesi belirlenirken propolisten izole edilen aktif bilesenlerin



belirlenmesi, s6z konusu aktivitenin hangi bilesik ya da bilesik gruplarindan
kaynaklanabilecegi konusunda yorum yapma agisindan kolaylik saglayacaktir.
Ozellikle, farkli cografik bolgelerden elde edilen ve botanik orijini farkli olan propolis
orneklerinin kimyasal yapisinin aydinlatilmasinda fayda vardir. Nitekim, son yillarda
propolisin standart hale gelmesini kolaylastirmak, diinyanin farkli cografik
bolgelerinden toplanan propolislerin tiplendirilmesi igin ¢alismalar yapilmaktadir
(Bankova ve ark., 2000).

Propolisi kimyasal bilesiklerine ayirmak oldukc¢a gilictiir. Ancak son yillarda
‘High Performance Liquid Chromatogaphy’ (HPLC), ‘Gas Chromatography and Mass
Spectrometry’ (GC-MS) teknikleri kullanilarak propolis igerisinde ¢ok az miktarda
bulunan ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinen 149 bilesik ve 20 iz element tespit edilmistir.
Ayrica propolisin biiyiikk kismini1 olusturan regine, polen ve suda veya organik
¢oziiclilerde ¢oziinmeyen balmumu gibi kisimlarin varligi da tespit edilmistir. Son 15
yildir tipta ve diger alanlarda bilim adamlari tarafindan propolisle ilgili ¢cok degerli

caligmalar yapilmaktadir (Bankova ve ark., 2000).
2.2.Propolisin Tarihgesi

Ik kez yunanl yazarlar tarafindan kullanilan propolis kelimesi; pro- savunma,
ve polis, sehir anlamina gelen iki kelimenin birlesmesinden meydana gelmistir. Boylece
sehrin, yani ar1 kovanin, savunulmasi anlammda kullanilmistir. Unlii Yunan filozofu
Aristo, arilarin ¢aligmasini saydam kovan kullanarak incelemek istemis, ancak kovanin
koyu renkte mumsu maddeler ile kaplanarak kovanin saydamligini yitirdigini
bildirmistir. Giinlimiizde, bu maddenin propolis oldugu tahmin edilmektedir. Eski
yunan yazitlar1 bu maddeyi iltihaplanan yaralar ve ¢iirtikler i¢in kullanilan kiir olarak
tanimlarken Roma’da yara iizerine konulan lapa benzeri karigimmn yapiminda
pratisyenler tarafindan yaygin olarak kullanilmistir. Kisaca propolis, eski yunanda dogal
bir antibiyotik olarak yaygmn bir sekilde kullanilmistir. Propolis, Ibranice eski
vasiyetnamelerde ‘tzori’ olarak ge¢mektedir ve telepatik ozellikleri ile anilmaktadir.
Avrupa’daki 12. yy kayitlari propolisin medikal preparatlarinin; agiz ve yara
enfeksiyonlarmin tedavisi ve dis saghgr i¢in kullanimindan bahsetmektedir
(http:www.sayallar.com/polonen_web/propolis.htm).

Geleneksel hekimlikte yaygin olarak kullanilan ve Hipokrat, Herodot, Aristo ve

diger antik donem bilginleri tarafindan 6vgii ile s6z edilen propolis, ¢ok eski ¢aglardan



bu yana insanlar tarafindan ya g¢esitli hastaliklarin tedavisinde, ya da hastaligin
etkilerinin azaltilmasinda kullanilmustir.

Propolisin vazelinle karistirilarak hazirlanan merhemlerinin  Boer savaslari
sirasinda  kullanildigi ve yaralar1 iyilestirdigi  belirtilmektedir. Propolis, Misir
Uygarliginda oliilerin mumyalanmasinda kullanilmaktadir. Hipokrat propolisin deri
tilserlerinin ve sindirim sisteminin tedavisinde de kullanildigint sdylemistir. Anadolu’da
geleneksel olarak insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda sik goriilen ayak ve deri
problemlerinde, yaralarin ve ¢ibanlarin iyilestirmesinde kullanildigi bildirilmektedir.
Arilar propolisi milyonlarca, insanlarsa binlerce yildir kullanmaktadir. Insanlik i¢in bu
recinemsi yapinin kesfedilen yararlari, heniiz ¢ok azdir (http://www.sayallar.com/

polonen_web/propolis.htm).
2.3. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Yapis1

Propolis regineli ve yapiskan bir madde olup, rengi kaynagina ve depolama
stiresine bagli olarak sari-yesilden koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir. Sogukta

sert ve kirilgan, sicakta ise yumusak ve yapiskan bir yapisi vardir.

Cizelge 2.1. Propolisin yapisinda bulunan maddelerin oranlar (Silici, 2003).

Madde Miktar
Balzam ve Regine % 50-70
Bitki mumu % 30-50
Bitki poleni % 5-10
Temel yaglar % 10
Organik madde ve mineraller %5

Propoliste bulunan baslica mineraller; kalsiyum, magnezyum, iyot, ¢inko,
potasyum, mangan, kobalt, bakir, demir ve sodyum’dur. Baslica vitaminler ise; A, By,
B,, Bs, Bg, C ve E vitaminleridir (Deblock-Bostyn, 1982; Debuyser, 1983).

Aragtiricilar, propolisin  siiksinikdehidrogenaz, glukoz 6-fosfataz, adenozin
trifosfataz ve asit fosfataz gibi, enzimler icerdigini de belirtmislerdir. Avrupa, Asya ve
Kuzey Amerika’yr igeren sicak bolgede, farkli kavak tomurcuklarmin tomurcuk
salgilar1 propolisin ana kaynagini olusturmaktadir. Bu bolgedeki orneklerin kaynagi

benzer kimyasal bilesimi ile karakterize edilmistir. Fenoliklerin ana bilesenleri;
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flavonoid aglikonlar, aromatik asitler ve onlarin esterleridir. Propolis toplamak icin
kullanilan bitki kaynagmin bilesimi propolisin kimyasal yapisin1 belirlemektedir.
Propolisin bilesimi, toplandigi alanin bitki ortiistine baglidir. Ayrica, propolisin
toplanma sezonu da, aym1 bolgeden toplanan propolisin  kimyasal yapisini
etkileyebilmektedir. Ornegin; Akdeniz Bolgesi’nden (Sicilya ve Adriyatik kiyilari)
toplanan propolis tek tip ozellik gosterip, temel bileseni diterpenik asitler iken,
Brezilya’da farkli tipte propolis tanimlanmistir. Karasal iklime sahip bolgelerden
toplanan propolisin (Asya, Avrupa, Kuzey Amerika vb.) baslica kaynaginin kavak
bitkisi tomurcuklar1 oldugu belirlenirken, bu propolisin ¢esitli flavonoidlerini igeren
fenolik bilesikler, aromatik asitler ve onlarin esterleri bakimindan zengin oldugu
belirlenmistir. Kavak agaci, karasal bolgelerde yaygin olarak gozlenirken, tropik ve
subtropik bolgelerde yetismemektedir. Bu sebeple, bu bolgelerde bal arilari, dogal
olarak baska propolis kaynaklarini tercih etmektedirler. Boylece, tropik bolgelerde
tiretilen propolisin kimyasal yapist kavak propolisinden tiimiiyle farkli olmaktadir.
Ornegin; Brezilya propolisinin ana kaynagi Baccharis dracunculifolia’dir ve bu
propolis tipinde temel kimyasal bilesik sinifi, kumarik asit ve asetofenon tiirevleri olup,
kavak tipi propolisten tamamen farkli olarak diterpenler, lignanlar ve flavonoidler
igerdigi belirlenmistir. Son yillarda dikkat ¢eken Kiiba propolisinin ana bileseni ise,
poliizoprenillenmis benzofenonlardir ve Kiiba propolisini Avrupa ve Brezilya
propolislerinden farkli kilmaktadir. Ayrica, Clusia minor, CIl. major (Guttiferae),
Araucaria heteroplhylla ve farkli Baccharis tiirlerinin Venezuella ve Brezilya’dan
toplanan propolisin en 6nemli kaynaklari oldugu bildirilmistir. Bu bitkilerin tropikal
propolislerde daha o6nce rapor edilen proprenillenmis benzofenonlar ve gesitli
diterpenler igerdigi belirlenmistir. Benzer sekilde, klerodan-tipi ve ¢esitli labdan-tipi
diterpenoidler karasal iklim propolislerinde bulunamamistir. Flavonoidler ise tropikal
propolislerde de belirlenmistir. Tropikal bolgelerden toplanan propolisin karasal iklime
sahip bolgelerden toplanan propolisten farkli kimyasal yapi gostermesinin nedeni,
vejetasyon farkliligidir (Silici, 2003).

Propolisin  farmakolojik  yonden degerli olmasi, giiniimiizde tibbi
preparatlarinin  hazirlanmas1 ve antibakteriyel ve antiviral yonden degerli olmasi,
igerisinde bulunan sekonder metabolitler sayesindedir. Bu metabolitler arasinda; fenolik
asitler (kafeik asit ve sinnamik asit) ve esterleri, ketonlar, fenolikaldehitler, f lavonlar ve

Flavonoidler (pinosembrin, pinobanksin, akasetin, krisin, rutin, katesin, naringenin,



galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirisetin, kuarsetin), terpenler ve terpenoidler,
aromatik asit ve esterleri, aminoasitler, alkoller, aldehitler, alifatik asit ve esterleri ve
baz1 hidrokarbonlar sayilabilir (Nagy ve ark., 1985).

Incelenen literatiir bilgileri 1s131nda diinyanin degisik bolgelerinden toplanan
propolis orneklerinde tespit edilen flavon ve flavonoidler; pinosembrin, pinobanksin,
organik ve yag asitleri, kafeik asit, 9-hekzadekanoik asit, sinnamik asit, ferulik asit,

terpenler, lignanlar, ketonlar, hidrokarbonlu bilesiklerdir (Bankova ve ark., 2000).
2.4.Propolisin Bitkisel Kaynaklari

Propolis cok eski zamanlardan beri kullanilsa bile, propolis hakkinda klinik
calismalarla ispatlanmis bilgiye ihtiya¢ vardir. Son 40 yil boyunca propolisin kimyasal
komposizyonu, biyolojik aktivitesi, farmakolojisi ve tedavi edici kullanimlar1 hakkinda
cok sayida yayin yapilmistir (Sorkun, 2000).

Ghisalberti  (1979), propolisin kimyasal yapisinin yeterince bilinmemesi
sebebiyle tipta tavsiye edilemeyecegini ifade etmistir. Bu nedenle temel problem,
propolisin toplama bdolgesine bagli olarak kimyasal komposizyonundaki oOnemli
degisikliklerdir. Ciinkii farkli ekosistemlerdeki farkli bitki salgilar1 propolis kaynagi
olabilmektedir. Son yillarda propolis ve igerigine olan ilgi artmis; yapisi, farmakolojik
ozellikleri ve ticari degeri konusundaki ¢alismalar devam etmistir. 1900°lerde propolisin
kaynag iizerinde ¢alismalar yapilmis ve propolisin birden ¢ok kaynagi oldugu tespit
edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise propolisin; genellikle, ¢cam (Pinus spp.)
regineleri, hus (Betula spp.), kavak (Populus spp.), atkestanesi (Aesculus
hippocastanum), sogiit (Salix spp.), kizilagag (Alnus spp.), goknar (Abies spp.), erik
(Prunus spp.), karaagag (Ulmus spp.), mese (Quercus spp.) ve disbudaktan (Fraxinus
excelsior) elde edildigi ve propolisin bilesiminin bitki kaynagina bagli olarak
degisebilecegi bildirilmistir. Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya’nin tropik olmayan
bolgeleri gibi, karasal iklime sahip bolgelerde kavak (Populus spp.) tiirleri propolisin
baslica kaynagidir, ancak kavagin yetismedigi yerlerde arilar bagka propolis kaynagi
aramaktadirlar. Ornegin Rusya’da Hus agaglar1 (Betula verrucasa), Brezilya’da
Baccharis tiirleri propolisin kaynagi olabilmektedir. Bu durumda kavak agacindan elde
edilen propolisin temel kimyasal bilesikleri; flavonoid aglikonlar, hidroksisinamik
asitler ve onlarin esterleri olurken, hus agacindan elde edilen propoliste flavonoid

aglikonlar, Baccharis spp.’den elde edilen propoliste p-kumarik asitin karbon



prenillenmis tiirevleri 6nemli aktif bilesikler olarak goriilmektedir (Bankova ve ark.,
2000).

