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OZET

Propolis, zengin biyoaktif bilesen icerigi nedeniyle yiizyillar boyunca geleneksel tipta
kullanilan bir ar1 iirtiniidiir. Ancak, propolis suda az ¢6zilinen regcinemsi yapisi, glicli tat ve koku
gibi 6zelliklerinden dolayr ham haliyle tiiketilememektedir. Bu nedenle kullanilabilirligi
arttirmak amaciyla propolis etanol gibi cesitli organik ¢oziciiler kullanilarak ekstrakte
edilmelidir. Glintimiizde ise ¢evre dostu ve geri doniisiim olanagi saglayan yesil ¢oziiciiler ad1
verilen derin o6tektik ¢oziiciilerin 6zellikle biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanimi
artmaya baslamistir. Yapilan bu ¢alismada propolis biyoaktif bilesenleri ultrases destekli derin
otektik coziicii ekstraksiyonu yontemi kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ultrases destekli
ekstraksiyon 1:300 g/mL kat1 solvent orani, 50°C sicaklik, 45 dakika siire ve %100 genlik
kosullarinda  gergeklestirilmistir.  Propolis ekstraksiyonu, ekstraksiyon etkinligini
degerlendirmek ve Kkarsilastirmak amaciyla 12 farkhi derin otektik ¢oziicli ve etanol
kullanilarak gerceklestirilmistir. Secilen farkli c¢oziiciilerle gergeklestirilen propolis
ekstraktlarinda etkinligin kiyaslanmasi amaci ile toplam fenolik madde miktari, toplam
flavonoid miktari, antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivite degerleri belirlenmistir.
Derin 6tektik ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen ekstraktlar arasinda en yiiksek toplam fenolik
madde miktar1 (169,71+5,28 mg GAE/g) ve toplam flavonoid miktar1 (129,53+1,50 mg CE/g)
sitrik asit-propandiol (1:4) ile ekstrakte edilen propolis 6érneginde belirlenmistir. En ytliksek
antioksidan aktivite (424,45+11,11 umol TEAC/g) degerine ise laktik asit-propandiol (1:4)

kullanilan ekstraktta ulasilmistir. Etanol ile ekstrakte edilen propolis 6rneginde ise toplam



fenolik madde miktar1 228,19+0,70 mg GAE/g, toplam flavonoid miktar1 221,57+2,86 mg CE/g
ve antioksidan aktivite 580,34+23,18 umol TEAC/g olarak bulunmustur. Etanol ve laktik asit-
propandiol kullanilan ekstraktlarda kafeik asit basat fenolik asit olarak tespit edilirken, sitrik
asit-propandiol kullanilan ekstraktta ferulik asit basat fenolik asit olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte sitrik asit-propandiol ve laktik asit-propandiol ile hazirlanan propolis
ekstraktlarinin Escherichia coli (sirasiyla, 15 ve 10 mm/10 pL) ve Staphylococcus aureus
(sirasiyla, 13 ve 11 mm/10 pL) tlzerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar:
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ekstraksiyonda kullanilan derin o6tektik c¢6ziiciiniin
antioksidan aktivite, toplam fenolik ve flavonoid miktar1 iizerine 6nemli derecede etkili oldugu
gostermektedir (p<0,05). Bu sonuglar, sitrik asit-propandiol (1:4) ve laktik asit-propandiol
(1:4) ¢oziiciilerinin propolis ekstraksiyonunda g¢evreci bir alternatif olarak kullanilabilecegini

gostermistir.

Anahtar Kavramlar: Propolis, Ultrases, Derin 6tektik ¢oziiciiler, Etanol, Antioksidan aktivite

Bilim Kodu: 90808
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ABSTRACT

Propolis is bee product that has been used in folk medicine for centuries due to their rich
bioactive content. However, propolis is not suitable for raw consumption due to their resinous
structure, low water solubility, strong taste, and odor. Thus, propolis must be extracted using
different organic solvents, like ethanol, before consumption. Today, deep eutectic solvents,
which are called environmentally friendly and recyclable green solvents, have been widely
used especially in the extraction of bioactive compounds. In this study, propolis bioactive
compounds were extracted using ultrasound assisted deep eutectic solvent extraction method.
Ultrasound assisted extraction was carried out at 1:300 g/mL solid solvent ratio, 50°C
temperature and 100% amplitude conditions for 45 minutes. The extraction of propolis was
carried out 12 different deep eutectic solvents and ethanol (%90) to evaluate and compare
extraction efficiency. Total phenolic content, total flavonoid amount, antioxidant activity, and
antimicrobial activity values were determined to compare the effectiveness of propolis
extractions carried out with different selected solvents. The citric acid-propanediol extract had
the greatest total phenolic content (169.71+5.28 mg GAE/g) and total flavonoid content
(129.53+1.50 mg CE/g) among the extracts obtained using deep eutectic solvents. The highest
antioxidant activity (424.45+11.11 umol TEAC/g) was obtained in the extract using lactic acid-

vi



propanediol (1:4). The total phenolic content was 228.19+0.70 mg GAE/g, the total flavonoid
content was 221.57+2.86 mg CE/g, and the antioxidant activity was 580.34+23.18 pmol
TEAC/g in the propolis sample extracted with ethanol. The major phenolic compound was
caffeic acid in extracts obtained by ethanol and lactic acid-propanediol extraction, while the
major phenolic was ferulic acid in extract obtained by citric acid-propanediol extraction.
Furthermore, it was determined that propolis extracts obtained with citric acid-propanediol
and lactic acid-propanediol have antimicrobial activity on Escherichia coli (15 and 10 mm/10
uL, respectively) and Staphylococcus aureus (13 and 11 mm/10 pL, respectively). The results
show that the deep eutectic solvents used in the extraction have a significant effect on the
antioxidant activity, total phenolic and flavonoid content (p<0.05). In conclusion, the citric
acid-propanediol (1:4) and lactic acid-propanediol (1:4) may be used as an environmentally

friendly alternative for propolis extraction.

Key Terms: Propolis, Ultrasonund, Deep eutectic solvents, Ethanol, Antioxidant activity

Science Code: 90808
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GIRIS

Kentin savunucusu anlamina gelen propolis, arilar tarafindan bitki recinelerinden toplanarak
tretilen yapiskan bir madde olup kovani dis etkenlere karsi korumak ve kovan ici
dezenfeksiyonu saglamak amaciyla kullanilmaktadir (Ghisalberti, 1979; Yildiz, 2020). Bal
arilari propolis iliretmek i¢in kavak, mese, kestane ve ¢am gibi agaclarin ve bazi otsu bitkilerin
tomurcuk, yaprak, govde, kabuk gibi boliimlerinden faydalanmaktadir (Ghisalberti, 1979;
Keskin, 2018). Bu durum propolisin basta renk olmak tizere bazi fiziksel 6zelliklerini etkiledigi
gibi kimyasal 6zelliklerini de etkilemektedir. Propolis icerigini cogunlukla regine-zamksi
maddeler (%50) ve bitkisel mumlar (%30) olustururken, esansiyel yaglar (%10), polen (%5),
organik bilesikler ve mineral maddeler (%5) de iceriginde bulunmaktadir (Kumova ve ark.,
2002). Propolisin ana bileseni olarak aromatik asitler, diterpenoid asitler ve triterpenoidlerin
kabul edilmesinin yani sira lignin, flavanoidler, sinamik asit ve tiirevleri gibi ¢esitli maddeler
acisindan zengin bir icerige de sahiptir (Rushdi ve ark., 2014; Kumova ve ark., 2002; Dogan ve
Hayoglu, 2012). Propolis zengin bilesen yapisi sebebiyle yiizyillar boyunca geleneksel tipta
kullanim olanagi bulmustur. Literatiirde tibbi bir ila¢ olarak kabul edilmemis olmasina ragmen
glinlimiizde basta yaralarin tedavisi gibi cesitli amaclarla kullanilmaktadir. Ayrica saghiga olan
faydalar (antioksidan etki, bagisiklik uyarici, soguk alginligini hafifletme vb.) sebebiyle
ozellikle yasadigimiz pandemi doneminin de etkisiyle daha fazla 6nem kazanmaktadir. Fakat
suda az ¢oziinen recinemsi yapisi, giicli tat ve kokusu gibi 6zellikleri sebebiyle propolis
dogrudan tiiketime uygun degildir. Bu nedenle propolisin tiiketilmeden 6nce ekstrakte

edilmesi gerekmektedir.

Propolis ekstraksiyonunda maserasyon ve soksalet ekstraksiyonu gibi geleneksel yontemler
kullanilmaktayken gelisen teknoloji, artan saglik ve cevre bilinci ile birlikte mikrodalga
destekli ekstraksiyon, siiper kritik karbondioksit ekstraksiyonu, basin¢l sivi ekstraksiyonu,
ultrases destekli ekstraksiyon gibi yenilik¢i ekstraksiyon yontemleri de kullanilmaya
baslanmistir. Propolisden biyoaktif bilesen eldesinde kullanilan bu yenilik¢i ekstraksiyon
yontemleri arasinda ise en avantajli olani ultrases destekli ekstraksiyon yontemidir. Ultrases
destekli ekstraksiyon yonteminde cesitli frekanslardaki ses dalgalar1 ekstrakte edilecek
hiicreye gonderilmekte bu sirada olusan kavitasyon kabarciklar1 ile de hiicre yapisi
bozulmaktadir. Bu sekilde ekstraksiyon islemi gerceklestirilmekte ve biyoaktif bilesenlerin
eldesi saglanmaktadir. Ultrases destekli ekstraksiyon sayesinde daha az miktarda ¢oziicii
kullanimy, diisiik sicaklik ve kisa siire gibi avantajlar saglanarak ekstraksiyon islemi de etkin
bir sekilde gerceklestirilmektedir. Secilen yontemin yani sira ekstraksiyon verimine etki eden
bir diger onemli parametre ise ekstrakte edilmek istenen bilesene en uygun ¢ozgenin
secimidir. Propolis ekstraksiyonunda genel olarak etanol, metanol, aseton, etil asetat, hekzan
gibi organik c¢ozilcller kullanilabilmektedir (Sambou ve ark, 2020). Ancak, organik
coziciilerin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda kullaniminin sagliga ve ¢cevreye olan zararlari

nedeniyle propolis ekstraksiyonunda yesil ¢éziiciilerin kullanimi 6n plana ¢cikmaya baslamistir.



Bu nedenle, giinlimiizde yenilik¢i ve cevre dostu olarak bilinen derin 6tektik coziiciilerin
kullanim olanaklar1 arastirilmaya baslanmistir. Derin otektik ¢oziiciiler, hidrojen bag alicisi
(HBA) ve hidrojen bag vericisi (HBV) olma 6zelligine sahip iki farkli bilesenden olusmaktadir.
Farkli ¢oziiciilerin belli oranlarda karistirilmasi ile elde edilen derin o6tektik coziiciiler
icerigindeki bilesenlerden daha diisiik erime noktasina sahip homojen karisimlardir (Dai ve
ark., 2013). Toksik olmamasi ve cevre dostu olmasi gibi 6zellikleriyle bilinen bu ¢6ziiciiler ayn
zamanda hazirlanmasi kolay ve diisiik maliyetlidir. Sahip oldugu bu avantajlar ile 6n plana
cikan derin otektik coziiciiler genel olarak yenilikci ekstraksiyon yontemleriyle beraber

kullanilmaktadir.