2.5.Propolisin Bitki Kaynaklarinin Onemi

Propolisin toplanabilecegi bitki kaynaklarinin bilinmesi, bilimsel yOniiniin
yaninda kimyasal standardizasyonun olusturulmasi agisindan da onem tasimaktadir.
Propolis ornekleri HPLC ve GC-MS yontemleri kullanilarak bitki kaynaklar
karsilagtirmali olarak kolay bir sekilde karakterize edilebilmektedir. Bu yontemler, bitki
kaynaginda bulunan bitki salgilarinin kalitatif komposizyonunu ortaya ¢ikarmaktadir.
Omegin propolisin kaynag1 kavak ise; flavonoid aglikonlar, hidroksisinamik asitler ve
esterlerinin karigimindan olustugu ortaya ¢ikmaktadir.

Propolisin bitki kaynagi, ar1 yetistiricilerinin arilarin ugus alaninda yogun olarak
bulunan bitkileri bilmeleri agisindan 6nem tasimaktadir. Arilar ¢evreden propolis
toplayamadiklar1 zaman ¢esitli boya, asfalt ve mineral yaglar1 iceren maddeleri propolis
gibi kullanmak amaciyla toplamak zorunda kalirlar. Arilarin bu toplama davranisi

icerisine sokulmasi propolisin farmokolojik kullanimin1 tehdit etmektedir.
2.6. Bal Arilarinin Propolis Toplama Davramislar:

Propolis toplanmasi bal arilarmni ugrastiran en zor islemlerden biridir. Arilar
propolisi genellikle agaglarin {ist kisimlarindan toplama egiliminde olduklarindan
onlarin bu davranmigini gbézlemlemek olduk¢a zordur. Arilar bitkilerin tomurcuk ve
slirglinlerinde bulunan regineli, zamksi sizintiy1 arka ayaklari ve ist genelerini
kullanarak almakta agizlarinda nemlendirerek yumusatmaktadir. Bu sirada arilar
agizlarindan salgiladiklart bazi enzimleri de katarak pellet haline getirdikleri propolisin
biyolojik degerini artirmaktadir. Pelet haline getirilen propolis 6n ve arka bacaklarinin
yardimut ile arka bacaklardaki polen sepetciginde paketlenmektedir. Arinin iki bacagi ile
tastyabilecegi propolis yiikiiniin depolanmasi, yaklasik 15-16 dakika siirmekte ve
propolis polen sepetgigi ile kovana tasimmaktadir. Kovan i¢i gérevini yapan isci arilar,
kovana propolis yiikiiyle donen arilardan propolisi 1sirip ¢ekmek suretiyle kiigtik
parcalar halinde koparirlar ve kullanacaklar1 yere 6zenle bastirarak yapistirirlar. Arilar
kovanin herhangi bir yerini kaplamak amaci ile kullanilan propolisin igine bir miktar bal

mumu da karigtirirlar. Propolis yiikiinden bir parga koparan ari, propolis topagina



vurarak geri kalan pargayr tekrar diizgiin hale getirir. Propolis yiikiiniin tamamen
bosaltilmasi, kovan i¢inde kullanimina ve propolis yiikii getiren is¢i sayisina bagl
olarak bir ile birka¢ saat arasinda degismektedir. Bu isci ar1 topladigi propolisi kovan
icine 30 dakikada bosaltmaktadir (Bankova ve ark., 1982).

Burada dikkat cekici olan nokta, propolis tasiyicisi olan armin ingaat isine
karismamasi ve bu isle ugrasan arkadaslarmin yiikiinii almalarini beklemesidir. Art
kolonilerindeki her iiyenin belli bir isi vardir. Herkes kendi isiyle ilgilenir, sadece bir is
aksadiginda diger arilar aksayan islere destek olur. Bu nedenle, ar1 propolisi hem
toplayip hem yamamakla veya mumyalamakla, hem de mumyaladigini disar1 tagimakla
ugrasmaz. Kovandaki is¢i arilarin timi bu islerin her birini yapabilecek yeteneklere
sahip olsalar da, sadece kendi islerini en iyi sekilde yapip, diger isleri de o konuda
gorevlendirilmis arkadaslarina birakirlar (Kumova ve Korkmaz, 2002).

Propolis yalnizca sicak giinlerde ve giiniin sicak saatlerinde toplanildig: igin,
propolis yiikiinii bosaltan ari, zamani Yeterli olursa tekrar propolis toplamaya
yonelmektedir. Propolis petek oren, larvalari besleyen, petek gozlerini dezenfekte eden,
mum salgilayan ve genelde koloni yonetiminden sorumlu 12-21 giinliik tarlac1 is¢i arilar
tarafindan toplanarak hemen gerekli yerler i¢in kullanilmaktadir (Kumova ve Korkmaz
2002).

Propolis yaz aylarinda 08.00 ila 19.00 saatleri arasinda, ilkbahar ve sonbahar
aylarinda havalarin giizel oldugu giinlerde toplanilmaktadir. Nektar kitligi olan
donemlerde propolis toplayicilar, diger arilara yardimc: olmak amaciyla nektar
toplamaya yonelirler. Cevre kosullar1 diizelince propolis toplayicilar tekrar esas
gorevlerine donerler. Propolis yiikiiyle kovana donen arilar, nektar tasiyan arilar gibi
kovana geldiklerinde petekler iizerinde dans ederler. Mesaj1 iletmeye yonelik yapilan bu
dans, nektar kaynagini bildiren danslar kadar anlamli degildir (Bankova ve ark., 1982).

Propolis toplama mevsimi bolgeden bolgeye, ekolojik kosullara gore
degigsmektedir. Nektar akiminin yogun oldugu doénemlerde arilarin propolis toplama
egilimi azalmaktadir. Arilarin propolisi toplama zamam italya’da bahar ve yaz aylari,
Dogu ve Bat1 Avrupa’da yaz ortasi ve sonbahar, Amerika Birlesik Devletleri’nde yaz ve
yaz sonu olmaktadir. Ulkemizde, Ege Bolgesinde Mart aymnda, Orta ve Dogu
Anadolu’da Agustos ve Eyliil aylarinda arilar tarafindan yogun olarak toplanildigi

belirlenmistir (Kumova ve Korkmaz 2002).
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Propolis verimi koloni basina 10-300 g arasinda degismekte, ancak propolis
toplama davranislar1 ekolojik kosullar, ar1 tirii ve 1rki, orman kaynaklart gibi faktorlere
bagli olarak 600 g’a kadar ¢ikabilmekte, fakat verimin bu faktorler yaninda tuzak
tiplerine de bagli oldugu bildirilmektedir (Bankova ve ark., 1982).

2.7. Propolis Uretimi

Arilar propolisi kovanda yogun olarak dip tahtasina, ucus deligi arkasina ve ortii
tahtalar1 arasina biriktirmektedirler. Ancak dip tahtasi ve ucus deligi arkasina biriktirilen
propolis, i¢erisine mum kirintis1 ve artik maddelerin karigmasi nedeniyle saf degildir.
Propolisi en temiz toplama metodu, kovanlarin iizerine konan propolis tuzaklarinin
kullanilmasidir (Kumova ve Korkmaz, 2002).

Tuzaklar esasen bolmeler veya kovan duvarindaki catlaklara benzeyen kiigiik
delikleri iceren levhalardir. Arilar levhalardaki bosluklar1 kapatmaya calismakta ve
boylece tuzaklar1 propolisle doldurmaktadirlar. Arici, koloni yonetimi igerisinde bal ve
polen gibi diger iiriinlerin iiretimini etkilemeden balmumu ile karigmamais, kirlenmemis
propolis tretebilmelidir (Kumova ve Korkmaz, 2002). Propolis iiretimi i¢in hazirlanmis
plastik, naylon ya da metalden yapilmis, iizerinde armmin gecemeyecegi genislikte
yariklar bulunan ve Ortii tahtasi yerine konulan i¢ kapaklar kullanilmaktadir.
Macaristan’da bu amagla plastik kapaklarin yaygin olarak kullanildig: bildirilmektedir.
Kovanin iist kismina monte edilen liretim kapaklari, yariklar1 yeterince propolis ile
doldugunda alinip derin dondurucuda dondurulur. Sertleserek kirilgan bir yap1 kazanan
propolis, kapaga uygulanan basit biikkme hareketleri ile ayrilir (Kumova ve Korkmaz,
2002).

Izgaral1 Ortii tahtasi, plastik veya naylondan hatta metalden de yapilabilmektedir.
Elek tipi Ortii tahtasinin propolisle kapatilmasi ve toplanmasi uzun bir zaman
gerektirdiginden, bu tip tuzakla bir mevsimde ancak 56-70 g’a kadar propolis
toplanabilecegi, fakat iirlinlin saf ve iyi kalitede olacag: ifade edilmektedir. Bununla
birlikte, tuzaklar arilarin propolisle dolduracagi yeterli miktarda bosluklar igermeli ve
daha fazla propolis dolmasini saglamak i¢in de konik bir yapiya sahip olmalidir
(Kumova ve Korkmaz, 2002). Uretim tuzaklari yoreye gore degismekle birlikte,
Haziran basindan Ekim sonuna kadar kovanda takili tutulabilmektedir.

Ortii tipi tuzaklarm kullanilmasi halinde propolis olusumunu tesvik eden hava

sirkiilasyonu ve 1s1gmn girisini saglamak igin biraz acikliklart bulunan kapaklarla
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tizerinin kapatilmasi gerekmektedir. Gelistirilmis bu tuzak tiplerinden baska tuzak
kullanmaksizin kovan kapaklar1 altindan propolisi kaziyarak da toplamak miimkiindiir.
Bu amagla, kovan kapaklarinin birka¢ gilin arayla birkag milimetre yiikseltilerek olusan
araliklarin arilar tarafindan propolisle kapatilmasi saglanmaktadir. Boylece birkag hafta
sonra kapak altinda birikmis olan propolis dikkatlice kazinarak alinmaktadir (Kumova
ve Korkmaz, 2002).

Yazin toplanan propolis yapiskan olacagindan igine daha fazla miktarda
balmumu karisacaktir. Sonbahar aylarinda toplanan propolisin balmumu igerigi daha az
olacagindan rengi parlak olacaktir (Ghisalberti ve ark., 1978; Bankova ve ark., 1992).

Bununla birlikte, daha giivenli bir siniflandirma yapabilmek igin propolis hasat
edilmeden Once balmumu Oncelikle alimmali ve propolise karismasi onlenmelidir.
Toplanan propolis kagit tizerine toz halinde serilmeli ve yabanci artiklar bir cimbizla
ayiklanmalidir. Propolis kesinlikle isitilmamali ve ufalanmamalidir. Eger sert ve
kirtlgan bir yapiya sahipse elenebilir (Kumova ve Korkmaz, 2002).

Aricilar, propolisi kovandan kaziyarak toplar. Bu toplama islemini genellikle
kovandaki bali hasat ettikten sonra yaparlar. Toplama sirasinda propolise bir miktar
mum karigir. Propolis islenmek tizere figilarin igerisinde isletmelere gonderilir ve dnce
degerlendirilmeye alinir. Eger ¢ok fazla mum ihtiva ediyorsa, yikanmak i¢in soguk suya
konur, bodylece propolise karismis mumlar giderilebilir. Genellikle kalan propolis
paslanmaz ¢elikten yapilmis kafesler lizerinde agik havada kurutulur (Kumova ve
Korkmaz, 2002).