Bu calismada ise propolisten biyoaktif bilesen eldesi i¢in ¢evreci bir yontem olan ultrases
destekli ekstraksiyon yontemi yesil solventler kullanilarak gerceklestirilmistir. Secilen bu
yontem ile diisiik sicaklik, kisa stire, az miktarda ve toksik olmayan ¢6ztict kullanimi ile daha
yenilikei ve cevreci bir ekstraksiyon hedeflenmistir. Boylece, saglik iizerine faydasi olan fakat
suda az ¢6ziinme 06zelligi nedeniyle tiiketimi siirli olan propolisin kullanim olanaklari
arttirllmaya c¢alismistir. Bu amagla c¢alismamizda propolisten biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda 6n denemeler sonucu belirlenen 12 farkli derin o6tektik ¢oziici
kullanilmistir. Derin 6tektik ¢oziiclilerin ekstraksiyon etkinliginin kiyaslanmasi igin en sik
kullanilan ¢6ziicii olan etanol (%90) ile de ekstraksiyon islemi aymi kosullarda
gerceklestirilmistir. Calismamizda etanol ve derin 6tektik ¢6ziictilerle elde edilen propopolis
ekstraktlari toplam fenolik madde (TPC), ekstraksiyon verimi, toplam flavonoid miktar1 (TFC),
antioksidan aktivite (AOA, ABTS), antimikrobiyal aktivite ve fenolik dagilim (LC-MS/MS)
acisindan incelenmistir. Yapilan bu ¢alisma ile saglk {lzerine gesitli faydalar1 bulunan
propolisin toksik olmayan c¢oziictilerle ekstraksiyonu gergeklestirilerek tiiketiciler i¢in daha
cevreci ve giivenli propolis ekstraktlari elde edilmeye ¢alisilmistir. Bununla birlikte yapilan bu

calismanin ileride yapilacak ¢alismalar igin literatiire katki saglayacag: diisiintilmektedir.
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1.1. Propolis

Gegmisten gilinlimiize bal, polen, ar1 siitii, propolis gibi pek ¢ok ar1 iiriinii saghigin korunmasi ve
hastaliklarin geleneksel yontemlerle tedavisi alanlarinda ragbet gérmektedir (Kumova ve ark.,,
2002; Bakkaloglu ve Arici, 2019; Yildiz, 2020). Ari iiriinleri dogrudan tiiketilebilen, islenerek
tiiketilebilen ve insan gidasi olarak tiiketilemeyenler olarak gruplandirilmaktadir (Bakkaloglu
ve Aricl, 2019). Islenerek tiiketilebilenler sinifinda yer alan propolis ise ilk olarak Yunanllar
tarafindan kesfedilip antibiyotik olarak kullanilmistir (Kutluca ve ark., 2006). Yunanlhlarin yani
sira Misirlilar ve Romalilar tarafindan da dezenfeksiyon ve yaralarin iyilestirilmesinde
kullanilmistir (Sforcin, 2007). Misir tarihine bakildiginda propolisin mumyalamada kullanilan
koruyucu maddelerden biri oldugu goriillmektedir (Kuropatnicki ve ark., 2013). Ayni zamanda
Cin, Hint ve Arap gibi bir¢ok eski uygarlikta propolisin iyilestirici etkisi oldugu diisiiniilerek
cesitli tedavilerde kullanilmistir. Propolis giintimiizde de tibbi bir ila¢ olarak gegcmese de yara

tedavileri basta olmak tizere pek ¢ok tedavi icin kullanilmaktadir.

Pro (06n, giris) ve polis (sehir) kelimelerinin birlesiminden dogan propolis adi kentin
savunucusu anlamina gelmektedir (Ghisalberti, 1979). Propolis, arilar tarafindan bitki
recinelerinden toplanarak iiretilen yapiskan bir madde olup kovanlar1 dis etkenlere karsi
korumak ve kovan i¢i dezenfeksiyonu saglamak amaciyla kullanilmaktadir (Yildiz, 2020). Bal
arilar1 propolis kaynagi olarak genellikle cam agac¢larinin regineleri ve bunun yani sira gesitli
kavak tiirleri, s6giit, hus, at kestanesi, koknar gibi agaclarida kaynak olarak kullanmaktadir.
Propolisin toplandig bitkiler bolgeye ve mevsimlere gore cesitlilik gostermektedir (Kumova
ve ark. 2002). Bu cesitlilik recinenin rengine yansimaktadir. Propolisin rengi, acik saridan
koyu kahverengiye kadar degisiklik gosterebilir. Recine kaynaginin yani sira iklim kosullar1 ve
sicaklik da propolisin 6zellikleri iizerine etkili olmaktadir. Ornegin, 15°C’den az sicakliklarda
genellikle donuk, kirilgan ve sert bir yapida olan propolis 25-45°C’de, olduke¢a yapiskan ve
elastik bir yapiya sahiptir. 45°C’nin tizerine ¢ikildik¢a yapiskanlhiginda artis olmaktadir. Bazi
orneklerde erime noktas1 100°C'ye kadar cikabilse de genel olarak 60-70°C’de sivi halde
bulunmaktadir (Krell, 1996). Fiziksel 6zelliklerin yani sira propolisin kimyasal yapis1 da
toplandig1 bitkiye, ar 1irkina ve cevre kosullarina gore farklihk gostermektedir. Yapisinda
yaklasik olarak 150 farkl kimyasal bilesik bulunduran propolis, i¢eriginde %50 oraninda
recine ve zamksi madde, %30 oraninda bitkisel mumlar gibi kimyasal maddeleri

barindirmaktadir (Kumova ve ark., 2002).

Propolisin ana bileseni olarak aromatik asitler, diterpenoid asitler, triterpenoidler ve fenolik
bilesikler kabul edilmektedir (Rushdi ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalarda propolisin toplam
fenolik icerigi 79,17-174,51 mg GAE/g, toplam flavonoid miktar1 117-559 mg CE/100 g ve



antioksidan aktivitesi 1868,5-2913,5 umol TEAC/g araliginda belirlenmistir (Andrade ve ark.,
2017, Al-Juhaimi ve ark., 2021). icerigindeki bilesenlerin konsantrasyonu iklim sartlarina gére
degisiklik gostermektedir. Ornegin, 1liman bélgelerde toplanan propolisler flavonoid ve
sinamik asit tlirevlerini daha yiiksek konsantrasyonlarda icermekteyken tropikal bolgelerden
toplanan propolisler lignin ve flavanoidler acisindan zengin kaynaklardir (Kumova ve ark
2002; Dogan ve Hayoglu, 2012). Propolisin biyoaktif kompozisyonu incelendiginde igerisinde
4-0H benzoik asit (43,17 mg/kg), kafeik asit (0,05-6,84 mg/g), kafeik asit fenil ester (2,3-13,1
mg /g), katesin (0,04-2,33 mg/g), klorojenik asit (0,07-19,35 mg/g), epigallokatesin (0,33-3,39
mg/g), ferulik asit (0,90-56,44 mg/g), isoferulik asit (0,39-1,47 mg/g), gallik asit (0,03-0,30
mg/g), protokatesik asit (0,06-0,52 mg/g), m-kumarik asit (1,33-13,57 mg/kg), p-kumarik asit
(1,21-45,78 mg/g), transsinamik asit (37,35 mg/L), vanilik asit (12,67-26,81 mg/kg) basta
olmak iizere ¢ok sayida fenolik asit bulundugu bildirilmistir (Hu ve ark., 2022; Sagdic ve ark,,
2020; Shahbaz ve ark. 2021; Rajan ve ark. 2021; Pellati ve ark. 2013). Fenolik maddeler
icerisinde propoliste tanimlanan en biylik bilesik grubunun flavonoidler oldugu
belirlenmistir. Cesitli lilkelerde propoliste yapilan analizler sonucunda yaklasik olarak 40 cesit
flavonoid madde tespit edilmistir (Maciejewicz ve ark., 2001). Propoliste bulunan flavonoid
maddelerin baslicalar1 apigenin (0,4-3 mg/g), chrisin (4,2-33 mg/g), galangin (1,1-16,3 mg/g),
1sorhamnetin (0,5-3,8 mg/g), kaempferol (0,9-2,5 mg/g), myristin (2-295 mg/L), naringenin
(2-959 mg/L), pinobanksin (0,9-7,8 mg/g), pinocembrin (4,2-25 mg/g), kuersetin (0,5-2,5
mg/g) ve rutin (0,11-1,62 mg/g) dir (Sagdig ve ark., 2020; Pellati ve ark., 2013; Rajan ve ark.,,
2021). Propolisin yapisinda bulunan flavonoid maddelerin biyolojik ve farmakolojik olarak
antimikrobiyal, antioksidan, anti-inflamatuvar, antitiimor, bagisiklik uyarici, antikarsinojenik,
gastrik lilser iyilestirici, antiviral, antimikotik (mantar gelisimini engelleyen) ve lokal anestetik
etkileri bulunmaktadir (Yonar, 2017). Bu o6zellikleri sebebiyle bal kadar degerli bir besin
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, propolisin yapisinda bulunan kuersetin metal iyonlarini
selatlayarak ve serbest radikalleri temizleyerek antioksidan aktivite gostermektedir
(Memmedov ve ark, 2017; Cui ve ark., 2021). Propolisin antioksidan aktivitesinin C
vitamininden daha gii¢lii oldugu bulunmustur (Unal ve ark., 2020). Aym zamanda, yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip olan propolislerin yiliksek polen igerigine de sahip oldugu
gozlemlenmistir (Caliskol, 2013).

Propolis yukarida agiklanan zengin igerigi ve 6zellikle sahip oldugu fenolik bilesikler nedeniyle
farmakoloji de kullanim alani1 bulmustur. Yapilan arastirmalarda propolisin antibakteriyel,
antifungal, antiviral, anti-timor, anti-inflamatuar, lokal-anestezik, antioksidan, bagisiklik
uyarici ve hepatoprotektif (karaciger saglifina destek olan) aktiviteleri oldugu da belirtilmistir
(Siheri ve ark., 2017). Propolis anti-inflamatuar 6zelligi sayesinde soguk alginligi, yaralar,
ilserler, romatizma, kalp hastaliklari, diyabet ve dis ciiriiklerini onleme gibi cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Huang ve ark., 2014). Fakat propolisin en ¢ok
arastirilan 6zelligi antimikrobiyal aktivitesi olup konu iizerinde ¢ok sayida yayin yapilmistur.

Propolisin icerigindeki antimikrobiyal aktiviteyi saglayan ¢ok cesitli biyoaktif bilesen oldugu



bilinmekle beraber en 6énemlilerinin flavonoidler ve fenolik asitlerin esterleri oldugu kabul
edilmistir (Fokt ve ark. 2010). Antimikrobiyal 6zelliginin icerigindeki bilesenlerin bir arada
olmasindan da kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Kujumgiev ve ark., 1999). Propolisin
iceriginde bulunan maddelerin c¢esitliligi ve saglik acisindan faydalar1 sebebiyle tiiketimi
artmaktadir. Fakat suda az ¢dziinen recinemsi yapisi, glicli tat ve kokusu gibi 6zellikleri
nedeniyle ham olarak tiiketilememektedir (Keskin, 2018). Bu 6zelliklerinden dolay1 propolis

ekstrakte edilerek kullanilmaktadir.
1.2. Propolis Ekstraksiyon Yontemleri

Propolisin vaksh ve yapiskan dokusu sebebiyle apolar 6zellikteki yapidan biyoaktif kismin
ayrilmast olduk¢a zordur (Yildiz, 2020). Bu sebeple propolis ekstraksiyonunda cesitli
yontemler kullanilmaktadir. Gegmiste yaygin olarak oda sicakliginda, maserasyon ve sicak geri
akis ekstraksiyonu kullanilmistir (Trusheva ve ark., 2007). Giiniimiizde ise geleneksel
calkalama yontemi disinda daha ileri teknikler kullanilmaya baslanmistir. Bu ydntemler;
basingh siv1 ekstraksiyonu (Erdogan ve ark., 2011), mikrodalga destekli ekstraksiyon (Pellati
ve ark., 2013), ultrases destekli ekstraksiyon (Yeo ve ark., 2015), siiper kritik karbondioksit
ekstraksiyonu (De Zordi ve ark., 2014), sonikasyon destekli ekstaksiyondur (Zhang ve ark.,
2018). Propolis ekstraksiyonunda kullanilan yenilik¢i yaklasimlardan bazilari ilerleyen
boliimlerde detaylica agiklanmistir.

1.2.1. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalgalar yiiksek frekansh elektromanyetik dalgalar (300-300000 MHz) olarak
tanimlanmistir (Biyiiktuncel, 2012). Mikrodalga teknigi molekiil iizerine iyonlarin iletilerek
dipol rotasyon yoluyla mikrodalganin etki etmesi prensibine dayanmaktadir. Bu iki sistem
cogu uygulamada birlikte kullanilmakta olup uygulamayla ¢o6ziicii ve dolayisiyla 6rnek
1sitilarak ekstraksiyon gerceklestirilmektedir. Iyonlarin hareketi sayesinde molekiil igerisine
¢Ozlcl gecisi artarak ekstraksiyon islemi kolaylasmaktadir (Aydin ve ark., 2021). Mikrodalga
destekli ekstraksiyon iic basamaktan olusmaktadir. ilk basamak, artan sicaklik ve basincin
etkisiyle aktiflesen béliimlerden c¢oziinen bilesenlerin ayrilmasidir. Ikinci basamakta,
¢oziiclinlin materyal boyunca difiizyonu gerceklesmektedir. Son asama ise materyal

icerisinden ¢6zlinen bilesenlerin ¢oziicliye dogru salimmmidir (Sengiil ve Topdas, 2019).

Mikrodalga isleminin basariyla uygulanmasi icin ¢dziicii secimi olduk¢a 6nemlidir. Coziicii
secimi yapilirken, mikrodalga 1s1masini absorblamasi, analitin ¢oziicideki ¢ozintrligi ve
¢oOziicliniin materyalin icerigindeki bilesenlerle etkilesimi dikkate alinmalidir (Biiyiiktuncel,
2012). Secilen ¢oziicli daha biiyiik dipol momente sahip oldugunda mikrodalga 1s1masiyla daha
hizli 1sinmaya neden olur. Yiiksek 1sinma durumunda bilesiklerin degredasyonu
gerceklesmektedir. Bu sebepten uygulamalarda yaygin olarak biri mikrodalgay1 absorblayan

ikili karisimlar kullanilmaktadir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon biyoaktif bilesenlerin



ekstraksiyonunda klasik yontemlere goére daha hizli isitma, artan ekstraksiyon verimi ve

ekipmanlarin kii¢iikliigii gibi avantajlara sahiptir (Cravottoa ve ark., 2008).

Pellati ve arkadaslar1 (2013), yaptiklari g¢alismada propolis ekstraksiyonunda ytliksek
perfomansl sivi kromatografisi ile birlikte mikrodalga destekli ekstraksiyonu kullanmislardir.
En iyi sonuglara 106°C ekstraksiyon sicakligi, 15 dakikalik ekstraksiyon siiresi ve ¢coziict
olarak EtOH:H,0 (80:20) bilesimi kullanildiginda ulasilmistir. Kullanilan yéntem maserasyon,
sicak geri akis ekstraksiyonu ve ultrases destekli ekstraksiyon yontemlerine kiyasla daha
diisiik stire ve daha diisiik solvent ile gerceklestirilmistir. Fakat calismada maserasyon, sicak
geri akis ve ultrases destekli ekstraksiyonda 70°C sicaklik kullanilirken mikrodalga destekli
ekstraksiyonda 106°C sicakliga cikilmistir. Calismada elde edilen fenolik asit ve toplam
flavonoid miktarlar: sirasiyla 5,0-120,8 mg /g ve 2,5-168,0 mg /g araliklarinda bulunmustur.
Hamzah ve Leo (2015), mikrodalga yontemini kullanarak farkhi sicaklik, siire ve solvent
parametrelerinin etkisini inceleyerek propolis ekstraksiyonu gerceklestirmislerdir. Sicaklik
kontrolii olmadan, diisiik mikrodalga giiciinde ve sireyi uzatarak gerceklesen propolis
ekstraksiyonunda kalitede ve verimde iyilesme gozlemlemislerdir. Ayni zamanda basing ve
etanolik ¢oziicli arttirilldiginda verimde diisiis tespit edilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon gida proseslerinde diisiik maliyetli olmasi, ekstraksiyon
stiresini ve ¢oziici kullanimini azaltmasi gibi avantajlar1 nedeniyle tercih edilmektedir
(Bakkaloglu, 2020). Fakat ¢6ziiciiniin apolar ya da ugucu olmasi mikrodalganin etkinligini
azalttigr icin yiiksek sicakliklar (110-150°C) kullanilarak etkinligin arttirilmasi
saglanmaktadir. Uygulanan yiiksek sicakliklar dolayisiyla iriintin ¢esitli bilesenlerinin
denatiirasyona ugramasi kaginilmazdir. Ayni zamanda 6n islem (filtreleme ve santrifiijleme)

gerektirdigi icin mikrodalga destekli ekstraksiyonun kullanim alani kisith kalmistir.
1.2.2. Siiper kritik karbondioksit ekstraksiyonu

Stiper kritik akiskan, kendi kritik sicakli1 ve basinci lizerinde sicaklik ve basing uygulanan
element veya karisim olarak tanimlanmaktadir (Buytiktuncel, 2012). Siiper kritik akiskan tek
bir faz halinde bulunup gaz ya da sivi formda bulunmamaktadir. Bu sebepten basing¢ veya
sicaklik arttirillarak sivilastirilip buharlastirilamaz. Siiper kritik akiskan bir gaz ve sivi
arasindaki maddenin ara formunda bulunmaktadir. Sivilar gibi yogunluk ve ¢oziinme giicii
ozelligine ve gazlar gibi diflizyon, viskozite ve yiizey gerilimi 6zelliklerine sahiptir (Azmir ve
ark., 2013). Bu o6zellikleri ekstraksiyon isleminde verimin daha yiiksek olmasini saglamaktadir
(Sihvonen ve ark, 1999). Aym1 zamanda sivilarin tersine siiper kritik akiskanlar
sikistirllabilmekte ve yogunluklar1 genis bir aralikta degistirilebilmektedir (Biiyiiktuncel,
2012). Bu sayede de iyi bir ¢oziicii olma o6zelligi tasimaktadir. Stper kritik akiskanh
ekstraksiyon sistemi; mobil fazli bir tank, genelde akiskan olarak CO, gazin basinglandirilmasi
icin bir pompa, yardimci ¢dzgen, ¢6ziicii kap, ekstraksiyon kabinin icerisine konuldugu bir firin,
firin icerisindeki ytliksek basincin 6l¢iilmesi ve korunmasi i¢in bir kontrol cihazi ve bir toplama

tinitesinden olusmaktadir (Sengiil ve Topdas, 2019). Siiper kritik akiskan olarak diistik kritik



sicaklig1 ve basinci olmasi (31°C, 74 bar) nedeniyle genellikle karbondioksit kullanilir (Temelli
ve Giigli-Ustiindag, 2005). Ayrica karbondioksidin alev almamasi, ucuz olmasi ve toksik
olmamasi 6nemli dzellikleridir. Karbondioksit polar olmayan yapida oldugundan polar olan
analitiklerin ekstraksiyonunda modifikatér eklemesi yapilmaktadir (Biiyliktuncel, 2012). Bu

modifikatorler genellikle metanol ve diklorometan olmaktadir.

Machado ve arkadaslart (2015), propolis ekstraksiyonunda siiper kritik karbondioksit
ekstraksiyonu yontemini kullanmislardir. Yapilan calismada bu yontemin ekstraksiyon
veriminde artisa neden olmadigi fakat katma degeri yiiksek olan ekstraktlar elde edildigi
gozlenmistir. Calismada en iyi ekstraktlara 50°C’de, 350 barda ve karbondioksite ek olarak %1
etanol varliginda ulasilmistir. Devequi ve arkadaslari (2018), propolis ekstraksiyonunda siiper
kritik karbondioksit ekstraksiyonu ve geleneksel bir yontem olan etanol ile ekstraksiyonu
karsilastirmiglardir. Siiper kritik karbondioksit ekstraksiyonu i¢in kosullar; 350 bar basing,
50°C sicaklik, 60 dakika ekstraksiyon stiresi ve yardimci ¢oziicii olarak %1 etanol secilmistir.
Yapilan c¢alisma sonucunda ekstraksiyon verimi acisindan stiper kritik karbondioksit

yonteminin etanole gore daha diisiik oldugu gézlenmistir.
1.2.3. Basinc¢h s1v1 ekstraksiyonu

Gelismis ¢oziicii ekstraksiyonu, yiiksek basingh ¢6zgen ve hizlandirilmis sivi ekstraksiyonu
olarak da adlandirilmaktadir (Nieto ve ark., 2010). Materyal yiiksek basin¢ ortaminda
tutularak, ¢oziiciiler i¢in daha ytiksek sicakliklari saglayan malzemeler kullanilir (Biiytktuncel,
2012). Yikseltilmis basing sayesinde ¢oziiclintin ¢ok yiiksek sicakliklarda sivi halde kalmasi
saglanmaktadir. Basingli sivi ekstraksiyonunda ytliksek basing (4-20 MPa) ve yiliksek
sicakliklarda (50-200°C) bile ekstraksiyon gerceklestirilmektedir (Nakilcioglu ve Otles, 2014).
Kullanilan yiiksek sicaklik; van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve dipol ¢ekim gibi analit-
ornek matriksi etkilesimlerinin bozulmasina neden olarak ekstraksiyon veriminin artmasini
saglamaktadir (Richter ve ark., 1996). Sicaklik kullanim1 molekiiller arasindaki adhezyon ve
kohezyon kuvvetleri ile desorpsiyon icin gerekli olan aktivasyon enerjisinin azaltilmasini
saglar (Biiyiiktuncel, 2012). Sicakligin yiiksek olmas1 sayesinde ¢6ziiciiniin, ¢6ziinenin ve
materyalin yilizey gerilimi diisiliriillerek materyalin 1slanmasi1 artirithir. Bu sekilde

ekstraksiyonun daha hizli gerceklesmesi saglanir.

Erdogan ve arkadaslar1 (2011), yaptiklar1 ¢alismada 4 farkl bolgeden aldiklari propolis
orneklerinde basingli sivi ekstraksiyonu yontemini kullanarak fenolik maddelerin geri
kazanimini arastirmislardir. Yontemde 40°C sicaklik, 1500 psi basing, ¢oziicii olarak ise
etanol:su:HCl (70:25:5 v/v/v) ve 15 dakika islem siiresini kullanmislardir. Ekstraksiyon

sonunda geri kazanimin %97,2 ile %99,7 arasinda oldugu bildirilmistir.
1.2.4. Ultrases destekli ekstraksiyon

Elastik 6zelliklere sahip fiziksel bir ortamda basing dalgalarinin yayilmasi sonucunda ultrases

etkisi olusmaktadir (Tavman ve ark., 2009). Mekanik titresimler mekanik basing dalgalarina



doniismektedir. Bu doniisiim ile enerji ortama ve ortamda dalgayla temas eden maddeye
aktarilmaktadir. Ses dalgalari insanlarin algilayabildigi 16 Hz ile 20 kHz arasinda iken salinimh
ses dalgalar1 olan ultrasonik ses dalgalarinin frekans aralifi insanlarin duyma esiginin
tizerinde olup 20 kHz ile 10 MHz araligindadir (Sengiil ve Topdas, 2019). Ultrasonik dalgalar
frekans ve yogunluklarina gore yiliksek frekansh ve yiiksek yogunluklu ses dalgalar1 olarak
ikiye ayrilirlar. Yiiksek frekansli olan ses dalgalar1 100 kHz'in {izerinde olup diisiik yogunluga

sahiptirler.

Ultrasesin gida endiistrisinde cesitli kullanim uygulamalar1 bulunmaktadir. Gaz giderme,
kristalizason, emiilsifikasyon, ekstraksiyon, temizleme, mikrobiyal inaktivasyon ve
dekontaminasyon bu uygulamalarin baslicalaridir (Tavman ve ark., 2009). Ayn1 zamanda
gidalarin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde ve gida kalite kontroliinde de kullanilir.
Yiksek enerjili ultasonik ses dalgalan ise yiiksek yogunlukta olup 20 kHz ile 40 kHz
araligindaki diisiik frekansh ultrasonik ses dalgalaridir. Ortama ses salinimiyla birlikte salinan
ylksek enerji sayesinde mekanik enerji arttirilarak 1s1 ve kiitle transferi hizlandirilmaktadir.

Bu sayede gida endiistrisinde daha ¢ok uygulama alani bulmaktadir.

Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi, cesitli frekanslardaki ses dalgalarinin ekstrakte
edilecek hiicreye gonderilip kavitasyon kabarciklar1 yapma prensibine dayanmaktadir (Aydin
ve ark, 2021). Bu prensiple hiicre yapisi bozularak bilesenler agiga cikarilmaktadir. Ayni
zamanda hiicre gozeneklerinin genisletilip ses dalgalarinin daha fazla alana niifus etmesiyle
ekstraksiyon isleminin hizlanmasi saglanmaktadir (Pobiega ve ark., 2019). Ayrica bu islemler
malzeme ve ¢dziicii arasindaki kiitle alisverisini hizlandirdigindan ekstraksiyon verimini de

arttirmaktadir (Mason ve Vinatoru, 2017).

Ultrases destekli ektraksiyonun etkili bir sekilde uygulanmasi i¢gin ekstraksiyonu etkileyen
parametrelerin dogru diizenlenmesi gerekmektedir. Ultrases destekli ekstraksiyonda verimi

etkileyen baslica parametreler; giic, sicaklik, yogunluk ve ¢6zgendir (Sengiil ve Topdas, 2019).

Glg ve sicaklikla ilgili yapilan ¢alismalar yiiksek ultrasonik giiciin kesme kuvvetini arttirarak
materyalde degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Genel olarak, ultrases destekli
ekstraksiyonda en yiiksek verimliligi elde etmek ultrases giiciiniin arttirilmasiyla birlikte
¢oziicii-kati1 temasini arttirarak da saglanmaktadir. Bunun i¢in ise nem igeriginin azaltilmasi ve
ekstraksiyon siiresini kisaltacak sekilde sicaklik ayarlamasinin yapilmasi gerekmektedir
(Chemat ve ark., 2017). Ultrases destekli ekstraksiyon isleminde ekstraksiyon verimine
¢Ozlclinlin viskozite, ylizey gerilimi ve buhar basinci gibi 6zellikleride etki etmektedir (Mason
ve Lorimer, 2002). Ornegin, viskozite ve yiizey geriliminde artis olmas1 molekiiler arasi
etkilesimi artirarak kavitasyon esiginde artis saglamaktadir. Kavitasyon esigindeki bu
ylikselme materyalin ultrasonik hareketlere karsi direncini arttirmaktadir. Ayrica diisuk
buhar basincina sahip c¢o6ziiciilerde kavitasyon kabarciklarinin ¢okiisii daha yogun
gerceklesmektedir (Santos ve ark., 2009). Bu nedenle yiiksek buhar basincina sahip ¢oziiciiler

yerine diisiik buhar basincina sahip ¢oziiciiler daha ¢ok kullanilmaktadir.