2.8. Propolis Uretimini Etkileyen Faktorler

Propolis tliretimini etkileyen baslica faktorler arasinda sunlari sayabiliriz:

a.fklim: Arilarin propolisi yumusatip, koparmasi ve kovana tagimasi icin dig
cevre kosullarinin propolis toplamak i¢in uygun sicaklik ve nemde olmasi gerekir.

b.An Tiirii ve Irki: Bal aris1 turlerinden A. florea, A. cerana ve A. dorsata
irklart propolis toplamazlar. Bal arisit irklarindan A. mellifera carnica (Karniyol)
arisinin petek gozlerinin steril edilmesinde ¢ok az propolis kullandigi ve bu durumda
peteklerin daha temiz ve beyaz renkte kaldigi belirlenmistir. A. mellifera caucasica
(Kafkas) arisinin propolis toplama egilimi oldukg¢a fazla olup, sonbahar mevsiminde
kovan girigini arilarin gecebilecegi Olclide kiiclik bir aralik birakilarak tamamen

propolis ile kapatmaktadirlar.
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c.Bitki Kaynagi: Bitkilerin genellikle dallarini korumak icin salgiladigt
yapiskan, re¢ineli madde dal iizerinde kaplama bigiminde goriiliir. Propolisi toplayan
arilar ¢ok farkli bitki tiir ve ¢esitlerinden salgilanan bu propolisi toplamaktadirlar.

d.Uretim ve Pazarlama: Propolisin sentetik olarak iiretiminin olmamasi, patent
sorunu, egitimsiz aricilarin aricilik yapmasi, bal, polen ve art siitii, ar1 {irlinlerinde
oldugu gibi etkin bir pazarlama aginin yeterli diizeyde bulunmamasi ve gelir kaynagi
olarak aricilarin ve 6zel firmalarin isteklerini karsilayamamasi gibi nedenler propolis

iiretiminin yaygilasmasini 6nlemektedir.
2.9. Propolisin Arilar Tarafindan Kullanimi

Arilar, propolisi kovanda degisik amaclarla kullanirlar. Arilar propolisi kovan i¢
ylizeyinin kaplanmasini, yarik ve catlaklarin kapatilmasini, peteklerin kenarlarinin
sertlestirilip onarilmasini, yaz sonunda cercevelerin baglanmasini, kovan giris deliginin
kolaylikla savunacaklart duruma getirilmesini, petek gozlerinin ana ar1 yumurtlamadan
once temizlenip cilalanmasini saglamak amaciyla kullanmalarinin yaninda bazen
kovanin dip tahtasinda propolisi merdiven gibi kullanarak cercevelere kadar ¢ikmak
amaciyla kullanirlar (Gargia-Viguera ve ark., 1993).

Kovan duvarlarinin kaplanmasinin, deliklerinin kiigtiltiilmesinin bir nedeninin de
yavru yetistirme sirasinda hava ve nem kaybinin azaltilmast oldugu tahmin
edilmektedir. Nitekim propolis kovan i¢i nemini belli bir diizeyde tutarak siddetli
yagislardan sonra kovanda olusacak asir1 rutubetten kovani korur. Bakteriler, funguslar
ve virtislerin kovan igerisinde tiremesini engelleyerek geng larvalar1 da hastaliklardan
korur. Arilar kovanda hastaliklarin yayilmasma izin vermezler. Bu nedenle 50.000
cm?’den daha az bir alanda 35-37°C kovan sicaklig1 ve %70 nispi nem, 60.000-80.000
arasinda aris1 olan bir kovan diisliniildiigiinde, mikroorganizmalarin iiremesi i¢in ¢ok
miikemmel bir ortam olusturmaktadir. Fakat propolisin koruyucu 6zelliginden dolay1 bu
hastalik etmenleri tireme imkéani bulamamaktadirlar. Kovanda acikliklar1 ve catlaklar
kapatmak amaciyla kullanmalari yaninda mumyalamada da propolisi kullanirlar.
Herhangi bir zararli kovana girdiginde, hemen arilar tarafindan 6ldiiriilerek digari atilir.
Ancak fare, salyangoz, kertenkele, kurbaga gibi davetsiz misafirler 6ldiiriildiikten sonra
kovan disina atilamadiklarinda arilar tarafindan propolisle kaplanir. Boylece bu mumya
zararlinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan bakteriyel veya viral enfeksiyonlara karsi koloniyi

korur (Brumfitt ve ark., 1990).
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Kovan icinde dis atmosferden ¢cok daha az oranda mikroorganizma bulunmasi,
propolisin  kimyasal o&zelliklerini ve Onemini gostermektedir. Propolisteki ugucu
unsurlarin varligi kovan igindeki mikroorganizma popiilasyonunun g¢evreden daha az
olmasmi agiklamaktadir. Nektar ve polen toplayan is¢i arilar kovan disinda cesitli
mikroorganizmalardan etkilenebilmektedir. Ayrica kovan cidarinin  propolisle
kaplanmasi sayesinde de istilact karincalar kovana girmeye calisinca kaygan yiizeyden
dolayi is¢i arilar tarafindan kolayca kovan digina atilabilmektedir.

Ayrica sicakligin ¢ok yiiksek oldugu bazi volkanik arazilerde (italya’nin
giineyindeki Salerno arazileri gibi) peteklerin erimemesi i¢in, petek ham maddesi olan

bal mumuna regine ekleyerek bal mumunun dayanikliligini artirdiklar1 da gézlenmistir.
2.10. Propolisin Kullanilir Hale Getirilmesi

Bir¢ok analitik metot propolisin bilesenlerinin tanimlanmasi ve ayrilmasi igin
kullanilir (Bankova ve ark., 1982).

Cok sayida kimyevi maddeden yapilmis propolisin ic¢indekileri birbirinden
ayirmak oldukca zordur. Onun icin propolis once alkolde ¢oziiliir, ¢6ziinen maddeler
alkole gegctikten sonra alkol uzaklastirilir. Alkolde ¢oziinen sekline ‘propolis balsam1’
adi verilir. Mumlu kisim alkolde ¢6ziilmez. Propolisin en yaygin iiretildigi iilke Brezilya
olmakla beraber, Cin, Tayland Avustralya ve Yeni Zelanda gibi iilkelerde Onemli
miktarda tiretilmektedir.

Kovandan alinan propolis hamdir ve saflastirilarak kullanilmasi gerekir. Propolis
suda az ¢Ozilinlir. Ham propolisin en pratik ¢oziiclisii %96°lik etanoldur. Ancak %95°1ik
alkolde de biiyiik olgiide ¢oziiniir. Eger propolisin igindeki mum az ise, propolis
dogrudan dogruya %95’lik etil alkol igerisinde ¢oziiniir. Boylece arilarin kopmus viicut
parcalari, tahta yongalar1 ve diger yabanci maddeler giderilir (Ghisalberti, 1979). Tibbi
amagh kullanimlarda %70’lik etanolde hazirlanmis ¢ozelti kullanilirken, kimyasal

analiz amacli %99’luk etanol gerekmektedir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1.Propolis Ornekleri

Propolis ornekleri, iilkemizin farkli floraya sahip olan Van, Erzurum,
Gilimiighane, Ordu, Rize ve Mugla illerinde aricilik yapan aricilardan 2009 yil1 Agustos,

Eyliil ve Ekim aylarinda temin edilmistir.
3.2. Propolis Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Propolis ekstreleri, Holopainen ve ark., (1988)’nin metodu esas alinarak
hazirlandi. Kuru halde iyice ufalanmis olan 6rneklerden 20’ser g tartilarak 1/5 oraninda
ayr1 ayr1 karanlik siseler igerisine konuldu. Ardindan ¢6ziicli olarak belirlenen % 95°1ik
etil alkolden 100’er mL alinarak siselere ilave edildi. Hazirlanan sigeler, +4°C’de iki
giin siire ile bekletildi. Olusan ekstreler; 6nce kaba filtre ile, daha sonra da 45u‘luk
membran filtre ile siiziildii. Daha sonra ekstrelerin etil alkolii 50°C’de evaporatorde
uzaklastirildi. Vakum motoru olarak Rocker 500 kullanildi. Konsantrasyonu belirlenen

ekstreler kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildiler (Sekil.3.1).

Sekil. 3.1. Tiirkiye’nin gesitli illerinden toplanmis propolislere ait ekstreler
3.3.Propolis Ekstrelerinin Aktimikrobiyal Aktivitelerinin Tayini
3.3.1.Mikroorganizmalar

Calismamizda,  propolis  numulerinin  antimikrobiyal  aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilan bakteriler, mayalar ve kiif ornekleri Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Propolis drneklerinin antimikrobiyal aktivitelerinin tespitinde kullanilan

mikroorganizmalar, katolog numaralart ve gram 6zellikleri

Mikroorganizma Katolog Numarasi | Gram Ozelligi
Bacillus cereus ATCC®10876 Gram (+)
Clostridium perfringens ATCC®313124 Gram (+)
Listeria monocytogenes ATCC®7677 Gram (+)
Staphylococcus aureus ATCC®25923 Gram (+)
Escherichia coli ATCC®25922 Gram (-)
Klebsiella pneumoniae ATCC®13883 Gram (-)
Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 Gram (-)
Salmonella typhimurium ATCC®14028 Gram (-)
Shigella sonnei ATCC®25931 Gram (-)
Yersinia enterocolitica ATCC®27729 Gram (-)
Candida albicans ATCC®10231 -
Saccharomyces cerevisiae ATCC®9763 -
Aspergillus niger ATCC®9642 -

3.3.2.Mikroorganizma  Kiiltiirlerinin = Hazirlanmas1  ve  Propolis

Ekstrelerinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite, Ertiirk (2006)’tn agar dilisyon ve disk difiizyon
yontemine gore tayin edilmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan agar dilisyon ve disk
diftizyon yonteminde; bakteriler i¢in Mueller Hinton Agar (Oxoid, CM0337), mantarlar
ve fungus i¢in Saboraud Dextrose Agar (Oxoid, CM0041) besiyerleri kulanilmistir.
Minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesinde ise, yukarida belirtilen agar
besiyerleriyle birlikte, ¥4 oraninda Tris Buffer (Amresco, E553) kullanilmistir.

Calismada kullanilan besiyerleri, oncelikle otoklavda (Niive OT 4060) (1,5
atmosfer basing ve 121°C’de, 15 dk siireyle) sterile edildi ve 45-50°C’ye kadar
sogumasi beklendi. Daha sonra yar1 kati agar besiyerleri otoklavdan alinarak, 10 cm

capindaki steril petri kutularina steril pipetler yardimiyla, her petri kutusuna 20 mL
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kadar besiyeri dagitildi. Diiz bir tezgah iizerinde birakilan besiyerlerinin homojen bir
sekilde dagitilmas1 saglanarak, petri kutularindaki besiyerlerinin donmasi saglandi.
Cizelge 3.1°de verilen ve 24 saat oncesinde derin dondurucudan c¢ikarilan ve
25°C’deki etiivde birakilarak c¢oziilmeleri saglanan bakteri, maya ve kiif ornekleri
alarak katilasan agar iizerine swap yontemi ile ekildi. Stok bakteri, maya ve kiif
ornekleri, tekrar derin dondurucuya konuldu. Daha sonra, her petri kutusuna 6 adet bos
disk hafifce bastirilarak esit mesafelerde yerlestirildi ve 6 farkli ilden temin edilen
propolis ekstrelerinden alinan 15’er mL, her petri kutusundaki kendi diski tizerine teker
teker damlatildi. Biitiin bu ekim isleri sirasinda, steril glivenlik kabini olarak Esco
Airstream kullanildi. Ekim islemleri tamamlandiktan sonra, bakteri ekili petri kutulari
37+0.1°C°de 24 saat siireyle, maya ve fungus ekili petri kutular1 ise, 25+0.1°C’de 48
saat siireyle iki farkl etiivde (Niive EN 500) inkiibe edildiler. Siire sonunda besiyerleri
tizerinde olusan inhibisyon zonlari, bir cetvel yardimiyla mm olarak dlgiildi (Sekil 3.2).
Denemeler iiger kez paralel olarak tekrarlandi ve elde edilen ii¢ verinin aritmetik

ortalamasi alinda.