Yapilan bir calismada propolisin etanol ile ekstraksiyonunda ultrases uygulanmasinin
ekstraksiyon siiresini ve kullanilan etanol miktarimi azalttigl gézlemlenmistir (Yeo ve ark,
2015). Kayabas1 (2019), yaptig1 calismada propolis ekstraksiyonunda maserasyon ydntemi,
ultrases destekli ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyonu kullanarak toplam fenolik
ve flavonoid madde miktarinda en yiiksek degerleri maserasyon ve ultrases destekli
ekstraksiyon yontemlerinde bulmustur. Baska bir calismada ise propolisten yiiksek oranda
fenolik bilesik elde etmek icin farkl teknikler karsilastirilmistir (Oroian ve ark., 2020). Bu
teknikler %70 etanol kullanilarak, ¢ift maserasyon (oda sicakliginda, 24 saat, 250 rpm’de
stirekli ¢calkalama), ¢ift mikrodalga uygulamasi (140 W’da, 1 dakika) ve cift ultrases destekli
ekstraksiyon (20 kHz'de, 15 dakika) olarak uygulanmistir. Ekstraksiyon verimliligi; toplam
fenolik icerik, flavonlar, flavonol, flavanon ve dihidroflavonol icerigine gore ol¢iilmiistiir.
Calismada ultrasonik ekstraksiyonun mikrodalga ekstraksiyonu ve maserasyona gore daha
yliksek bir ekstraksiyon verimine sahip oldugu bulunmustur. Propolis ekstraksiyonunun etkin
bir sekilde yapilabilmesinde kullanilan yontem kadar c¢oziiclide 6énemli bir parametredir.
Ekstraksiyon isleminde genel olarak etanol kullanilsa da ilerleyen teknolojiyle beraber yesil
coziiciiler kullanilmaya baslanmistir (Aydin ve ark., 2021).

1.2.5. Derin dtektik ¢oziicii ekstraksiyonu

Ekstraksiyon islemi icin ¢ok cesitli ¢oziiclilerden faydalanilmaktadir. Bu ¢oziiciiler sayesinde
propolisin ekstraksiyon etkinliginin artmasi saglanmaktadir. Bu sebeple en uygun ¢oéziictilerin
secilmesi bliyiik 6nem tasimaktadir. Ekstraksiyon sonucunda propolis endiistride kullanima
kazandirilmaktadir. Bu sayede gida, ilac¢ gibi bir ¢ok sektérde kullanilabilmektedir.

Ekstraksiyon isleminde hiza etki eden en dnemli parametrelerden biri ¢oziicii se¢cimidir (Li ve
ark.,, 2011). Propolis suda ¢ok az ¢6zlniir. Bu nedenle ekstraksiyon isleminde siklikla
kullanilan ¢6ziicii yliksek ¢6ztniirliik sagladigi icin genellikle etanoldiir (Suran ve ark., 2021).
Etanol, ekstraksiyon isleminde tek basina kullanilabildigi gibi etanol-su karisimi seklinde de
kullanilmaktadir (Taddeo ve ark., 2016). Etanol disinda kullanilan diger ¢oziictiler ise gliserin,
propilen glikol, zeytinyagi, metilen klortir, etil asetat, aseton, diklorometan, hegzandir (Tosi ve
ark., 1996; Segueni ve ark., 2017; Ghamdi ve ark., 2017; Ertiirk ve ark., 2014; Mohtar ve ark.,
2017).

Gelisen teknolojiyle beraber kimyasal kullaniminda azalmaya gidilip ¢evre dostu, geri
dontsiim olanakli ve yenilenebilir ¢éziicli arayisi artmistir. Bu alanda stirdiiriilen galismalarda
derin o6tektik ¢oziiciiler (DOC) 6n plana cikmustir. Derin o6tektik céziiciiler, belli oranlarda
karistirillan ¢oziiciiliige ve kendi bilesenlerinden daha diisiik erime noktasina sahip homojen
karisimlardir (Dai ve ark., 2013). Bu ¢oziciller toksik olmayan hidrojen bag alicis1 (HBA)
(kuaterner amonyum, tetrakilamonyum ve fosfonyum tuzlari) olma potansiyeline sahip ve
hidrojen bagi verici (HBV) (asitler, alkoller, aminler ve karbonhidratlar) 6zellige sahip iki
bilesenden olusmaktadir (Zhang ve ark., 2012). DOCler saflastirma gerektirmediginden
hazirlanmasi kolay, diisiik maliyetli ve diisiik toksisiteye sahip ¢oziiciilerdir (Palos ve ark.,



2022). Ayn1 zamanda diisiik buhar basincina, yanmazlik ve suya karsi tepkisizlik gibi kimyasal
ozelliklere de sahiptirler (Smith ve ark., 2014). DO(C’lerin kolay hazirlanmasi, diisiik maliyette
olmasi ve cevre dostu olmasi ¢esitli alanlarda (organik ekstraksiyonlar, elektrokimya gibi)
kullanilmak icin ilgi gérmesine sebep olmustur (Dai ve ark., 2013). DOC’iin etkinligindeki en
onemli parametreler kullanilan bilesenlerin yani sira su miktari, viskozite ve yogunluktur
(Palos ve ark., 2022). Baz1 ¢calismalar, suyun DOC’lerin kimyasal yapisi i¢in énemli bir etken
oldugunu ve hidrojen bagi alicisi ile hidrojen bagi vericisinin etkilesimini giiclendirdigini
bildirmektedir (Ma ve ark., 2018). Diger yandan su miktarindaki artis DOC’iin yogunlugunda
ve viskozitesinde azalmaya neden olmakta ve bdylece baglarin etkisini azaltp DOC'iin
etkinligini diistirebildigi de yapilan calismalarda bildirilmistir (Bi ve ark., 2020; Mbous ve ark.,
2017). Dolayisiyla DOC hazirlamada kullanilacak su miktari biiyiik énem teskil etmektedir.

Koutsoukos ve arkadaslar1 (2019), derin otektik ¢oziicli kullanarak propolis ve bazi gida
atiklarinda (kayis1 posasi, karides baslar1) ultrases ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
gerceklestirmislerdir. Calismada derin 6tektik ¢dziicli olarak kolin kloriir-tartarik asit (2:1)
kullanilmistir. Derin 6tektik ¢oziicii kullanilan ultrases destekli ekstraksiyon sonucunda
propoliste toplam flavonoid icerigi, kondense tanen igerigi ve antioksidan kapasitesi agisindan
mikrodalga destekli ekstraksiyona gore daha iyi sonuglara ulasilirken mikrodalga destekli
ekstraksiyonun gida atiklarinda daha etkili oldugu gézlemlenmistir. Calismada derin 6tektik
cozuclilerin propolis ekstraksiyonu icin uygun oldugu ve geleneksel yontemlere kiyasla
kullanilabilecek daha ¢evreci bir yontem oldugu bildirilmistir. Funari ve arkadaslar1 (2019),
propolis ekstraksiyonu i¢in farkli derin 6tektik ¢oziiciiler kullanarak etanole alternatif bir
¢oziicli arastirmislardir. Bu amagla kullanilan DOC’ler kolin Kkloriir-propilen glikol (1:1), kolin
kloriir-propilen glikol (1:2), kolin kloriir-laktik asit-su (1:2:2), laktik asit-su (85:15), kolin
kloriir-laktik asit-su (1:1:1), L-lizin-su (1:10), kolin kloriir-gliserol-su (1:2:1) seklindedir.
Ekstraksiyon 50°C’de su banyosunda ve bir karistirma ¢ubugu kullanarak 3 saatlik ¢alkalama
islemiyle gerceklestirilmistir. Yapilan c¢alismada derin otektik c¢oziiciilerin propolis
ekstraksiyonuna uygun oldugu gozlenmistir. Ayrica hem ekstraksiyon verimi hemde 17 ay
boyunca stabilite incelendiginde kolin kloriir-propilen glikol (1:2) ve kolin kloriir-laktik asit-
su (1:1:1) c¢oziiciilerinin hidroetanol ve propilen glikol ¢dziiciilerinin yerini alabilecek en iyi
adaylar oldugu bulunmustur. Yapilan calismalar incelendiginde propolis ekstraksiyonu i¢in
derin otektik ¢oziiciilerin kullaniminin uygun oldugunu ve uygun ¢oziiciiler kullanildiginda
piyasada satilan etanol bazli propolis ekstraktlarina alternatif yeni ekstraktlar elde
edilebilecegi tespit edilmistir. Fakat derin o6tektik ¢oziiciilerle yapilan calismalar arasinda

propolis ekstraksiyonu lizerine sinirli galisma bulunmaktadir.

Giiniimiizde ekstraksiyonda DOC kullaniminin artmasiyla beraber farkli DOG kombinasyonlari
On plana ¢ikmis ve yeni formiilasyonlar denenmeye baslanmistir. Bu formiilasyonda kullanilan
kimyasallardan biri ise propilen glikol/propandioldiir. Propilen glikol renksiz ve tatsiz bir siv1
olup ¢ok az miktarda toksik madde icermektedir (Altuntop, 2005). Viicuda alindig1 durumda

bir zarari bulunmamaktadir. Saglik agisindan bir zarar1 bulunmadigindan kozmetik, gida ve

10



ila¢ sanayinde siklikla kullanilmaktadir. Propilen glikol, propolis ekstraksiyonunda sulu ¢ozelti
olarak kullanilabildigi gibi etkinligini arttirmak amaciyla farkh ¢oziiciilerle birlestirerek DOC

olarakta kullanilmaktadir (S6nmez ve ark., 2005; Funari ve ark., 2019).

Sénmez ve arkadaslar1 (2005), yapmis olduklari calismada propolisin etanol ve propilen glikol
kullanarak ekstrakte edilen propolisin dis eti sagligindaki etkilerini incelemis ve propilen
glikoliinde alkollii 6rnekler gibi kullanilabilecegini gézlemlemislerdir. Baska bir calismada su
bazli propilen glikol ¢oziiclisiine ek olarak farkli su bazl ¢oziictilerde kullanilarak mikrodalga
destekli propolis ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve bu ¢calismalarda fenolik madde miktarinda
artis oldugu saptanmistir (Juodeikait ve ark. 2022). Funari ve arkadaslar1 (2019), propolis
ekstraksiyonunda farkli DOC'lerle birlikte kolin kloriir-propilen glikol (1:1) ¢éziiciisiinii de
denemislerdir. Bu calismada kolin kloriir-propilen glikol ¢6ziiciisii diger ¢oziiciilere kiyasla en

iyi ¢ozlicu ozelligi gostermistir.

Literatiirde propolis ekstraksiyonunda derin otektik ¢oziiciilerin kullanildig1 sinirli sayida
calisma yapilmis olmakla birlikte fenolik madde eldesi iizerine farkli materyaller kullanilan
cesitli calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Barbieri ve arkadaslar1 (2020), biberiyeden fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu isleminde derin o6tektik ¢ozictileri kullanmislardir. Bu calismada
derin otektik ¢oziicli olarak gliserol:kolin kloriir, laktik asit:kolin kloriir, propandiol:kolin
kloriir, oksalik asit:kolin kloriir ve karsilastirma icin etanol (%100) kullanmislardir. DOC
karisimlarina yiiksek viskoziteyi diisiirmek icin saf su ilavesi yapmislardir. Calismada DOC
kullanilan ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinin etanol kullanilan ekstrakttan daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Tarimsal gida sanayi yan iirtinlerinden fenolik bilesikler elde etmek i¢in
yapilan calismada ise yesil ¢ozlcii olarak laktik asit, glikoz ve %15 su kombinasyonu ve
ultrases destekli ekstraksiyon yontemi kullanilmistir (Cunha ve Fernandes, 2018). Kullanilan
yesil c¢oziicli, geleneksel ¢oziicliler (metanol ve su) ile ekstraksiyon verimi acisindan
karsilastirilmis ve kullanilan yesil ¢oziiciinlin daha ytliksek bir ekstrakte edebilirlik gosterdigi
belirlenmistir. Chanioti ve Tzia (2018), zeytin pirinasindan fenolik bilesiklerin eldesinde farkl
ekstraksiyon yontemleri ve c¢oziiciler kullanilarak bir c¢alisma gergeklestirmislerdir.
Ekstraksiyon yontemi olarak yiiksek hidrostatik basing, mikrodalga ve ultrases destekli
ekstraksiyon yontemlerini kullanmislardir. Coziici olarak sitrik asit:kolin kloriir:su, laktik
asit:kolin kloriir:su, maltoz:kolin kloriir:su ve gliserol:kolin kloriir:su kullanilmistir. En iyi
sonuglara sitrik asit:kolin klortir:su ve laktik asit:kolin kloriir:su c¢oziiciileri ve ytliksek
hidrostatik basin¢ ve mikrodalga destekli ekstraksiyon ile ulagilmistir. Baska bir ¢alismada
otektik c¢oziiciler kullanilarak ladin kabugundan fenolik madde ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir (Jablonsky ve ark., 2020). Ekstraksiyon icin laktik asit, 1,3-propandiol, 1,3-
biitandiol, 1,4-biitandiol ve 1,5-biitandiol iceren kolin bazl derin 6tektik c6ziiciiler farkli molar
oranlarda su eklenerek kullanilmistir. Kullanilan DOC’lerin yogunluk, viskozite, iletkenlik ve
kirilma indisleri incelenmis ve tiim DOC’lerin Newton sivilan gibi davrandig1 gézlemlenmistir.
Elde edilen ekstraktlarin fenolik madde igerigi ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir. En
yliksek antioksidan aktiviteye (%95) kolin klortr, laktik asit, 1,3-biitandiol ve su (1:5:1:1)
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kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon ile ulasilmistir. Ayrica c¢alisma sonucunda
antioksidanlarin etkin bir sekilde ekstraksiyonu icin DOC kullaniminin uygun oldugu
bildirilmistir. Domates posasinin kozmetik emiilsiyon formiilasyonlarina doniistiiriilmesinde
derin otektik coziiciilerle ekstraksiyon islemi kullanilmistir (Vasyliev ve ark., 2022). Calismada
kolin bazli DOC’ler kullanilarak ultrases destekli ekstraksiyon yapilmistir. Kullanilan DOC
formiilasyonlari kolin klortir:1,2-propandiol (1:2 v/w):su (%10 w/w), kolin kloriir:laktik asit
(1:2 v/w):su (%10 w/w) seklindedir. Ekstraktlarin fenolik bilesik icerigi 37,23 ile 52,33 pg/g
arasinda degismektedir. Antioksidan aktiviteleri ise 408 ile 511,18 pg/g arasinda olup,
antioksidan iceriginin laktik asit iceren kolin bazli DOC’iin propandiol iceren kolin bazli DOC’e
gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica kullanilan DOC’lerin diisiik oksidasyon
potansiyeli degerine sahip olduklar1 gdzlenmistir. Calisma sonucunda kullanilan DOC’lerin
domates posasindan yiiksek fenolik icerigine sahip kozmetik formiilasyon elde etmek icin
kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Calismamizda ise artan c¢evre ve saglik bilincine ilaveten gelisen teknolojik uygulamalar goz
onlinde bulundurularak piyasada satilan etanol bazli propolis ekstraktlarina alternatif
olusturabilecek yenilik¢i ve cevreci uygulamalar ile {retilen propolis ekstraktlari
arastirilmistir. Bu amagla literatiir verileri ve yapilan 6n denemeler sonucunda 12 farkli derin
otektik c¢oziicii secilerek propolisin ultrases destekli ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla propolis ekstraktlarinda toplam fenolik
miktari, toplam flavonoid miktar1 ve antioksidan aktivite belirlenmistir. Ekstraksiyon
etkinliginin kiyaslanmasi i¢in ise propolis ayni sartlarda etanol (%90) ile de ekstrakte edilerek
analizlerden elde edilen veriler karsilastirilmistir. Bununla birlikte fenolik miktari, flavonoid
miktar1 ve antioksidan aktivite agisindan en yliksek degerlere ulasilan ¢oziiciiler kullanilan
ekstraktlarda antimikrobiyal aktivite degerleri de incelenmistir. Yapilan bu ¢calisma ile propolis
ekstraksiyonunda geleneksel c¢oziiciiler yerine kullanilabilecek derin 6tektik c¢oziicii
formiilasyonlar gelistirilip yapilan analizler ile kullanim olanaklar1 incelenmistir. Boylece
daha saglikli ve ¢evreci bir yaklasim ile ¢oziicii kaynakli olasi toksik kaygi azaltilarak sagliga
bir ¢ok faydasi bulunan propolisin tiiketiminin arttirilmasi hedeflenmistir. Ayn1 zamanda
literatiirde propolis ekstraksiyonu i¢in yapilan c¢alismalarda kullanilan derin o6tektik
coziiciilere alternatif c¢oziiciiler arastirilarak farkli derin o6tektik c¢oziciilerin etkinligi

degerlendirilmis boylece literatiire katkida bulunulmasi hedeflenmistir.
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2. BOLUM
MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Calismamizda yerel bir tireticiden temin edilen ham propolis 6rnekleri etiivde (Memmert, UN
55, Almanya) disiik sicaklikta (40°C'de) 2 giin boyunca kurutulmustur. Kurutulan ham
propolis boyutu 420 mikron olacak sekilde kahve 6gitiiciisiinden gecirilerek (Resim 2.1.)
calismamizda kullanilacak deney materyali hazirlanmistir. Homojen propolis materyalinin
nem miktar1 hizli nem tayin cihaziyla (Shimadzu Moisture Analyzer, TypeM0C634) olciliip,
%1,3840,11 olarak belirlenmistir. Hazirlanan 6érnekler analize kadar kahverengi siselerde
4+2°C’de muhafaza edilmistir. Analizlerde kullanilan Folin Ciocalteu reaktifi, gallik asit, ABTS
(2,2'-Azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-stilfonik asit), Trolox ve (+)-Katesin Sigma (St. Louis,
Missouri) firmasindan satin alinmistir. Etanol ve diger tiim reaktifler analitik saflikta olup
Merck’ten (Darmstad, Almanya) temin edilmigtir.

Resim 2. 1. Propolis

2.2. Metot
2.2.1 Propolisin ultrases destekli ekstraksiyonu

Derin étektik ¢éziicii ekstraksiyonu Propolisden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda
oncelikle kullanilacak derin otektik ¢oziiciiler hazirlanmistir. Calismada kullanilan derin
otektik solventler yapilan 6n denemeler sonucu belirlenmis olup belirlenen 12 adet DOC’iin
bilesimi Tablo 2.1.” de sunulmustur. DOC’ler Tablo 2.1.’de verilen molar konsantrasyonlarda
hazirlanan karisimlarin 60°C’de, 90 dakika stiresince ve %100 genlik ile ultrasonik su
banyosunda (37 kHz, Sonorex DigiPlus DL 255 H Bandelin) ultrasese tabi tutulmasi ile

hazirlanmistir. Hazirlanan derin otektik ¢oziiciiler Hikmawanti ve arkadaslarinin (2021)
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calismasinda en iyi muhafaza yontemi olarak belirtilen kosullarda analizlere kadar (-20+2°C)

muhafaza edilmistir.

Hazirlanan derin otektik ¢oziicliler 1:300 (g/mL) kati solvent oraninda propolis ile
karistirildiktan sonra ekstraksiyon islemi 50°C sicaklikta, 45 dakika ve %100 genlikte

ultrasonik su banyosunda gerceklestirilmistir.

Tablo 2. 1. Derin 6tektik ¢oziicii bilesimi

Bilesen 1 Bilesen 2 Bilesen 3 Molar Oran
DOC 1 Oksalik asit Fruktoz - 2:1
DOC 2 Oksalik asit Propandiol - 1:4
DOC 3 Oksalik asit Kolin Klortir Gliserol 1:1:1
DOC 4 Tartarik asit Fruktoz - 2:1
DOC5 Tartarik asit Propandiol - 1:4
DOC 6 Tartarik asit Kolin Klortir Gliserol 1:1:1
DOC 7 Sitrik asit Fruktoz - 2:1
DOC 8 Sitrik asit Propandiol - 1:4
DOC9 Sitrik asit Kolin Kloriir Gliserol 1:1:1
DOC 10 Laktik asit Fruktoz - 2:1
DOC 11 Laktik asit Propandiol - 1:4
DOC 12 Laktik asit Kolin Kloriir Gliserol 1:1:1

Etanol ekstraksiyonu Propolis biyoaktif bilesenlerinin ekstraksiyonunda derin otektik
cozlclilerin kullanilmasinin yani1 sira ekstraksiyon etkinliginin geleneksel cdziiciilerle
kiyaslanmasi amaciyla ekstraksiyon islemi %90 (v/v) etanol kullanilarak da
gerceklestirilmistir. Bu amagla 0,1 g propopolis 6rnegi 30 mL etanol ile karistirilarak 50°C
sicaklikta, 45 dakika ve %100 genlikte ultrasonik su banyosunda ekstrakte edilmistir.

Ekstraksiyon isleminin ardindan 5000 rpm’de 15 dakika siiresince santrifiijlenen (Sigma, 3-
30K, Almanya) orneklerin siipernatant kismi uygun sekilde seyreltilerek biyoaktif bilesen

analizinde kullanilmistir.
2.2.2. pH, briks ve elektriksel iletkenlik degerlerinin tayini

Tablo 2.1.’de belirlenen oranlarda hazirlanan derin 6tektik ¢oziiciilerin suda ¢éziiniir kuru
madde (briks) degerleri refraktometre (ATAGO Pocket Refractometer PAL-3, Almanya), pH
degerleri pH metre (Adwa AD1000, Macaristan), elektriksel iletkenlik degerleri ise iletkenlik
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O0lcme cihazi (Combo by HANNA Ph &EC waterproof, HI 98129, Romanya) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

2.2.3. Toplam fenolik madde tayini

Propolis ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktari, Folin Ciocalteu metodu ile
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Cakir, 2022). Analiz icin 6ncelikle bir deney tiipiline
50 pL seyreltilmis 6rnek koyulmus ve iizerine 2,5 mL folin ayraci (0,2 N) eklenmistir. Karisim
vortexlenerek 3 dakika beklenmis ve sonrasinda 2 mL %7,5'lik Na;CO3 ¢ozeltisi ilave edilerek
tekrar karistirtlmistir. Hazirlanan karisim 1 saat karanlik ortamda bekletildikten sonra 760
nm’de sahide kars1 absorbansi él¢iilmiistiir. Orneklerin toplam fenolik madde miktarlar gallik
asit kullanilarak (25-500 mg/L) hazirlanan standart egri denkleminden hesaplanmistir
(R2=0,9971). Sonuglarin hesaplanmasinda kullanilan standart egri grafigi Sekil 2.1." de verilmis
olup sonuclar “mg gallik asit esdegeri (GAE)/g propolis” olarak sunulmustur.
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Sekil 2. 1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

2.2.4. Toplam flavonoid tayini

Propolis ekstraktlarinin toplam flavonoid igerikleri spektrofotometrik (Shimadzu, UV-1800,
Japonya) olarak 415 nm’de yapilan 6l¢tim ile belirlenmistir (Popova ve ark., 2007). Analiz i¢in
seyreltilmis 6rnek ekstraktlarindan 1 mL alinarak deney tiipiine koyulmus ve tizerine 300 pL
NaNO0; (%5) eklenerek karistirilmistir. 5 dakika bekletilen karisima 300 pL AlClz (%10) eklenip
karistirma ve bekletme islemi tekrarlanmistir. Daha sonra karisima 2 mL NaOH (1M) eklenerek
tiip hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir. Tiip icerigi 30 dakika siiresince karanlikta bekletildikten
sonra absorbans odlciimleri yapilmistir. Propolis 6rneklerindeki toplam flavonoid miktari

katesin standart egrisi kullanilarak belirlenmistir. Bu amacla 10-200 mg/L konsatrasyon
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araliginda Kkatesin c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan Kkatesin c¢ozeltileri de propolis
ekstraktlariyla ayni deney prosediiriine tabi tutularak absorbanslari 415 nm’de 6l¢lilmustiir.
Elde edilen degerler ile katesin kalibrasyon egrisi cizilmistir (Sekil 2.2.). Orneklerin toplam
flavonoid miktarlar1 elde edilen kalibrasyon denkleminden hesaplanmis olup sonuclar “mg
katesin esdegeri (CE)/g” olarak sunulmustur.
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Sekil 2. 2. Katesin kalibrasyon egrisi

2.2.5. Antioksidan aktivite tayini (ABTS)

Calismamizda antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan
yontemlerden bir olan ABTS yontemi kullanilmistir. Bu yontem, mavi/yesil renkli ABTS®*+
radikal katyonu tarafindan tutulan antioksidatif bilesiklerin etkisiyle meydana gelen renk
degisiminin spektrofotometrik 6l¢climiine dayanmaktadir. Propolis ekstraktlarinda
antioksidan aktivitenin belirlenmesinde uygulanan analiz basamaklar1 Cakir (2022) tarafindan
aciklandigi sekilde yapilmistir. Analiz i¢in 6ncelikle propolis ekstraktlar1 PBS ile uygun oranda
seyreltilerek hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan ABTS®*+ radikal ¢6zeltisinin baslangic¢
absorbans degeri (0,700+0,02) spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) PBS
coOzeltisine karsi 734 nm’de dlciilmiistiir. Ekstraktlarin 6l¢iimii icin ise kiivete 1900 pL seyreltik
ABTS** ¢ozeltisinden koyularak lizerine 100 pL 6rnek ilave edilmistir. Bu islemle birlikte
kronometre baslatilarak 6 dakika beklenmistir. Siire sonunda karisimin absorbans 6l¢ciimii
gerceklestirilmistir. Spektrofotometrede 6 dakika sonra okunan bu deger ve ABTS*+ radikal
¢ozeltisinin baslangi¢ degeri baz alinarak % inhibisyon orani hesaplanmistir. % inhibisyon

oraninin hesaplanmasina iliskin formil Esitlik 2.1."de sunulmustur.