Sekil 3.2. Gram pozitif bakterilerdeki inhibisyon zonlari

3.3.3.Propolis Ekstrelerinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite degerleri belirlenen propolis 6rneklerinin etki ettigi
minimum inhibisyon konsantrasyonlari, agar diliisyon metoduna gore 24 gozlii hiicre
kiiltiir kaplarinda, orneklerin farkli konsantrasyonlar1 (10-5-2,5-1,25-0,625 pg/mL)
hazirlanarak, mikroorganizmalara olan etkisi degerlendirildi (Vanden Berghe ve
Vietinck, 1996).
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3.4.Propolis Ekstrelerinin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.4.1.Toplam Fenolik Madde Tayini

Propolis ekstrelerinin toplam c¢oziilebilir fenolik madde miktari, Slinkard ve
Singleton (1977)’1n gelistirdigi Folin-Ciocalteu metoduna goére tayin edilmistir. Bunun
icin 20 pL propolis ekstresi alinarak 680 pL saf su ile karistirildi. Daha sonra 400 pL
0.5 N Folin-Ciocalteu reaktifi karigima ilave edildi ve hemen karistirildi. 3 dk
beklendikten sonra 400 pL, %10’luk sodyum karbonat (Na,CO3) ilave edildi, karistirildi
ve karisim oda sicakliginda 2 saat siireyle bekletildi. Karisimin belli bir renk olusumu
gozlendikten sonra 760 nm dalga boyunda, saf suya karsi absorbans degerleri bir

spektrofotometrede okunarak belirlendi.

g5
C—ONa C—ONa
| .

Sekil 3.3. Folin reaktifinin yapisi

Standart grafigi elde etmek i¢in, dncelikle metil alkol yardimiyla konsantrasyonu
Img/mL olan stok gallik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢dzeltilen alinan
20, 40, 60, 125, 250 ve 500 pL gallik asit 680 pL saf su ile karistirildi, daha sonra 400
uL, 0.5 N Folin-Ciocalteu reaktifi karisima ilave edildi ve hemen karistirildi. Ug dk
beklendikten sonra, 400 uL %10’luk sodyum karbonat (Na,CO3) karisima ilave edildi,
karistirildi ve karisim oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Karigimlarda belli bir renk
olusumu gozlendikten sonra 760 nm dalga boyunda, saf suya kars1 absorbans degerleri
bir spektrofotometrede okunarak belirlendi. Bu islem {i¢ kere tekrar edildi ve absorbans
degerlerinin aritmetik ortalamalar1 alinarak standart grafigimiz elde edildi (Cizelge 3.2).

Grafik tizerinde verilen formiilden yararlanilarak propolis ekstrelerindeki toplam
fenolik igerik belirlendi. Bu formiilde ‘y’ numunenin absorbans degerini, ‘x’ ise
numunenin konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bu degerler formiile yerlestirildiginde

elde edilen sonu¢, numunedeki toplam polifenol icerigini (mg/mL olarak) vermektedir.
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Sekil 3.4. Toplam polifenol standart grafigi
3.4.2.Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Propolis ekstrelerinin toplam flavonoid icerigi, FRAP (Fe* indirgenme kuvveti)
metoduna gore tayin edildi. Bu yontemin esasi; antioksidan igeren bir Ornegin
eklenmesi sonucu, oksidan olarak kullanilan ferrik-tripiridiltriazin (Fe**-TPTZ)
kompleksindeki (+3) degerli demir atomunun (+2) degerli, renkli ferro (Fe*?) formuna
indirgenmesine dayanmaktadir. Bu yontem ile, 1 mmol.L™" demir siilfata (FeSOy)
esdeger, ferrik indirgeme yetenegine sahip antioksidanlarin konsantrasyonu belirlendi.

Standart olarak kullanilan Troloks ve FeSO4.7H,O’tan ayr1 ayr1 olmak {izere
degisen konsantrasyonlarla 0. ve 4. dk 593 nm’de, kore kars1 okumalar gerceklestirildi.
Elde edilen veriler 1518inda kalibrasyon grafigi ¢izildi (Cizelge 3.3). Hazirlanan stok
troloks ¢ozeltisi belirli oranlarda etil alkolle seyreltilerek kiigiik tiiplere konuldu. 500-
250-125-62,5-37,25 uM olacak sekilde 2 mL hazirlandi.

Konsantrasyonlari bilinen numunelerden 100’er pL alinarak 3 mL FRAP reaktifi
ile muamele edildi. 593 nm’de 0. ve 4. dakikalarda absorbans 6l¢iimii yapildi. Cizilen
kalibrasyon grafiginden yararlanarak numunelerin FRAP degerleri bulundu.

Pipetleme yapildi, saf suya kars1 okuma gerceklestirildi ve kore kars1 okunarak
etil alkolden gelen absorbans degerleri belirlendi. Daha sonra standartlara gegildi. Ayri
ayr1 seyreltilerek hazirlanan troloks standartlart 100 pL olacak sekilde kiivet igerisine
pipetlendi, akabinde 3 mL Frap Reaktifi ilave edildi. Cihaz kapagi hemen kapatilarak 0.
dk absorbans degeri 6l¢iildii. Daha sonra ayni kiivetin 4. dk absorbans degeri okundu.
Biitiin bu islemler diger konstrasyonlardaki standartlar ve numuneler i¢in de yapildi. (4.

dk absorbans - 0.dk absorbans) formiiliinden ortaya ¢ikan absorbans birim sonuglart not
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edildi. Standartin sonuglarindan absorbansa kars1 konsantrasyon grafigi cizildi (Cizelge
3.3.). Numunelerin (4. dk absorbans - 0. dk absorbans) formiiliinden ortaya ¢ikan
absorbans birim sonuglari, grafikteki verilen formiilde ‘y’ degerinin yerine konuldu ve
konsantrasyonlar yani ‘X’ degerleri bulundu. Bulunan konsantrasyon sonuglari,
numunenin puM’lik troloks esdeger sonuglarini ifade etmektedir.

Son olarak, elde edilen toplam polifenol ve FRAP degerleri ile aralarindaki

korelasyon katsayisi belirlendi.

0,600
y = 0,0006x - 0,0025
R*=0,9992
0,400
0,200
0,000 ; ‘ ‘ ; ‘
D 200 400 600 800 1000

Sekil 3.5. FRAP standart grafigi

Propolis ekstrelerinin FRAP metoduna gore, toplam flavonoid igeriginin

belilenmesinde kullanilan kimyasal maddeler ve hazirlaniglar1 asagida verilmistir:

40 mM HCI: %37°1lik 340 pL HCI, destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

10 MM TPTZ : 7.8083 mg TPTZ, 2.5 mL 40 mM HCI’de ¢ozildii.

20 mM FeClj;: 324.4 mg FeCl; distile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

1000 uM Askorbik Asit (Ma:176.1 g/mol): 17.61 mg askorbik asit destile
suyla 100 mL’ye tamamlandi. 500, 250 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar, distile su ile
seyreltilerek kullanildi.

1000 pM Troloks (Ma:250.3 g/mol): 25.31 mg troloks etil alkolle 100 mL’ye
tamamlandi. 500, 250 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar, etanolle seyreltilerek kullanildi.

1000 uM FeSO,4.7H,0O (Ma:278 g/mol): 27,8 mg FeSO,4.7H,0 distile suyla
100 mL’ye tamamlandi. 500, 250 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar, distile su ile
seyreltilerek kullanildi.

Asetat Tamponu (pH 3.6, 300 mM): 0.775 g NaCH3COO.3H,0 (sodyum
asetattrihidrat) ve 4 mL glasiyal asetik asit distile suyla 250 mL’ye tamamlandi.
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FRAP Reaktifi, 25 mL Asetat Tamponu: 2.5 mL TPTZ, 2.5 mL FeCl;

karigtirilarak hazirlandu.
3.4.3. CUPRAC Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktivite, Apak ve ark. (2004) tarafindan gelistirilen CUPRAC
(bakir (I1)-neokuprain kromofor) metoduna gore tayin edildi. Bu metotta, kararli bir
reaktif olan, hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara cevap veren CUPRAC
oksidan olarak kullanildi. Cizelge 3.4’te verilen pipetlemeler yapildiktan sonra, deney
tiipleri karistirildi ve 60 dk sonra taniga karsi ve 450 nm’de absorbans degerleri okundu.
CUPRAC metodunda Troloks’un molar absorblama katsayis1 e=1.67x10 L/mol.cm
oldugundan Troloks i¢in kalibrasyon egrisi orjinden geger. Buna gore, reaksiyon
karisimindaki Troloks’a esdeger numune konsantrasyonu hesaplandi. Coziiciiden ve
numuneden gelen renklilik absorbasini belirleme ve bunlari numune absorbansindan

¢ikarma adina tanik (deney) denemeler yapildi.

Cizelge 3.2. CUPRAC yontemi i¢in deney sartlari

Numune Renk Tamgi TaniKmet
10 mM CuCl, 1mL 1mL
7,5 mM Neocuproine (alkolik) 1mL 1mL
NH4Ac tamponu (1 M, pH 7.0) 1mL 1mL
Numune X mL X mL
Damitik su (1,1-x) mL (1,1-x) mL
Metanol X mL
Damitik su (4,1-x) mL

Eger bir ekstre (baslangic hacmi, V), ‘m’ gram materyalden hazirlanms,
analiz Oncesi ‘r’ kat seyreltilmis, seyreltilmis ekstreden analiz i¢in ‘Vs’ hacminde
alinmis, deney sonunda renk olusumu i¢in ‘Vf’ son hacmine tamamlandiktan sonra ‘A¢’
degerinde bir absorbans elde edildiyse, numunenin Troloks esdegeri antioksidan
kapasitesi,

Antioksidan Kapasite (mmol TR/g) = (A¢/ err).(Vi/Vs).r.(Veup/m)

formiiliinden hesaplandi.
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3.4.4. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini

Propolis ekstrelerinin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme
aktivitesi, Cuendet ve ark., (1997)’nin metodu kullanilarak tayin edildi. DPPH radikali,
ticari olarak satin alabilen bir radikal olup, 517 nm dalga boyunda maksimum
absorbans degeri vermektedir. Antioksidan madde veya maddelerle muamele
edildiginde, DPPH’den kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbans degerlerinin
diismesine neden olmaktadir. Dolayisiyla DPPH derisimini yariya diisiiren numune
igerigi pg/mL cinsinden ‘ICso’ olarak tayin edilir. 1Cso degeri ne kadar diisiikse
antioksidan kapasite o kadar yiiksektir.

Denemelerimizde satin aliman bu radikalin 100 pM’lik metanolik ¢o6zeltisi
kullanildi. Elde edilen ekstreler degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750
uL) DPPH ve numune ¢ozeltileri karistirtlip oda sicakhiginda 50 dk bekletildi. Siire
sonunda DPPH’in maksimum absorbans degerini verdigi 517 nm dalga boyunda bir
spektrofotometrede okundu. Tanik olarak DPPH ¢ozeltisi ve numunenin ¢ozildigi
¢oziici kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige
gecirilerek 1Cso degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi.