Inhibisyon orani (%) = [(4y — 46)/ Ag ] x 100 (Esitlik 2.1.)
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Ao= Baslangi¢ absorbans degeri
As=Son Absorbans degeri

Propolis ekstraktlarinda antioksidan aktivitelerinin hesaplanmasi i¢in 30-250 uM
konsantrasyon aralifinda Trolox standat ¢ozeltisi kullanilmistir. Hazirlanan Trolox standart
cozeltilerine orneklerle aym spektrofotometrik analiz asamalar1 uygulanmistir. Inhibisyon
degerleri ile Trolox konsantrasyonuna karsi grafik olusturulmus ve Trolox standart egrisi (R?
=0,998) ve egriyi tanimlayan esitlik (y=488,11x+7,5061) elde edilmistir. Sonuglar “umol TEAC

(Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi)/g” cinsinden verilmigtir.
2.2.6. Antimikrobiyal aktivite

Propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde biyoaktif bilesen icerigi
bakimindan maksimum diizeyde sonuglarin elde edildigi DOC 8, DOC 11 ve etanol (%90) ile
hazirlanan ekstraktlar kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite Hesieh ve ark. (2001) tarafindan
onerilen disk diflizyon yontemi kullanilarak Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negatif) ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-pozitif) lizerinde test edilmistir. Calismamizda
kullanilan bakteriler Ortadogu Teknik Universitesi Gida Giivenligi Laboratuvar Kkiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. Ekstraktlar 1:300 g/mL kat1 solvent orani, 50°C sicaklik, 45
dakika stire ve %100 genlik kosullarinda hazirlandiktan sonra 0,1 g/10 mL konsantrasyona
erisinceye kadar 50°C’de rotary evaporatdrde (IKA HB10) konsantre edilmistir. Bakteriler
Mueller-Hinton sivi besi yerinde 20 saat 30°C ve pH 7’de gelistirildikten sonra her bir kiltiirtin
optik yogunluklari 660 nm’de belirlenerek toplam sayr 1x108 hiicre/ml olacak sekilde
ayarlanip Mueller-Hinton agar besi yerine aktarilmistir. Daha sonra 6 mm ¢apindaki steril
antimikrobiyal disklerine 10 pL ekstrakt enjekte edilmis, ardindan diskler agar besiyerinin
merkezine hafifce bastirilarak yerlestirilmistir. Negatif kontrol olmasi amaciyla ayni islem saf
etanol ile de gerceklestirildikten sonra hazirlanan petriler 35°C'de 1 giin inkiibasyona

birakilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlar1 mm cinsinden él¢iilmiistiir.
2.2.7. Fenolik bilesen dagiliminin LS-MS/MS ile belirlenmesi

Propolis ekstrakstlarinda fenolik dagilimin belirlenmesi LC-MS/MS (Sivi Kromatografisi-
Tandem Kiitle Spektrometresi, Thermo Scientific) kullanilarak Hitit Universitesi Bilimsel
Arastirma Merkezi'nde (HUBTUAM) gerceklestirilmistir. Béliim 2.2.1.’de belirtilen kosullarda
ekstrakte edilen propolis 6rnekleri 0,45 pum’lik filtreden siiziilerek viallere alinmis ve
bekletilmeden analiz edilmistir. Fenolik bilesenlerin LC-MS/MS kullanilarak kantitatif olarak
belirlenmesinde %0,1 asitlendirilmis su (%A) ile metanol (%B) ¢oziicii olarak secilmistir.
Coziicii akis hiz1 0,7 mL/dk ve kolon (ODS HYPERSIL 4,6*250 mm 5um kolon) firim sicakhgi
30 °C, enjeksiyon hacmi 20 pL olarak belirlenmistir. Kullanilan yénteme ait eltisyon profili
Tablo 2.2.'de ve cihaz kogsullar1 Tablo 2.3.’de verilmistir.
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Tablo 2. 2. Eliisyon profili

Eliisyon siiresi (dakika) (%A) (%B)
0 100 0
1 100 0
22 5 95
25 5 95
30 0 100

Tablo 2. 3. Cihaz kosullar1

Cappilary Temperature 300°C
Vaporizer Temperature 350°C
Sheat Gas Pressure (Arb) 30
Aux Gas Pressure (Arb) 13
Sprey Voltage (V) (Pozitive Polarity) 4000
Sprey Voltage (V) (Negative Polarity) 2500
Discharge Current (pA) 4,0

2.2.8. istatiksel analiz

Tim analizler 2 tekerriirlii ve 2 paralelli olarak yturiitiilmiis olup verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde SPSS 20.0 programindan yararlanilmistir. Degiskenler tek yonlii varyans
analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Ortalamalar arasindaki istatistiksel farkliliklar, Duncan'in

coklu karsilastirma testleri kullanilarak %5 anlamlilik diizeyinde belirlenmistir.
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3. BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Derin Otektik Céziiciilerde pH, Briks ve Elektriksel Iletkenlik Degerleri

Propolis ekstraksiyonundaki etkinliklerini incelemek amaciyla kullanilan ¢ézgenlere ait pH,
briks ve elektriksel iletkenlik degerleri ekstraksiyon sicakligi olan 50°C’de ol¢iilmiis ve
sonuclar Tablo 3.1.’de sunulmustur. Kullanilan ¢ézgenlerin pH degerleri 0,30 ile 3,91, briks
degerleri %19,60-%42 ve elektriksel iletkenlik degerleri 177,50-456,50 pS/cm araliginda
degismektedir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak incelendiginde en yiiksek elektriksel
iletkenlik degeri laktik asit-kolin kloriir-gliserol c¢oziiclisiinde tespit edilmistir (p<0,05).
Hidrojen bagi vericisi olarak laktik asidin kullanildigi derin o6tektik ¢o6zclilerin diger
kombinasyonlara gore genellikle daha yliksek elektriksel iletkenlik degeri gosterdigi
belirlenmistir. {laveten tartarik asit-kolin kloriir-gliserol (1:1:1) ile hazirlanan derin étektik
cozucusiinde de yiiksek elektriksel iletkenlik degeri saptanmistir. Propolis ekstraksiyonunda
yaygin olarak kullanilan etanoliin elektriksel iletkenlik degeri ile kiyaslandiginda ise laktik asit-
propandiol ve laktik asit-kolin Kklortr-gliserol derin otektik ¢oziiciilerinin daha ytiksek
elektriksel iletkenlik degerlerine sahip oldugu belirlenirken diger ¢oziiclilerin genellikle
etanole yakin elektriksel iletkenlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3. 1. Derin 6tektik ¢oziiciilerin pH, Briks ve elektriksel iletkenlik degerleri

ELEKTRIKSEL iLETKENLIK

KOD pH BRIKS (%)

_. (S /cm)
DOC 1 0,30+0,01 24,60+0,14 195,50+2,12i
DOC 2 0,64+0,01" 25,95+0,07 218,00+1,41
DOC 3 0,110,011 25,75%0,07¢ 287,50+0,71¢
DOC 4 0,75+0,018 32,25+0,074 224,00+1,41b
DOC 5 1,03+0,034 28,25+0,21e 232,00+£1,41s
DOC 6 0,730,018 31,950,354 357,50£0,71b
DOC 7 0,84+0,01f 42,000,142 198,50+0,711
DOC 8 0,95+0,01¢ 35,75£0,07b 177,50%0,71k
DOC 9 0,67+0,01h 35,40+0,00¢ 269,50+0,71f
DOC 10 0,96+0,01¢ 26,10+0,14f 306,00+1,414
DOC 11 1,62+0,04b 26,15+0,07f 320,50£0,71¢
DOC 12 1,40+0,02¢ 25,15+0,07 h 456,50£0,712

%90 Etanol 3,91£0,042 19,600,141 318,00+1,41¢

a-k:Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir. (p<0,05).

19



Li ve ark. (2022), tarafindan yapilan calismada 18 farkli DOC kullanilarak fenolik bilesenlerin
geri kazanimi gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alismada derin otektik solventlerin su ile
seyreltilmesi ile elektriksel iletkenlik degerlerinin arttifi buna karsin stabilitenin azaldig
bildirilmistir. Kantar (2022), 6 farkli derin 6tektik ¢oziiciiyle yaptigi calismada ¢6ziiciilerin
yuksek elektriksel iletkenligin 1s1 transferi ilizerine dogrudan etkili oldugunu ve ytiksek
elektriksel iletkenlige sahip ¢oziiciilerin elektrik enerjisini 1s1 enerjisine ¢evirerek gidalarin
islenmesine yardimci olabilecekleri bildirilmistir. Baska bir ¢calismada kolin kloriir-etilen glikol
ile farkli molar konsantrasyonlarda (1:1, 1:2, 1:4) hazirlanan derin o6tektik c¢oziiciilerin
elektriksel iletkenlik degerleri incelenmistir (Zhong ve ark. 2020). Artan sicaklikla dogru
orantili olarak artan elektriksel iletkenlik degerleri tespit edilmistir. Calismada elektriksel
iletkenlikteki artisin viskoziteye bagh oldugu ve sicaklikla azalan viskoziteden kaynaklandigi
bildirilmistir. Diger yandan yiiksek viskoziteye sahip derin o6tektik ¢oziiciilerin kullanildigi
ekstraksiyon islemlerinde kiitle transferinin engelenebilecegi belirtilip, ¢oziiciilere belirli
oranlarda su eklenmesi Onerilmistir. Bu sekilde viskozitede diisiis gozlenerek elektriksel
iletkenligi artmasi beklenmisgtir.

3.2. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Propolisin ultrases destekli ekstraksiyonunda c¢oziicii etkinliginin degerlendirilmesi i¢in
secilen 12 farkh derin otektik ¢oziicii ve etanol ile gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda
belirlenen toplam fenolik madde miktarlar1 Ek-1.2. ve Sekil 3.1." de sunulmustur. Elde edilen
veriler incelendiginde propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarinin 64,33-228,19
mg GAE/g konsantrasyonlar1 arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil 3.1.). Propolis
ekstraksiyonunda kullanilan derin otektik coziiciiler toplam fenolik bilesen agisindan
karsilastirildiginda en yiiksek konsantrasyona (169,71 mg GAE/g) sitrik asit-propandiol (DOC
8) kullanilan ekstraktta ulasilmistir (p<0,05). Tartarik asit-fruktoz (DOC 4), laktik asit-kolin
kloriir-gliserol (DOC 12) ve tartarik asit-kolin Kloriir-gliserol (DOC 6) c¢oziiciilerinin
kullanildig1 ekstraksiyonda ise en diisiik toplam fenolik madde icerigi (sirasiyla, 64,33 mg
GAE/g, 65,44 mg GAE/g ve 69,92 mg GAE/g) saptanmistir. Ayn1 zamanda oksalik asit-kolin
kloriir-gliserol (DOC 3) c¢oziiciisii ekstraksiyon etkinligi bakimindan sitrik asit-propandiol
(DOC 8) ile kiyaslandifinda aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir farklihgin olmadig
gozlenmistir (p>0,05). Ayrica, oksalik asit-kolin kloriir-gliserol (DOC 3) ve sitrik asit-kolin
kloriir-gliserol (DOC 9) ¢éziiciileri ile gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda benzer toplam
fenolik madde miktarina ulasilmistir (p>0,05). Bu bulgular sonucunda fenolik bilesen eldesi
amaciyla propolis ekstraksiyonunda kullanilan derin otektik ¢oziiciiler arasinda sitrik asit-
propandiol ile hazirlanan derin 6tektik ¢oziiciiniin ekstraksiyon etkinligi acisindan dncelikle

tercih edilebilinecegi belirlenmistir.
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Sekil 3. 1. Propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari

Petkov ve ark (2022), yaptiklar1 ¢alismada propolisten fenolik maddelerin ultrasonik
ekstraksiyonunda 10 farkli derin otektik ¢oziicii formilasyonu ve etanol (%70)
kullanmislardir. Calismada fenolik madde igerigi sitrik asit-propandiol (1:4) ile hazirlanan
propolis ekstraktlarinda %36,7 bulunurken laktik asit-propandiol (1:1) ile hazirlanan propolis
ekstraktlarinda %38,3 bulunmustur. Calismamizda ise sitrik asit-propandiol (1:4) kullanilan
ekstraktin fenolik madde igerigi laktik asit-propandiol (1:4) kullanilan ekstrakttan daha
yiksek bulunmustur. Calismamizda kullanilan derin otektik c¢oziiziiciler bu ¢alismada
kullanilanlar ile benzer bilesenlere sahip olsa da bilesenlerin molar konsatrasyonlarinda
farkliliklar oldugu goriilmektedir. Bu durum derin 6tektik ¢oziiciilerin hazirlanmasinda segilen
bilesenlerin yani sira karisimin molar konsantrasyon oranlarinin da ekstraksiyon etkinligi

uizerine etkili oldugunu gostermistir.

Calismamizda geleneksel ¢6ziicii olarak yaygin bir sekilde kullanilan etanol (%90) ile
gerceklestirilen ekstraksiyonda toplam fenolik bilesen icerigi 228,19 mg GAE/g bulunmustur.
Elde edilen sonugclar incelendiginde propolisden fenolik bilesen ekstraksiyonunda etanol
(%90) en etkili cozgen olarak belirlenmistir. Propolisin etanol ile gerceklestirilen
ekstraksiyonunda verim %23 olarak belirlenirken, ekstraksiyon verimi acgisindan sitrik asit-
propandiol (%717) ile hazirlanan derin étektik ¢oziicii (DOC 8) etanole en yakin ¢ézgen olarak
belirlenmistir (Ek-1.4. ve Sekil 3.2.). Oksalik asit-kolin kloriir-gliserol (DOC 3) ve sitrik asit-
kolin kloriir-gliserol (DOC 9) ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin verimleri ise
sirasiyla %15,70, %15,06 olarak belirlenmis olup ekstraksiyon verimi agisindan aralarinda

onemli bir farkliligin olmadig: tespit edilmistir (p>0,05). Derin 6tektik ¢oziicliler arasinda
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tartarik asit-fruktoz (%6,43), laktik asit- kolin kloriir-gliserol (%6,54) ve tartarik asit-kolin
kloriir-gliserol (%6,99) ile gerceklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda en diisiik ekstraksiyon
verimi degerlerine ulasilmistir (p<0,05). Sonug olarak, sitrik asit-propandiol’iin propolisten
biyoaktif bilesen eldesinde ekstraksiyon verimi bakimindan %90’lik etanole alternatif olarak

kullanilabilecek yesil ¢6ziicii oldugu belirlenmistir.

Trusheva ve arkadaslar1 (2019), propolis ekstraksiyonunda farkl yesil ¢oziiciilerin etkinligini
incelemek icin bir calisma gerc¢eklestirmislerdir. Calismada derin 6tektik ¢oziicii olarak kolin
klortir-gliserol (1:2), kolin kloriir-iire (1:1), kolin kloriir-glukoz-su (5:2:%30), kolin klortir-
ksilitol (4:1), sitrik asit-1,2 propandiol (1:4) ve etanol (%70) kullanilmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde etanol (%70) kullanilarak elde edilen ekstraktta en yliksek toplam
fenolik madde miktarlarina (%37,1) ulasilmistir. Calismamiza benzer sekilde, sitrik asit-
propandiol ile gerceklestirilen ekstraksiyon ile etanole en yakin toplam fenolik bilesen
konsatrasyonuna (%36,7) ulasimistir. Gerek literatiir verileri gerekse de ¢alismamizdan elde
edilen verilere gore, geleneksel bir ¢dziicii olan etanoliin ¢evreci alternatifi olarak derin 6tektik

¢oziiciilerin propolis ekstraksiyonunda kullanilabilinecegi belirlenmistir.
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Sekil 3. 2. Propolis ekstraktlarinin ekstraksiyon verimleri

3.3. Toplam Flavonoid Miktari

Propolis ekstraktlarinda belirlenen toplam flavonoid miktarina iliskin veriler Ek-1.6. ve Sekil
3.3’de sunulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde propolis ekstraktlarinda toplam
flavonoid miktarinin 18,12-129,53 mg CE/g konsantrasyonlar1 arasinda degistigi
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belirlenmistir. Derin 6tektik ¢oziiciilerle elde edilen propolis ekstraktlar1 kiyaslandiginda en
yiiksek toplam flavonoid icerigi (129,53 mg CE/g) sitrik asit-propandiol (DOC 8) kullanilan
ekstraktta, en diisiik toplam flavonoid icerigi ise (18,12 mg CE/g) tartarik asit-fruktoz (DOC 4)
kullanilan ekstraktta belirlenmistir. Toplam flavonoid miktar1 acisindan oksalik asit-kolin
kloriir-gliserol (DOC 3), tartarik asit-propandiol (DOC 5) ve tartarik asit-kolin kloriir-gliserol
(DOC 6) coziiciileriyle elde edilen ekstraktlar arasinda istatistiksel olarak bir farklihigin
olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Sonu¢ olarak daha yiliksek flavonoid miktarinin elde
edilebilmesi i¢in propolis ekstraksiyonunda sitrik asit-propandiol ¢oziiclistiniin kullanilmasi

onerilmektedir.

Koutsoukos ve arkadaslar1 (2019), yaptiklar1 ¢alismada propolisden fenolik bilesiklerin
mikrodalga ve ultrases destekli ekstraksiyonunda kolin kloriir-tartarik asit-su ile hazirladiklari
derin otektik coziiciileri kullanmislardir. Ekstraksiyon islemi farkl siire (15, 30 dakika), farkh
derin otektik c¢ozilicii:su oranlarn (70:30, 80:20), ve farkli sicakliklarda (40°C, 65°C)
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda ultases destekli ekstraksiyonun propolisten flavonoid
bilesik eldesinde mikrodalga destekli ekstraksiyona gore daha etkin bir yontem oldugu
belirlenirken en yiiksek toplam flavonoid madde miktarina (35,4 mg CE/g) ultrases destekli
ekstraksiyon ile ulagmiglardir. Yapilan bu calisma ile galismamizdan elde edilen sonuglar
karsilatirildiginda ¢alismamizda ultrases destekli derin 6tektil ¢c6zgen ekstraksiyonu ile elde
edilen propolis ekstraktlarinin genel olarak daha yliksek flavonoid igerigine sahip oldugu
gorilmektedir. Bilindigi lizere propolisin orijini sahip oldugu flavonoid konsatrasyonu iizerine
etkili olmaktadir. Bununla birlikte gerek literatiir calismalar1 gerekse de ¢calismamizdan elde
edilen veriler, ekstraksiyon yonteminin ve 06zellikle ekstraksiyon icin secilen ¢6ziiciiniin

flavonoid icerigi yiiksek propolis ekstrakti elde etmek icin 6nemli oldugunu gostermistir.

Calismamizda ayrica kullanilan derin 6tektik ¢oziiciilerin etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla
ekstraksiyon islemi propolis ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan etanol ile de
gerceklestirilmistir. Etanol (%90) ile elde edilen propolis ekstraktlarinda toplam flavonoid
bilesen icerigi 221,57 mg CE/g olarak bulunmustur. Toplam falavonoid icerigi agisindan en
yliksek konsatrasyona ulasilan bu ekstraktta (etanol) en yakin sonuglara sitrik asit-propandiol
(129,53 mg CE/g) ile ulasilmistir (Sekil. 3.3.). Calismamiza benzer sekilde Trusheva ve
arkadaslar1 (2019), tarafindan yapilan ¢alismada da propolis ekstraksiyonunda yesil
cozucilerin etkinligi etanol (%70) ile kiyaslanmistir. Yapilan bu ¢alismada da ekstraktlarin
toplam flavonoid madde miktarlari incelendiginde en yiiksek flavonoid madde miktar1 (%11,3)
etanol kullanilarak elde edilen ekstraktta bulunmustur. Ayni zamanda ¢alismamizda da oldugu
gibi etanole en yakin flavonoid icerigi (%9,7) sitrik asit-propandiol kullanilan ekstraktta tespit
edilmistir. Bu sonuglar, flavonoid konsatrasyonu bakimindan sitrik asit-propandiol’iin etanole

alternatif yesil ¢6ziicli olabilecegini gostermektedir.
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Calismamizda sitrik asit-propandiol (DOC 8) ile elde edilen ekstraktlardan sonra toplam
flavonoid igerigi en yiiksek (sirasiyla 95,89 mg CE/g ve 87,93 mg CE/g) ekstraktlarin laktik
asit-propandiol (DOC 11) ve oksalik asit-propandiol (DOC 2) ile hazirlandig1 goriilmektedir.
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Sekil 3. 3. Propolis ekstraktlarinin toplam flavonoid miktarlar

En diisiik toplam flavonoid madde icerigine ise tartarik asit-fruktoz (DOC 4), sitrik asit-fruktoz
(DOC 7), sitrik asit-kolin kloriir-gliserol (DOC 9) coziiciilerinde ulasilmistir (p<0,05). Bu
sonuglar, bilesiminde propandiol iceren c¢oziiciilerin diger derin 6tektik ¢oziiciilere kiyasla
flavonoid miktar1 acisindan zengin propolis ekstraktlarinin elde edilebilmesi i¢cin daha etkin

bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.
3.4. Antioksidan Aktivite (ABTS)

Propolis ekstraktlarinda belirlenen antioksidan aktivite miktarlar1 Ek-1.8. ve Sekil 3.4.'de
sunulmustur. Veriler incelendiginde antioksidan aktivite sonuclarimin 28,12-580,34 pmol
TEAC/g konsantrasyonlari arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil 3.4.). Yesil ¢oziictilerle elde
edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda en yiiksek konsantrasyona
(424,45 pmol TEAC/g) laktik asit-propandiol kullanilan ekstraktta ulasilmistir (p<0.05).
Tartarik asit-fruktoz (28,12 pmol TEAC/g), oksalik asit-kolin Kkloriir-gliserol (44,92 pmol
TEAC/g) ve oksalik asit-fruktoz (52,44 pmol TEAC/g) c¢oziiciilerinin kullanildigi propolis

ekstraktlarinda ise en diisiik antioksidan aktivite degerleri belirlenmistir.
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Bununla birlikte toplam fenolik ve flavonoid miktarinda oldugu gibi en yiiksek antioksidan
aktivitenin (580,34 umol TEAC/g) belirlendigi propolis ekstrakt1 %90 etanol kullanilarak elde
edilmistir. Bakkaloglu (2020), propolis ekstraksiyonunu %50 etanol ve propandiol ile
gerceklestirerek antioksidan aktivitelerini karsilastirmistir. Calismamiza benzer sekilde
yapilan bu ¢alismada da en yiiksek antioksidan aktivite (835,34 mg TEAC/100g propolis)
etanol ile elde edilen propolis ekstraktlarinda belirlenmistir.

Calismamizda sitrik asit-propandiol ile ekstrakte edilen 6rnekler laktik asit-propandiol ile elde
edilen ekstraktlara kiyasla daha yliksek toplam fenolik madde icermekteyken bu ekstraktlarda
antioksidan alktivitenin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Meyve sulari, recel, jole,
striilebilir yaglar, soslar ve bebek mamalari gibi iirlin formiilasyonlarina antioksidan olarak
katilmakta olan laktik asit ayni zamanda gidalarda bulunan antioksidanlarla sinerjistik etki
gostererek de antioksidan aktiviteyi artirabilmektedir (Manuela ve Cebola, 2016). Bu durumun
laktik asit-propandiol ekstraktlarinda da etkili olmus olabilecegi diistiniilmektedir. Diger
yandan Socha ve ark. (2015) tarafindan yapilan calismada propolis ekstraktlarinin antioksidan
aktivitelerinin kiyaslanmasinda ekstraktta bulunan fenolik ¢esidinin miktardan daha 6nemli
bir etken oldugu vurgulanmaktadir. Ornegin bu calismada antioksidan aktivitenin kafeik asidin
fenil esteri, kuarsetin ve kaempferol ile ilgili oldugu bildirilmistir. Calismamizda LCMS/MS ile

belirlenen sonuclarda bu durumu dogrular niteliktedir.
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Sekil 3. 4. Propolis ekstraktlarinin antioksidan aktivite konsatrasyonlari
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3.4. Antimikrobiyal Aktivite

Propolis ekstraksiyonunda kullanilan sitrik asit-propandiol, laktik asit propandiol ve etanol
(%90) coziiciilerinde gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 3.2., Resim 3.1.
ve Resim 3.2.'de sunulmustur. Ulasilan sonuglar incelendiginde toplam fenolik madde miktari
ve toplam flavonoid miktar1 bakimindan en yiiksek sonuglarin elde edildigi etanol ile elde
edilen ekstraktin antimikrobiyal aktivite gostermedigi (6<mm/10 pL) tespit edilmistir.
Bununla birlikte sitrik asit-propandiol (DOC 8) ile hazirlanan ekstratlarin E. coli (15 mm/10
uL) ve S. Aureus (13 mm/10 pL) lizerine antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Benzer sekilde laktik asit-propandiol (DOC 11) kullanilarak hazirlanan propolis
ekstraktlarinin da yine E. coli (10 mm/10 pL) ve S. Aureus (11 mm/10 pL) tlzerine
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmekle birlikte, DOC 8’in antimikrobiyal
aktivitesinin DOC 11'e kiyasla daha fazla oldugu goriilmektedir. Literatiirde yapilan
calismalarda da propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek fenolik ve

flavonoid iceriginden kaynaklandigi bildirilmistir (Takaisi ve Schilcher, 1994).