ICs0, radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur. ICsy degerinin
bulunmasi icin farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle caligmalarda 6
farkli konsantrasyonda Ol¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkh
konsantrasyonu hazirlanip absorbans dlglimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona
kars1 grafige gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon
miktari, 1Csy degerini vermektedir. ICsy degeri, mg/mL veya mM gibi birimlerle ifade

edilmektedir.
3.5. Propolis Orneklerinin GC-MS ile Biyoaktif Bilesiklerinin Tayini

Bir mg propolis ekstresi %1 trimetilklorosilan (TMCS) igeren beherde, 50 pL
piridin 75 pL bis (trimetilsilil) trifluoroasetamid (BSTFA) ile 80°C’de 20 dk reaksiyona
birakilarak gaz kromatografinda incelenmek iizere hazir hale getirilmistir. Daha sonra,
luL numune GC-MS’e enjekte edilerek analiz edimistir. Analiz Agillent 5890 Gas
Kromatograf, 5972 Kitle Spektrometresi ile yapilmis olup; 23 m uzunluk, 0.25 mm cap,
0.5 um film kalinliginda kapillar kolon kullanilmistir. Tasiyict gaz olarak, 0.7 mL/dk

akis hizinda helyum gazi kullanilmistir. Propolisin analizinde baslangi¢ kolon sicakligt
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100°C (5 dk) olup, son sicaklik 310°C ye ¢ikarilmistir. Analiz sonucu belirtilmis olan

pik degerleri referans kiitiiphanesi ile tanimlanmistir (Popova ve ark., 2005).
3.6. Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS for Windows (ver.15.0) software paket
programi kullanilarak yapildi. ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda Varyans Analizi
(One-way ANNOVA) kullanildi. Gruplar arasinda fark g¢iktiginda Tukey HSD testi

uygulandi. Degerlendirmelerde 0.05 giiven sinir1 esas alindi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika ile Bati Asya’da dominant propolis
kaynaginin kavak (Populus) tomurcuk salgilar1 oldugu, diinyanin diger boliimlerinde
ise, hus agaci (Betula), karaagag (UImus), ¢am (Pinus), mese (Quercus), sogiit (Salix)
ve akasyanin (Acacia) propolis kaynagi olarak kullanildigi bildirilmistir (Bankova ve
ark., 2000). Tiirkiye, ¢ok genis alanda ¢ok ¢esitli bitki tiirlerinin yayilis gosterdigi flora
agisindan ¢ok zengin bir iilkedir (Davis,1988). Ulkemizde yayilis gdsteren ve arilarimn
propolis kaynag olarak kullandiklar1 ¢ok gesitli bitki tiirleri olduk¢a genis alanlarda
yayilis gostermektedirler. Bu durum, o bolgedeki propolislerin kimyasal bilesimini
dogrudan etkilemektedir. O nedenle, biz bu calismada farkli floraya sahip alt1 ilden
toplanan propolis 6rneklerinin antimikrobiyal, antioksidan 6zelliklerini test etmek ve
biyolojik olarak aktif bilesiklerini belirlemek istedik. Tiirkiye’de arilarin propolis
kaynagi olarak kullandiklar1 baslica bitkilerden; Van’da kavak (Populus) ve sogiit
(Salix), Erzurum’da kavak (Populus) ve sogiit (Salix), Giimiishane’de kavak (Populus),
sogiit (Salix) ve ¢am (Pinus), Ordu’da ¢am (Pinus) ve kavak (Populus), Rize’de ¢am
(Pinus) ve sogiit (Salix) ve Mugla’da ¢am (Pinus) ve sigla (Liquidamber) agaclar
yayilig gostermektedir (Davis, 1988).

Gicli antimikrobiyal aktivitesinden dolayi, dogal antibiyotik olarak bilinen
propolis ile yapilan caligmalarda, propolisin antimikrobiyal ve antifungal aktivitesi
gozlemlenmistir (Ghisalberti, 1979; Vanhaelen ve Vanhaelen, 1979; Pepeljnjak ve ark.,
1981, 1982; Papay ve ark., 1985; Kawai ve Konishi ve ark., 1987; Toth ve Papay ve
ark., 1987; Okonenko ve ark., 1988; Petri ve ark., 1988; Rosenthal ve ark., 1989;
Brumfitt ve ark., 1990; Cuéllar ve ark., 1990; Soboleva ve ark., 1990; Dimov ve ark.,
1991; Dobrowolskive ark., 1991; Kujumgiev ve ark., 1993; Ventura Coll ve ark., 1993,
Langoni ve ark., 1994; Woisky ve ark., 1994).

Tirkiyenin altt ilinden toplanan propolislerin etil alkol ekstrelerinin
antimikrobiyal aktiviteleri, agar difiizyon metoduna gore, 4 gram pozitif (B. cereus, CI.
perfringens, L. monocytogenes ve St. aureus), 6 gram negatif (E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa, S. typhimurium, Sh. sonnei, Y. enterocolitica) bakteri, 2 maya (C.
albicans, Sc. ceravisiae) ve bir fungus (A. niger) {izerinde test edilmistir (Cizelge 4.1).

Antimikrobiyal aktivite tayini sonucunda, propolis ekstrelerinin funguslara

kiyasla, bakterilere karsi daha fazla etkili olduklari belirlenmistir (Cizelge 4.1).



Cizelge 4.1. Tirkiye’nin ¢esitli illerinden toplanan propolis ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri

24

Mikroorganizmalar** ve inhibisyon ¢aplar1 (mm)

Ornekler B.c. Cl.p. L.m. St.a. E.c. K.p. P.a. St Sh.s. Y.e. Ca. Sc.c. A.n.
(Ort£S.H)* | (Ort+S.H)* | (Ort£S.H.)* | (Ort£S.H.)* | (Ort+S.H.)* | (Ort+S.H)* | (Ort+S.H)* | (Ort+S.H.)* | (Ort+£S.H.)* | (Ort£S.H.)* | (Ort+S.H.)* | (Ort+S.H.)* | (Ort.+S.H.)*
%70 etanol 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
a a a a a a a a a a a a a
Van 13.33+0.33 | 9.00+0.00 | 18.33+0.33 | 15.33+0.33 | 15.33+0.33 | 9.00+0.00 | 15.33+£0.33 | 6.67+0.33 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 | 10.00+0.00 | 11.33+0.33
c b d c c c d b a a a c c
11.3340.33 | 10.00+£0.00 | 20.33+0.33 | 16.67+0.33 | 16.67+£0.33 | 0.00+0.00 | 11.33+0.33 | 14.67+£0.33 | 10.00+0.00 | 14.67+0.33 | 0.00+0.00 9.00+0.00 9.00+0.00
Erzurum
b c e d d a b d b d a b b
R 11.33+0.33 | 16.67+£0.33 | 19.00+0.00 | 18.33+0.33 | 18.33+0.33 | 8.00+0.00 0.00+£0.00 | 14.67+0.33 | 13.33+0.33 | 18.33+0.33 | 0.00£0.00 | 15.33+0.33 | 18.33+0.33
Gilimiishane
b e d e e b a d c f a e f
17.33+0.33 | 10.00+£0.00 | 18.33+0.33 | 19.00+0.00 | 13.33+0.33 | 10.00£0.00 | 15.33+0.33 | 16.67+0.33 | 10.00+0.00 | 11.33+£0.33 | 13.33+0.33 | 10.00+0.00 | 19.00+0.00
Ordu
d c d e b d d e b c c c g
Rize 20.33+0.33 | 12.00£0.00 | 12.00+0.00 | 16.33+0.33 | 15.334+0.33 | 14.67+£0.33 | 0.00+£0.00 | 13.334+0.33 | 15.33+£0.33 | 7.00+£0.00 | 15.334+0.33 | 14.67+0.33 | 14.67+£0.33
e d b d c g a c d b d e d
Mugla 11.33+£0.33 | 9.00+£0.00 | 16.33+0.33 | 16.33+0.33 | 19.00+0.00 | 9.00+0.00 | 14.33+0.33 | 13.33+0.33 | 10.00+0.00 | 0.00+0.00 | 10.00+0.00 | 13.33+0.33 | 15.33+0.33
g b b c d e c C c b a b d e
Ampicilin 27.00910.00 TE 25.00fi0.00 1 1.33;:0.33 15.33;:0.33 13.33:0.33 27.00:0.00 22.00::0.00 TE 15.33;:0.33 TE TE TE
Cephazolin 23.00+0.00 TE 32.00+0.00 TE 16.67+0.33 | 11.33+0.33 | 24.00+0.00 | 23.00+0.00 | 15.33+0.33 | 15.33+0.33 TE TE TE
f g d e e g d e
Nystatin TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE 15 '3350'33 15 '33:0'33 TE

* Ayni siitunda ayni1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemsizdir, p>0.05.
**Mikroorganizmalar: Cl.p.: Clostridium perfringens, K.p.: Klebsiella pneumoniae, E.c.: Escherichia coli, L.m.: Listeria monocytogenes, St.a.; Staphylococcus
aureus, Y.e.: Yersenia enterocolitica, P.a.: Pseudomonas aeruginosa, S.t.: Salmonella typhimurium, Sh.s.: Shigella sonnei, B.c.: Bacillus cereus, C.a.: Candida
albicans, Sc.c.: Saccharomyces cerevisiae, A.n.: Aspergillus niger, TE: Test edilmedi.
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Marcucci ve ark. (2001) yapmis olduklar1 ¢alismada, propolisin antimikrobiyal
aktivitesinin gram pozitif bakterilere karsi daha etkili oldugunu bulmustur. Yapilan bu
calisma bizim ¢alismamizi da desteklemektedir (Cizelge 4.1). Cizelge 4.1.’de goriildiigi
gibi, gram pozitif bakteri olan St. aureus ve B. cereus’un genis bir zon olusturdugu
gozlenmistir.

Castaldo ve Capasso (2002) yapmis olduklart ¢alismada, propolis drneklerinin
gram pozitif (Staphylococcus spp. ve Streptococcus spp.) ve gram negatif (E. coli, K.
pneumoniae ve P. aeruginosa) bakterilerinin antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini
destekledi. Yapilmis olan bu ¢alisma, bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Valdez Gonzales ve ark. (1985) yapmis olduklar1 ¢alismada, 28 etil alkol ile
hazirlanan propolisin ekstresinin Streptococcus ve Bacillus’un suslarinin bityimesini
engelledigini gbzlemislerdir. Bu nedenle propolis genis spektrumlu antibiyotik olarak
kabul edilmektedir. Propolisin % 70’lik alkolde eriyen diger kisimlar1 antibiyotiklerle
beraber kullanildiginda anestezik ve antioksidatif etki yaptigi, bu etkilerin propolisin
anestezik bilesikleri olan alkolde eriyen esansiyel yag asitleri oldugu ve bu 6zellikleri
sayesinde propolisin kokain ve prokainden daha giicli bir anestezik oldugu
belirtilmistir. Propolisin bagisiklik sistemini 6nemli derecede giiclendirdigi ve
hastaliklar1 onlemede 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (Greenway ve ark.,
1990).

Grange ve Davey (1990) yapmis olduklar ¢alismada, etil alkolle hazirlanan
alkolle hazirlanmis propolis ekstrelerinin E. coli’nin biiylimesini engelledigini, fakat K.
pneumoniae iizerinde herhangi bir etki gostermedigini gozlemislerdir. Cizelge 4.1°de
goriildiigii gibi, propolis numuneleri E. coli iizerinde genis bir inhibisyon zonu
olustururken, K. pneumoniae iizerinde 5 ilden elde edilen propolis numunelerinin etkili
oldugu gozlenmistir, fakat inhibisyon zonlarinin ¢ap1 genis degildir. P. aeruginosa nin
sadece 4 ilden elde edilen numunelerinde genis bir inhibisyon zonu gézlenmistir
(Cizelge 4.1).

Millet-Clerc ve ark. (1987) yapmis olduklar1 ¢alismada, propolisin Trichophyton
ve Microsporum’a kars1 onemli bir antifungal aktivite gosterdigini bildirdi. Propolis ile
bazi antifungal ilaglarin kombinasyonlari, C. albicans mayasinin etkilerini azaltti
(Millet-Clerc ve ark., 1987). Lisa ve ark., (1989) yapmis oldugu ¢alismada, 17 patojen
fungusa kars1 propolisin %10’ luk etil alkol ekstresinin antifungal aktivite gdsterdigini

buldu. Propolisin etil alkol ekstresi, dermatofit testlerinde de etkili oldu (Lisa ve ark.,
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1989). In vitro testlerde, propolis %5 ve %10’luk konsantrasyonlarinin Trichophyton
verrucosum’un biiylimesini engelledigi gozlenmistir. Ayrica, propolisin antifungal
aktivitesi diger bazi1 funguslarda da in vitro olarak gozlendi (La Torre ve ark., 1990).

Kafeik asit gibi fenoliklerin influenzaya karsi zayif bir etkiye sahip oldugu
bulunmasina ragmen adenoviriisler polio ve parainfluenza viriislerine kars1 ¢ok daha
duyarli oldugu bulunmustur (Vanden Berge ve ark., 1986).

Propolisin antibakteriyel aktivitesi, i¢eriginde bulunan esterler, aromatik asitler
ve flavonoidlere baglidir (Debuyser, 1983; Meresta ve Meresta, 1985/1986). Propolisin
icerigi elde edildigi bdlgenin bitki komposizyonuna bagli olarak degismektedir.
Dolayistyla igeriginde bulunan kalitatif ve kantitatif degerleri de degigsmektedir. Baz1
bakteriler lizerindeki inhibisyon zonlarinin degismesininde bu durumdan kaynaklandig:
disiiniilmektedir.

Burdock (1998) yapmis oldugu c¢alismada; propolisin sahip oldugu
antimikrobiyal kapasitesinin; icerisinde bulunan aromatik asit ve esterlerin
mevcudiyetinden kaynaklandigini bulmustur. Cushine ve Lamb (2005) yapmis olduklari
calismada, propolisin icerisinde antimikrobiyal aktiviteye sahip olan galagin adi1 verilen
bir falavonoidin mevcudiyetini bildirdiler.

Propolisdeki antimikrobiyal etki yaratan madde gruplari ve bunlarin etki
mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamistir. Ancak antimikrobiyal etkinin temelde
recine veya tomurcuk i¢indeki flavonoidler, aromatik asitler ve esterlerden
kaynaklandig1 belirtilmektedir (Ghisalberti, 1979). Bu gruplar i¢inde antimikrobiyal
etkiye sahip maddelerin baslicalar1 ise; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik benzil ester
ve kafeik asit esterleri'dir. Antimikrobiyal etki mekanizmasinin ¢ok kompleks oldugu ve
bunun fenolik maddelerle diger maddelerin sinerjistik etki yaratmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Park ve ark., 1998). Antimikrobiyal etki propolisin elde edildigi
kaynaga, kimyasal kompozisyonuna, etken maddelerin konsantrasyonuna ve etken
madde arasinda degisiklik gdstermektedir.

Tiirkiyenin 6 farkli ilinden temin edilen propolis Orneklerinin etil alkolda
hazirlanmis ekstrelerinin minimum inhibisyon konsantrayonlar1 (MIK), agar diflizyon
metoduna gore, 4 gram pozitif (B. cereus, Cl. perfringens, L. monocytogenes ve St.
aureus), 6 gram negatif (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. typhimurium, Sh.
sonneli, Y. enterocolitica) bakteri, 2 maya (C. albicans, Sc. ceravisiae) ve bir fungus (A.

niger) lizerinde belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Tiirkiye’nin ¢esitli illerinden toplanan propolis ekstrelerinin minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri (pgr/mL)

B.c. | Clp. L.m. St.a. E.c. K.p. P.a. St Sh.s. Y.e. Ca. Sc.c. An.
Van >25 >25 | 26.25 | >12.5 | =125 >50 >12.5 >25 >50 >12.5 >50 >25 >25
Erzurum >12.5 | >25 | >6.25 | >6.25 | >12.5 >50 >25 >12.5 >25 >12.5 >50 >25 >25

Gilimiighane >25 >25 | >26.25 | >6.25 | =125 >25 >50 >12.5 >25 >12.5 >50 >25 >12.5

Ordu >6.25 | =25 | >6.25 | =125 >25 >25 >12.5 | =125 >25 >12.5 >12.5 >25 >6.25
Rize >6.25 | >25 >25 >6.25 | >12.5 | =125 >50 >12.5 >12.5 >12.5 >12.5 | =125 | =125
Mugla >25 >25 | =125 | =125 | >6.25 >25 >12.5 | =125 >25 >12.5 >25 >12.5 | 2125

**Mikroorganizmalar: Cl.p.: Clostridium perfringens, K.p.: Klebsiella pneumoniae, E.c.: Escherichia coli, L.m.: Listeria monocytogenes, St.a.; Staphylococcus
aureus, Y.e.: Yersenia enterocolitica, P.a.: Pseudomonas aeruginosa, S.t.: Salmonella typhimurium, Sh.s.: Shigella sonnei, B.c.: Bacillus cereus, C.a.: Candida albicans,
Sc.c.: Saccharomyces cerevisiae, A.n.: Aspergillus niger, TE: Test edilmedi.
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Ekstrelerin MIK degerleri 6.25 ile 50 pgr/mL arasinda degigsmektedir (Cizelge
4.2). Ekstreler, mikrobiyal aktiviteye bagl olarak, bakteriler lizerinde maya ve kiiflere
nazaran daha az MIK degeri icermektedirler, dolayisi ile daha etkilidirler (Cizelge 4.2).
Gram pozitif bakterilerde (tablodaki, ilk dort siitun), gram negatiflere gore daha az MIK
degerlerine sahiptir (Cizelge 4.2).

Son yillarda dogal iiriinler tiiketiciler tarafindan giderek dikkat ¢ekmeye bagladi.
Besinlerin 6nemli 6zelliklerinden biri; kardiyovaskiiler, kanser ve diyabet gibi bazi
hastaliklarin engellenmesine katki saglayan antioksidan ozelliklere sahip olmasidir
(Ames ve ark., 1993; Gutteridge ve Holliwell, 1994).

Propolis; icerdigi aminoasit, fenolik asit, flavonoid, terpen, steroid, aldehit ve
ketonlar sayesinde antioksidan aktivite gosterir (Borrelli ve ark., 2002). Propolisin
antioksidan kapasitesinin; nektarin kaynagi olan bitki, mevsim, cevresel faktorler,
toprak tipi ve iklim gibi birkag faktore bagli oldugunu bildirildi (Cowan, 1999).

Propolis ektrelerinin antioksidan aktiviteleri birbirine bagli dort yontem
kullanilarak test edilmistir: a) Ekstrelerin toplam fenolik icerigi, folin yontemine gore,
b) toplam flavonoid igerigi, FRAP yontemine gore, c) toplam antioksidan kapasiteleri
CUPRAC testi ile ve d) radikal temizleme yetenegi ise DPPH yontemi ile tayin
edilmistir.

Antioksidan aktivite belirlemede calisilan toplam polifenol ve FRAP degeri
saptama sonuglarina gore, etanol ile hazirlanan propolis numuneleri yiliksek antioksidan
etki gostermistir (Cizelge 4.3). Borelli ve ark. (2002) yapmis oldugu c¢alismada,
propolisin igerdigi aminoasit, fenolik asit, flavonoid, terpen, steroid, aldehit ve ketonlar
sayesinde antioksidan etki gosterdigini ileri stirmiistiir.

Dogal iirlinlerde oldugu gibi propoliste de antioksidan aktiviteden sorumlu
bilesiklerin ¢ogunlugunu fenolik maddelerin cinsi ve miktar1 belirlemektedir. Toplam
fenolik madde miktari, Folin yontemine gore tayin edildi (Slinkard ve Singleton, 1977).
Bu teste gore; yiiksek fenolik madde miktar1 yiliksek antioksidan aktiviteyi
gostermektedir. Toplam fenolik madde miktarinin Slglimiinde kullanilan teste gore
Folin reaktifi fenolik asitler, flavanoidler, flavanoller, antosiyaninler gibi tiim fenolik
yapiya sahip bilesikler ile renkli kompleks olusturdugundan suda eriyebilen fenolik ve
polifenolik tiim ajanlarin toplam miktar1 tespit edilmistir. Erzurum ve Giimiishane

ilinden toplanan propolis 6rneklerinin en yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahip
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oldugu ve Rize iline ait propolisin en diisiik toplam fenolik madde miktarina sahip

oldugu bulundu.

Cizelge 4.3. Tirkiye’nin degisik illerinden toplanan propolis 6rneklerinin aktioksidan

kapasiteleri
Toplam Polifenolik | Toplam Flavonoid Antioksidan DPHH
Ierik fcerigi Kapasitesi ey (M)
. (mg GAE/q) (mg QEs/100g) (CUPRAC mM 50 (M
Ornekler Trolox/g)
(Ort.+S.H.)* (Ort.+S.H.)* (Ort.+S.H.)* (Ort.£S.H.)*
Van 227.57+1.23 1.10+0.01 2.63+£0.04 0.032+0.001
b b a C
Erzurum 270.22+4.22 1.54+0.01 3.95+0.05 0.023+0.002
C d C b
Gilimiighane 269.85+3.12 1.68+0.01 4.15+0.05 0.033+0.001
a e d C
Ordu 225.41+3.25 1.25+0.01 2.86+0.01 0.028+0.002
b C b b
Rize 180.89+2.15 0.78+0.01 2.57+0.01 0.028+0.002
a a a b
Mugla 219.09+£5.51 1.37+0.01 2.77+0.05 0.008+0.002
b C b a

*Ayn siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark, istatistiksel olarak dnemsizdir,
p>0.05.

Propolisin tibbi etki agisindan antibakteriyel, antiviral, antiseptik, antifungal ve
antibiyotik Ozellik tasidigi yapilan bilimsel caligmalarla belirlenmistir. Propolisin bu
anestezik ve antioksidatif etkisi canlilar i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Propolisin
yapisinda bulunan ve biiylik 6nem tasiyan flavonoidler ve terpenler oldukca kuvvetli
antioksidan ve antisteril etkili bilesiklerdir (Kumova ve Korkmaz, 2002). Organik
coziiciiler igerisinde c¢oziinen bilesik gruplarindan flavanoidler en Onemli grubu
olusturmaktadirlar. Flavanoidler, bitkilerin hemen her kisminda ve ¢ok sayida bulunan
pigment igeren maddelerdir. Bazi flavanoidler armin tiikiirik salgilarma karigan
enzimlerle degisiklige ugramaktadir. Flavanoidlerin bazilar1 ¢ok degisik bakteri
tiirlerine etkili olmaktadir. Flavanoidlerin kalp-damar sistemi iizerine olumlu etkileri
oldugu, kan dolasimin1 diizenledigi, kilcal damar catlamalarini azalttigi, mide
mukozasini ilsere karst korudugu, mide yaralarini kiigiilttiigii, i¢ salgi sistemini
diizenledigi ve halsizlige karsi olumlu etkisi oldugu belirlenmistir (Kumova ve
Korkmaz, 2002).
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Propolislerde bulunan toplam flavanoid madde miktar1 ise kuersetin standardi
kullanilarak AICI3 testine gore tayin edildi. Bu teste gore, en yiiksek flavanoid igeren
propolis 6rneklerinin yine Erzurum ve Giimiishane iline ait 6rnekler oldugu belirlendi.
Flavanoid miktarlar1 toplam fenolik madde miktarinin ¢ok diisiik bir kismini (yaklasik
%21’ini) olusturmaktadir. Ancak flavanoller birer fenolik madde olduklarindan,
antioksidan olarak aktif maddelerdendir.

Calismada toplam antioksidant kapasitesinin belirlenmesinde bakir indirgeme/
antioksidan kapasite veya kisa adi CUPRAC olarak adlandirilan test kullanildi. Bu test
son yillarda FRAP (demir (III) indirgeme antioksidan test) gibi ¢cok yaygin kullanilan
bir test olup polar Orneklerin toplam antioksidan kapasitesinin Gl¢limiinde
kullanilmaktadir (Apak ve ark., 2004).

Yontem; 6rneklerde bulunan antioksidan etkili maddelerin Cu (I1) kompleksinin
(CU-neokuprein) Cu (I)’e indirgemesine dayanmaktadir ve ne kadar fazla Cu (I)
olusursa, ornek o kadar yiiksek antioksidant kapasiteye sahiptir. Standart antioksidant
olarak sentetik bir antioksidan madde olan Troloks kullanildi ve yiiksek CUPRAC
degeri yiiksek aktiviteyi yansitir. Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi CUPRAC metoduna
gore en yiiksek toplam antioksidan aktivite Erzurum ve Gilimiishane illerinden elde
edilen propolis numunelerinde gézlenmistir. Calismada kullanilan 4 farkli test arasinda
korelasyon olup olmadigma bakildiginda ise yiiksek fenolik madde igerigine sahip
rneklerin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlendi (r>=0.91).

Serbest radikaller ve diger oksidatif ajanlarin ¢ogu canlidaki toksin
mekanizmasinin isleyisinde biiyiik 6nem arzederler (Nagai ve ark., 2001). Bu radikaller,
canlidaki karbohidratlar, proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere etki
ederek onlarin biitiinliigiinii bozarlar (Diplock ve ark., 1994).

Oksijenin neden oldugu zararlara karsi hiicrenin kendi koruma sistemlerinin
onemi 1yi bilinmektedir. Canli organizmalarin dokular1 tokoferol, askorbik asit ve
polifenol gibi diisiik molekiil agirlikli bilesikler ve peroksidaz, katalaz, superoksidaz,
dismutaz gibi baslica antioksidatif enzim sistemleri sayesinde, oksidatif zararlara karsi
kendini korumaktadir. (Nagai ve ark., 2001).

DPPH ticari olarak satin alinabilen tek radikal olup, dogal 6rneklerin serbest
radikal temizleme aktivitelerinin l¢iimiinde yaygin olarak kullanilan bir testtir. DPPH
etanolik veya metanolik ortamda mor menekse rengine sahip bir ajan olup 517 nm’de

absorbans olusturur. Antioksidant madde varliginda ise renk kaybolur. SCso degeri,
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radikalin %50’sini temizleyen madde miktaridir. Bu deger, ne kadar diisiikk olursa
aktivite o kadar yiiksektir. Calismada en diisiik SCsy degerine sahip propolisin Mugla
yoresine ait propolis oldugu bulundu. Mugla yoresi cam bal1 iiretiminde Tiirkiye’nin %
70’ini karsilamaktadir. Mugla propolisi ise ¢am propolisinin yiiksek olma ihtimalinin
oldugu bir propolistir. Caligmaya gore toplam fenolik madde miktar1 ve CUPRAC
yontemi ile DPPH aktivitesi arasinda ters oranti bulunmaktadir (r*= -0.7). Yani fenolik
madde miktar1 yiiksek olmasina ragmen Erzurum ve Glimiishane propolislerinin DPPH
radikali temizleme yetenegi diisiiktiir. Buna benzer durum literatiirde de mecvuttur
(Aliyazicioglu ve ark., 2011). Mugla iline ait propolisde bulunan etkin bir fenolik
madde DPPH radikalini digerlerinden daha fazla temizlemistir. Ancak bu fenolik
maddenin hangi madde oldugu ve nereden geldigini belirlemek igin propolis
orneklerinin fenolik komposizyonunun aydinlatilmasi ve tek tek aktivite testlerinin
yapilmasi gerekmektedir.

Propolis, polifenoller (flavonoid, aglikonlar, fenolik asitler ve onlarin esterleri,
fenlik aldehitler, alkoller ve ketonlar), seskuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler,
aminoasitler ve inorganik bilesikler gibi c¢esitli kimyasal bilesikler icermektedir.
Diinyanin degisik bolgelerinden toplanan propolis 6rneklerinden 160°dan fazla bilesik
tanimlanmis ve bu bilesikler propolisin botanik ve cografik orijinine gore degigsmektedir
(Greenway, 1990).

Organik c¢oziiciilerde ¢ozlinen dnemli diger bir grubu sinamik asit ve tiirevleri
olusturmaktadir. Bunlardan fiilerik asit, gram (+) ve gram (-) bakterilerine kars1 giiglii
antibiyotik 6zelligi gostermekte, pihtilasmay1 hizlandirarak yaralari hizla iyilestirmekte,
cilt rahatsizliklarinda merhem seklinde kullaniminin ¢ok olumlu sonuglar verdigi ortaya
konulmustur. Tropik propolislerde bulunmayan kafeik asitin, antimikotik ve antiviral
etkilerinin yaninda kuesertin ve luteolin maddeleri ile birlikte kansere kars1 etkili oldugu
bildirilmektedir. Klinik arastirmalar, propolisin %70’lik alkolde eriyen diger
kisimlarinin antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda bu ilaglarin etkisini arttirdigini,
anestezik ve antioksidatif etki gosterdigini, ikinci dereceden yaniklarin tedavisinde
olumlu sonuglar verdigini, ¢imlenmeyi engelledigini ve antiseptik oldugunu ortaya
cikarmistir. Propolis igerisinde bulunan kafeik asit basta olmak iizere baz1 bilesiklerin
Ozellikle uguk ve grip etmeni gibi viriis tiirleri iizerinde etkili oldugu; kafeik asitin
antitimor ozellik tasidigit ve bu nedenle akciger kanserine karsi etkili oldugu

bulunmustur. Dis macunlarma %1-10 oraninda propolis ¢ozeltileri eklenmesi normal
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kosullarda olugan agiz mikrofolarasini 2 saatten 6 saate ¢ikarmaktadir. Ar1 propolisi
viriislere karsi oldukca etkilidir. Propolis igerisinde bulunan bioflavonoid protein
Ortiistinli tutar ve ig¢ine kilitlenilen virlislerin enzim salgilamasin1 ve ¢ogalmasini onler.
Ozellikle iist solunum yollar1 ve orta kulak enfeksiyonlarinda, agiz yaralarinda, mide,
gastrit ve oniki parmak bagirsagi iilserinde tedavi edici 6zellik gosterir. Propolis viicut
fonksiyonu i¢in gerekli bakterilere zarar vermeden enfeksiyonlara karsi, viriis 6ldiirticti
ve bakteri saldirilarini Onleyici olarak insan ve hayvanlar iizerinde etkili olmaktadir.
Propolisin igerdigi bioflavanoidin iltihaplara karsi etkili oldugu ve viicudun
giiclenmesinde onemli bir rol oynadigi Avrupa’da yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir
(Kumova ve Korkmaz 2002). Propolisin diizenli ve siirekli alinmasi durumunda
sindirim, solunum ve dolasim sisteminde ve tiim viicutta hastalik etmenlerine karsi
(patojenlere) etkin bir savunma sistemi gergeklestirdigi belirlenmistir.

Propolis, histamin ve serotonin kaynagi olarak viicudun herhangi bir alerjiye
kars1 miicadelesi i¢in gereklidir. Histamin ve serotonin doku hormonlart olup direkt
hiicrelerde kalir. Alerji yapan madde hiicre diginda kendisini bagladiginda, bu iki madde
alerjik reaksiyona neden olmaktadir. Yapilmasi gereken bu maddelerin sizintisini
engellemektir ve bu da propoliste bulunan bioflavonoidin alinmast ile
gerceklesmektedir. Propolis iizerine yapilan bu arastirma sonuglari, insanlarin bal
arilarina olan ilgisini arttirmaktadir (Kumova ve Korkmaz 2002).

Bulgaristan’in iki farkli bolgesinden topladiklar1 propolis 6rneklerini GC/MS ile
incelendiginde, 15 fenolik asit (bunlarin 7 si propolis i¢in yeni), 2 keton, 8 fenolik asit
esterleri (propolis i¢in yeni), 6 flavonon ve 2 flavanol tanimlamistir (Bankova ve
Naturforsch, 1987).

Bonvehi ve Naturforsch, (1994) propolisin bakteriyostatik etkisini inceledikleri
aragtirmalarda metanol ile oOziitledikleri Brezilya propolis 6rneginde toplam fenolik
madde miktarini %10.10 (spektrofotometrik olarak), re¢ine miktarini ise % 47.60 (m/m)
tespit etmislerdir.

Literatiirdeki verilerle kiyaslandiginda calisma sonucunda elde ettigimiz
sonuglarin  farklillk gosterme nedeninin propolisin temin edildigi bdlgeden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir Calismamizin bir diger amaci da, propolis numunelerin
kimyasal komposizyonuydu. Bu kimyasal analiz sonuclarina baktigimizda her ydrenin
propolis numunesi farkli madde icerigi gostermistir. Propolis numunelerinin igerdigi bu

degisik maddelerden dolay1 cesitli bakteriler ve funguslar iizerine farkli antibakteriyal
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ve antifungal aktivite gdstermistir. Ayrica propolis numunelerinin igermis oldugu
fenolik ve diger bilesiklerden dolayr farkli antitoksidan aktivite gostermistir.
Calismamizin genelinde propolis numunelerinin biyolojik aktivitelerini ortaya ¢ikarmak
icin yapilan her bir deneyin sonuglarini etkileyen propolis igeriklerininde kimyasal

analizler ile ortaya konulmasi bu ¢aligmanin diger bir 6nemli yanidir.
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Sekil 4.1. Van ilinden elde edilen propolis numunelerinin GC-MS sonuglari
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Cizelge 4.4. Van propolisinin kalitatif degerleri

VAN PROPOLISI Pik No Ret Time (dak.) | % TIC
Esterler
methacrylic acid hexyl ester 1 5.800 0.08
1H-Indole,6 methoxy TMS ester 20 23.417 0.89
Cinnamic acid, 3.4-dimetoxy TMS ester 24 23.183 0.87
Hexadeconic acid TMS ester 25 25.442 0.28
Silane TMS ester 28 26.500 0.37
Oleic acid TMS ester 35 28.692 0.55
9,12-Octadecadienoic acid TMS ester 49 33.425 0.10
Monopalmitin TMS ester 54 35.217 0.74
Octadeonic acid, 2,3-bis TMS ester 65 38.133 0.20
silicone oil 78 48.492 0.10
Organik ve Yag Asitler
Benzoate 2 7.342 0.25
Butanedioic acid 4 8.950 0.60
Cinnamic acid 12 21.042 0.33
2-Keto-D-GLUCONIC ACID STMS 13 21.150 2,95
Octadeconic acid 37 29.158 0.28
3-acetyloxycaffeate 39 30.367 0.08
3-methyl-2-butenylisoferulate 43 31.508 0.11
Alkol ve Terpenler
Farnesol 1TMS 36 28.900 0.73
Keton ve Hidrokarbonlar
3.7-Diox-2.8-disilanonane 3 8.158 2,89
Cyclopropane 5 13,433 0.05
2,5-dimethylbenzene 6 16.317 0.14
D-fructose 14 21.317 2,17
beta- D-Galactofuranoside 16 21.933 0.06
Sorbose 5 TMS 15 21.400 0.12
Alfa-D-Glucopyranose 19 23.000 2,01
Glukoz 5 TMS 23 24.900 2,67
3-metylheptene 27 26.325 0.07
chalcone 50 34.158 0.06
Sukroz-octa TMS 60 36.808 6,11
Eicosamethylcyclodecasiloxane 72 42.667 0.55
Diger Bilesikler
Ferulic acid TMS eter 26 26.233 3,89
1H-Purin -6- amine 52 34.692 0.16

1H-Imidazole-4-carboxamide 62 37.150 1, 66
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Cizelge 4.5. Erzurum propolisinin kalitatif degerleri

ERZURUM PROPOLISI Pik No Ret Time (dak) % TIC
Esterler
Ethanedioic acid TMS ester 1 5.392 0.05
Octanoic acid TMS ester 9 10.100 0.10
Butanedioic acid bis TMS ester 14 12.792 4,41
Benzenepropanoic acid TMS ester 19 17.558 1,19
Decanoic acid TMS ester 22 20.008 0.57
2- Propenoic acid, 3- phenyl- TMS ester 26 24.717 6,47
Dodecanoic acid TMS ester 37 30.975 0.45
2- Propenoic acid TMS ester 38 31.450 0.22
Cinnamic acid, m- methoxy TMS ester 57 41.133 1,30
Cinnamic acid, p- methoxy TMS ester 59 41.533 6, 36
Cinnamic acid, 3,4-dimethoxy TMS ester 69 43.883 2,27
Organik ve Yag asitleri
2- Propenoic acid 3 6.608 0.04
Butanoic acid 4 7.617 0.09
Ethyl succinate 1TMS 8 9.492 0.70
Nonanoic acid 1TMS 17 14.775 0.10
Undecenoic acid 1TMS 21 19.175 0.11
7- Hydroxyoctanoic acid 2TMS 27 25.483 0.15
Urocanic acid per TMS 29 28.975 3,44
Benzoik acid 31 29.625 0.47
Keton ve Hidrokarbonlar
Silane 2 6.000 0.23
3,7-Dioxa-2,8- disilanonane 10 10.908 0.72
alfa Amorphene 23 22.683 0.14
25-trimethylsilyoxy-4-cholesten-3-one 48 36.000 6,92
Eremophil-1(10)-ene 50 36.217 0.60
D-Fruktose 63 42.392 3,29
Alkol ve Terpenler
Silanol 6 8.975 1.00
A-Terpineol 12 12.258 0.13
delta- Cadinol 32 29.775 0.80
Agaruspirol 34 30.358 0.48
1-Pentin-4-ol 35 30.767 0.07
alfa-Bisabolol 39 32.358 2,29
Farnesol 41 32.917 1,02
Diger Bilesikler
Silane TMS ether 5 8.517 0.51
Benzaldehyde 18 15.108 0.13
Isopropyl 2-benzyl-2-propenyl ether 28 25.917 0.34
2-Furanacetaldehyde 56 39.008 0.29
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Cizelge 4.6. Giimiishane propolisinin kalitatif degerleri

GUMUSHANE PROPOLISI Pik No Ret Time(dak.) | % TIC
Esterler
Butanedioic acid bis TMS ester 2 8.950 0.63
Cinnamic acid, p-methoxy TMS ester 5 21.042 0.33
1H-Indole 9 23.417 0.95
Cinnamic acid, 3,4-dimethoxy TMS ester 12 25.183 2,33
Oleic acid TMS ester 17 28.692 0.59
Octadecanoic acid TMS ester 19 29.158 0.28
Hexadecanoic acid, 2,3- bis TMS ester 28 35.217 0.80
Organik ve Yag asitleri
2-Keto-D-Gluconic acid 5 TMS 6 21.150 3,15
Keton ve Hidrokarbonlar
3.7-Dioxa-2,8-disilanonane 1 8.158 3,09
Silane 3 19.150 0.36
D-Fructose 7 21.317 2,89
alfa- D-Glucopyranose 8 23.000 2,09
Glucose 5TMS 11 24.900 2,85
Sucrose-octa TMS 32 36.808 6, 55
Eicosamthyl cyclodecasiloxane 37 42.667 0.44
Alkol veTerpenler
Farnesol 1TMS 18 28.900 0.78
Diger Bilesikler
Ferulic acid TMS ether 15 26.233 4,13
1H-Imidazole-4-carboxamid 34 37.150 1,75
1H-Purin-6-amine 36 40.858 0.33
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Cizelge 4.7. Mugla propolisinin kalitatif degerleri

MUGLA PROPOLISI [ Pik No | Ret Time (dak.) [ % TIC
Esterler
Butanedioic acid bis TMS ester 4 8.783 1,59
Benzenepropanoic acid TMS ester 6 11.250 0.07
Butanedioic acid TMS ester 9 13.408 0.63
2-propenoic acid TMS ester 11 14.433 0.93
Dodecanoic acid TMS ester 17 16.992 0.05
Cinnamic acid TMS ester 51 23.442 1,27
Cinnamic acid, 3,4- dimethoxy TMS ester 60 25.175 1,13
9H-Carbozole 61 25.308 0.04
Hexadecanaoic acid TMS ester 62 25.450 0.66
9-Octadecenoic acid ethyl ester 75 27.733 0.66
Octadecenoic acid ethyl ester 78 28.192 0.05
Oleic acid TMS ester 81 28.708 1,52
Octadecenoic acid TMS ester 83 29.150 0.61
Tetracosanoic acid TMS ester 147 38.758 0.11
Organik ve Yag asitleri
3-Hydroxycapric acid 2 TMS 8 12.267 0.09
Urocanic acid per-TMS 13 16.300 0.27
D-Glucuronic acid 58 24.692 0.09
Prosta-5,13-dien-1-oic acid 63 25.617 0.42
Benzyl cinnamate 67 26.375 0.10
9,12-octadecadienoic acid 80 28.583 0.64
Cinnamyl cinnamate 84 29.317 0.15
Abietic acid 1 TMS 96 30.992 1,63
Dehydroabietic acid 1 TMS 103 31.892 1,93
Lupeyl acetate 180 47.000 0.10
Methyl commate 182 47.683 0.20
Keton ve Hidrokarbonlar
3,7-Dioxa-2,8-disilanonane 2 7.950 2,22
Benzaldehyde 10 14.233 0.10
D-Ribopyranose 18 17.433 0.16
silane 21 18.675 0.18
2-Furanacetaldeyde 28 19.725 0.22
beta-DL-Arabinopyranose 32 20.308 0.18
Gulose 35 20.808 0.21
D-Fructose 37 21.175 3,22
beta-D-Galactofuranose 42 22.000 0.23
Allose per TMS 48 23.000 2,46
Avrabinofuranose 57 24.500 0.17
Andostra-1,4-dien-3-one 109 32.667 0.73
O-Pentakis-Quercetin 169 43.867 0.21
Alkol ve Terpenler
Silanol 3 8.467 0.12
A-Terpineol 5 8.933 0.10
Alfa-Bisabolol 19 17.758 0.65
Arabitol 5 TMS 22 18.967 0.05
D- glucitol 55 24.000 0.03
Diger Bilesikler
Tetradecanamide 47 22.825 1,08
Ferulic acid TMS ether 49 23.125 0.07
Caffeic acid TMS ether 72 27.458 1,38
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Sekil 4.5. Ordu ilinden elde edilen propolis numunesinin GC-MS sonuglari
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Cizelge 4.8. Ordu propolisinin kalitatif degerleri

ORDU PROPOLISI Pik No | Ret Time (dak.) | % TIC
Esterler
Butanedioic acid bis TMS ester 4 9.100 1,62
Benzenepropanoic acid TMS ester 5 11.408 0.25
Dodecanoic acid TMS ester 7 12.350 0.09
Butanedioic acid TMS ester 8 13.500 0.96
2-Propenoic acid, 3-phenyl TMS ester 10 14.575 1,68
Hexadecanoic acid ethyl ester 26 24.392 0.17
Cinnamii acid,3,4-dimethoxy TMS ester 29 25.442 3,92
Hexadecanoic acid TMS ester 30 25.583 1,01
9-Octadecenoic acid ethyl ester 38 27.925 1,48
Oleic acid TMS ester 39 28.925 4,61
Octadecanoic acid TMS ester 42 29.275 0.77
Eicosanoic acid TMS ester 49 32.842 0.87
Organik ve Yag asitleri
Urocanic acid per-TMS 11 16.375 0.53
Benzoik acid 13 16.550 0.21
2-Keto-D-Gluconic acid 5TMS 16 21.300 3,38
Abietic ACID 1TMS 45 31.125 1,69
Dehydroabietic acid 1TMS 46 32.167 2,69
Keton ve Hidrokarbonlar
Silane 1 5.633 0.15
3,7-Dioxa-2,8-disilanonane 3 8.350 3, 86
D-Fructose 17 21.458 0.61
alfa-DL-Arabinopyranose 19 22.633 0.95
D-Mannopyranose 25 23.992 0.85
Galactopyranose 28 24.950 1,95
Sucrose-octa TMS 54 37.058 0.36
Alkol ve Terpenler
Silanol 2 7.592 2,99
Erythritol per- TMS 9 14.158 0.28
Xylitol 5 TMS 21 23.000 1,64
D-Glucitol 22 23.108 1,56
Inositol 34 27.050 0.22
Diger Bilesikler
Ferulic acid TMS ether 31 26.517 4,69

Caffeic acid TMS ether 36 27.492 2,73
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Sekil 4.6. Rize ilinden elde edilen propolis numunesinin GC-MS sonuglari
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Cizelge 4.9. Rize propolisinin kalitatif degerleri

RiZE PROPOLISI

Cinnamic acid TMS ester

Cinnamic acid, 3,4-dimethoxy TMS ester
Hexadecanoic acid TMS ester
9-Octadecenoic acid ethyl ester

Oleic acid TMS ester

Octadecanoic acid TMS ester

Benzoic acid

2-Keto-D-Gluconic acid 5TMS

Eicosanoic acid
Lupeyl acetate

Disilaneonadecane
Butane
Mannose

2-Furanacetaldehyde

Silane
Dihydroxyacetone
Arabinofuranose
Gulose
D-Fructose
Glucuronic lactone
Glucoyranose
Glucofuranoside
L-Altrose

Fructose 5TMS
D-Galactose
D-Glucose
Sucrose octaTMS
Maltose octa TMS

Silanol

Alfa Bisbolol
Inositol
D-Glucitol
Farnesol
2,3-Butandiol

Ferulic acid TMS ether
Caffeic acid TMSether

Pik No Ret Time (dak.) |[% TIC
Esterler

27 23.533 1,57
34 25.308 0.80

36 25.533 0.50

46 27.800 0.61

50 28.800 1,71
52 29.208 0.36

Organik ve Yag asitleri

5 16.550 0.30

16 21.275 1,27
109 42.958 0.42

128 48.842 0.34

Keton ve Hidrokarbonlar

1 5.942 0.13

2 6.267 0.13

6 16.550 0.30

8 19.192 0.70

9 19.392 0.39

12 20.325 0.30

13 20.542 0.52

14 20.875 0.26

17 21.467 3, 86
18 21.642 0.56

20 21.892 0.40

21 21.992 0.71

22 22.058 0.50

23 21.158 2,19
25 23.092 2,73
32 24.917 1,95
75 35.025 0.53

84 37.250 0.30

Alkol ve Terpenler

3 7.325 0.38

7 17.783 0.16

30 24.375 0.67

31 24.658 0.12

43 27.292 0.57

89 38.133 0.24

Diger Bilesikler

38 26.333 1,44
44 27.517 1,44
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5.SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, bal arilarinin bal, polen, ar1 siitii gibi iirettigi ve kendi isleri igin
kullandig1 ayn1 zamanda bir¢ok diinya tilkesinde ekonomik degeri olan dogal bir madde
olan propolisin iilkemizde de degerlendirilmesine farkli bir ¢alisma yoniiyle katki
saglamaktir. Propolisin igerigi, o bolgedeki floranin ¢esitliligine bagli olarak degisir. Bu
nedenle, Tiirkiye’nin c¢esitli bolgelerindeki, yani degisik floralarindan elde edilen,
propolis numunelerinin, antimikrobiyal, antitoksidan ve kimyasal komposizyonunu
incelemeyi amagladik ve kayda deger sonuclar aldik. Fakat aliman bu sonuclar ve
yapilan bu ¢alismalar daha ileri diizeyde 6zellikle antiviral yoniinden incelenmelerle
genisletilmelidir. Bununla beraber iilkemiz bal iiretimi bakimindan diinyada 6nde gelen
iilkelerden bir tanesidir fakat aymi sekilde diger ari iriinlerinin ar1 siitii, polen ve
propolisin degerlendirilmesi ve {iretimi acisindan bu basart goriilmemektedir. Bu
calismayla propolisin igermis oldugu madde veya maddelerden dolayr bir antiviral
ozelliginin olup olmadigr ve propolisin bu alanda da bir ilag hammadesi olarak
degerlendirilmesi bundan sonraki ¢alismalarda yapilmalidir. Propolis belirli dlciilerde
cesitli calismalarla degerlendirilme yoluna gidilecektir. Bu calisma ve diger yapilan
caligmalar ile Tirkiye’de propolis kullanim alanlarinin artmasiyla iiretimin daha da
onem kazanmasi, bilingli yapilmas1 ve bu alanda yeni teknolojilerin gelistirilmesiyle
daha etkili iiriinlerin elde edilmesi saglanabilinir. Ulkemizde yetistirilen her {iriin gibi
bundan bdyle ekonomik degeri olan ve bos yere atilan bu dogal {irlinde
degerlendirilmelidir.

Diinyada ¢ok 6nemli bir bal iiretim merkezi olarak goriilmemize karsin maalesef
diger ar1 iiriinlerinde bu basaridan s6z etmek miimkiin degildir. Ulkemizde bu iiriiniin
daha ¢ok g6z Oniine ¢ikarilmasi i¢in kesinlikle bilimsel ¢aligmalarin artmasi gereklidir.

Propolis insan sagligi agisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir. Propolis hem
geleneksel hem de modern hekimlikte kullanilan dogal bir antibiyotiktir. Giiniimiizde
kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik etmenlerinin bu
ilaglara kars1 diren¢ kazanmasi insanlar1 dogal ilag olarak bilinen iiriinlerin tiiketimine
yonlendirmistir. Propolis tibbi bitkilerden iiretilen iirlinlerden farkli olarak olaganiistii
degisken bir yap1 gostermektedir. Bu agidan da bakildiginda propolisin kullanilmasini

yayginlagtirmaliyiz.
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