Tablo 3. 2. Propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri

Inhibisyon zon ¢ap: (mm/10pL)
Sitrik asit-propandiol ~ Laktik asit-propandiol  Etanol (%90)

Mikroorganizma
Staphylacoccus aureus 13 11 <6
Esscherichia coli 15 10 <6

Resim 3. 1. E. coli lizerine propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi; (a) etanol (%90), (b)
sitrik asit-propandiol, (c) laktik asit-propandiol
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Resim 3. 2. S. aureus lizerine propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi; (a) etanol (%90),
(b) sitrik asit-propandiol, (c) laktik asit-propandiol

Bakkaloglu (2020), farkh ¢oziiciiler kullanarak (dimetil siilfoksit, propilen glikol, distile su,
%50 etanol) elde edilen propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemistir. Bu
calismada etanol (%50) ile elde edilen ekstraktlarin E. coli (9,20 mm/10uL) ve S. aureus
tizerine (10 mm/10uL) antimikrobiyal etkisinin oldugu belirlenmistir. Propilen glikol ile elde
edilen ekstraktlarin ise E. coli (8,20 mm/10uL) ve S. aureus (8,50 mm/10uL) tlzerine
antimikrobiyal aktivitesinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, Kubiline ve ark.
(2015), etanolik olmayan coziiciiler (polietilen glikol 400, su, zeytinyagi-su) ve etanol
kullanilarak elde edilen propolis ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite analizi
gerceklestirmislerdir. Calisma sonuglarinda su ve zeytinyagi-su c¢oziicllerinin E. coli ve S.
aureus Uzerine antimikrobiyal etkisi belirlenmemistir. Polietilen glikol 400-zeytinyagi-su
¢Ozlclsinln ise E. coli (16,6 mm/120 uL) ve S. aureus (16,2 mm/120 pL) Uzerine
antimikrobiyal aktivitesi oldugu belirlenmistir. Literatiirde propolis ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesi lizerine yapilan calismalar ve c¢alismamiz kapsaminda yapilan
analizler sonucunda propolisin Gram negatif E. coli ve Gram pozitif S. aureus bakterilerine karsi
aktif bir inhibitor etkiye sahip olduklari belirlenmistir. Ayni zamanda sitrik asit-propandiol ile

hazirlanan propolis ekstraktinin daha iistiin inhibe etkilerinin oldugu belirlenmistir.
3.5. Fenolik Bilesen Kompozisyonu (LS-MS/MS)

Propolis ekstraksiyonunda kullanilan sitrik asit-propandiol, laktik asit-propandiol ve etanol
(%90) coziciilerinin fenolik dagilimlar1 Tablo 3.3.’de sunulmustur. Elde edilen veriler
incelendiginde etanol ve laktik asit-propandiol kullanilan ekstraktta kafeik asit basat fenolik
bilesen olarak tespit edilmistir. Bu ekstraktlarda ferulik asit, p-kumarik asit ve protekatekuik
aldehit, syringic asit, kuersetin, kaempferol ve ellagic asit ise belirlenen diger fenolik bilesenler
arsinda yer almaktadir. Sitrik asit-propanidol kullanilarak elde edilen ekstraktta ise basat
fenolik bilesenin ferulik asit oldugu bulunmustur. Bu ekstraktta ferulik asidin yani sira kafeik

asit, syringic asit, p-kumarik asit ve kaempferol bulunan diger fenolik bilesenlerdir.
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Propolis ekstraktlarina ait LC-MS/MS iyon kromatogramlaru Sekil 3.5.-3.8."de gosterilmistir.
Calismamizda laktik asit-propandiol (DOC 11) ile elde edilen propolis ekstraktinin etanole gére
daha yiiksek oranda kafeik asit (%35,22) ve prokatekuik aldehit (%52,68) icerdigi
bulunmustur. Diger yandan p-kumarik asit; etanol (%90) ve sitrik asit-propandiol kullanilarak
elde edilen ekstraktlarda belirlenirken, laktik asit-propandiol kullanilarak elde edilen

ekstraktta saptanmamistir.

Pellati ve ark (2013), italyan propolisi kullanarak yaptiklar1 calismada farkh sicaklik, farkh
sire ve farkli oranlardaki etanol-su c¢oziiciilerini kullanarak elde ettikleri propolis
ekstraktlarindaki fenolik bilesen icerigini incelemislerdir. Calismada hakim fenolik asitlerin p-
kumarik asit, ferulik asit ve kafeik asit oldugunu tespit etmislerdir. Calismada elde edilen kafeik
asit miktarinin 2,3-6,7 mg/g araliginda degistigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada elde edilen
maksimum Kkafeik asit miktarlarinin calismamizda laktik asit-propandiol kullanilarak elde

edilen propolis ekstraktinda belirlenen kafeik asit (7,1131 mg/g) miktarina yakin oldugu

gozlenmistir.
Tablo 3. 3. Propolis ekstraktlarinin fenolik bilesen dagilimi
Etanol (%90) Sitrik asit-propandiol Laktik asit-propandiol
Fenolik Bilesikler Ekstrakti Ekstrakti Ekstrakti
(mg/g propolis) (mg/g propolis) (mg/g propolis)

Gallik Asit TE TE TE
Protekatekuik Asit 0,0296 TE 0,0115
Protekatekuik Aldehit 0,4102 TE 0,8669
Katesin TE TE 0,1155
Epikatesin TE TE TE
Kafeik Asit 4,6075 0,0680 7,1131
Syringic Asit 0,1299 0,0233 0,0104
Vannilin TE TE TE
Taxifolin 0,0753 TE 0,0829
p-kumarik Asit 0,9227 0,0361 TE
Ferulik Asit 1,7860 0,7421 0,6915
4-0H Benzoik Asit 0,0014 TE TE
Salisilik Asit 0,0012 TE TE
Rutin TE TE TE
Ellagic Asit 0,0047 TE 0,1813
Kuersetin 0,2709 TE 0,2933
Kaempferol 0,2241 0,0397 0,2582
Flavone TE TE TE

TE: tespit edilemedi
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Hu ve ark (2022), yaptiklar1 calismada farkl aylarda toplanan propolis drneklerinin fenolik
bilesen iceriklerini belirlemislerdir. Kafeik asit ve ferulik asit miktarlar1 sirasiyla 0,33-1,73
mg/g ve 0,11-0,70 mg/g aralifinda bulunmustur. Calismamizda ise kafeik asit miktarinin
propolis ekstraktlarinda 0,0680-7,1131 mg/g propolis, ferulik asit konsatrasyonun ise 0,6915-
1,7860 mg/g propolis olarak tespit edilmistir. Gargouri ve ark. (2019), calismasinda Tunus
propolisindeki fenolik bilesenlerin miktarlarini incelemislerdir. Yapilan bu calismada kafeik
asit miktar1 0,078-0,398 mg/g, ferulik asit miktar1 0,072-0,103 mg/g olarak bulunmustur.
Calismamizdan elde edilen verilerin literatiir verileriyle uyumlu oldugu goériilmektedir.
Calismamiza benzer sekilde, Oroian ve ark. (2020) tarfindan yapilan ¢alismada da propolis
orneklerinde gallik asit tespit edilmemistir. Diger yandan bu ¢alismada propolis 6érneklerinde
p-kumarik asit tespit edilemezken, ¢alismamizda etanol (%90) ve sitrik asit-propandiol
kullanilan ekstraktlarda p-kumarik asit tespit edilmistir. Sonmez ve ark. (2016), yaptiklari
calismada ¢alismamizin aksine gallik asit (0,72 mg/g) tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada
propolis 6rneklerinde ferulik asit tespit edilemezken, p-kumarik asit miktar1 2,99 mg/g olarak
belirlenmistir. Literatiirde propolis ekstraklarin fenolik bilesiminlerine iliskin farkli sonuglara
ulasilirken, bu farkhiliklarin propolisin yetistirildigi bolge, propolis kaynagi, propolisin
toplandig1 mevsim gibi propolisin karakteristik yapisini etkileyen faktorlerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda ¢alismamizda elde edilen veriler, sayilan bu 6zelliklerin yani
sira propolisin ekstrakte edildigi ¢ozgenin ve ekstraksiyon kosullarinin da fenolik dagilimi

lizerine etkili olabilecegini gostermistir.
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Sekil 3. 5. Etanol kullanilarak elde edilen propolis ekstraktinin LC-MS/MS iyon
kromatogrami
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SONUC VE ONERILER

Gegmiste ve gliniimiizde 6zellikle alternatif tip alaninda 6nemli yere sahip olan propolis ham
haliyle tiiketilemedigi icin cesitli yotemlerle ekstrakte edilerek kullanilmaktadir. Bu amacla
kullanilan geleneksel yontemler fazla miktarda ¢oziicli (etanol, metanol) kullanimi, yliksek
sicaklik ve uzun siire gibi dezavantajlar icermektedir. Gelisen teknoloji ile birlikte az miktarda
coziicii kullanimi, diisiik sicaklik ve kisa ekstraksiyon siiresi gibi avantajlara sahip yeni
yontemler gelistirilmektedir. Calismamizda ise gelisen teknolojik uygulamalara ilaveten artan
cevre ve saglik bilinci géz oniinde bulundurularak etanol bazli propolis ekstraktlarina
alternatif olusturabilecek propolis ekstraktlarinin yenilik¢i ve ¢evreci uygulamalar ile elde
edilebiliriligi arastirilmistir.

Calismamizda yapilan 6n denemeler sonucunda propolis ekstraksiyonunda kullanilacak 12
farkli derin otektik ¢6ziicii belirlenmis ve bu ¢oziiciilerle gerceklestirilen ultrases destekli
ekstraksiyonlarin etkinlikleri etanol ile kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde;

e Toplam fenolik ve flavonoid konsatrasyonu acisindan propolis ekstraksiyonda etanol
(%90) yerine kullanilabilinecek derin dtektik ¢oziiclintin sitrik asit-propandiol (1:4)
oldugu belirlenmistir.

o Laktik asit-propandiol (1:4) derin otektik c¢oziiciisiiniin antioksidan aktivite
bakimindan etanole (%90) alternatif olabilecegi tespit edilmistir.

e Sitrik asit-propandiol (1:4) ve laktik asit-propandiol (1:4) ¢oziiciilerinden elde edilen
ekstraktlarin yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

o Kafeik asit etanol (%90) ve laktik asit-propandiol ¢oziiclisiiyle elde edilen ekstraktta
basat fenolik asit olarak bulunmustur.

e Sitrik asit-propandiol ¢oziiciisliyle elde edilen ekstraktta ise basat fenolik bilesen

ferulik asit olarak belirlenmistir.

Bu bulgular 1s1ginda propolisin ultrases destekli ekstraksiyonunda derin o6tektik
cozuciilerin kullanilabilecek yenilik¢i cézgenler arasinda yer aldig1 tespit edilmigtir.
Literatiirde propolis ekstraksiyonunda c¢evreci ve yenilik¢i ekstraksiyon yontemlerine
daha fazla yer verilmesi ve bu alandaki ¢calismalarin artirilmasi 6nerilmektedir. Bu anlamda

calismamizin literatiire katki saglayacag: disiiniilmektedir.
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EKLER

EK-1. istatistiksel degerlendirme sonuglari

Ek-1.1 Toplam fenolik madde miktarindaki degisime iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Serbestlik Kareler Kareler p
Derecesi Toplami  Ortalamasi
_ Gruplar 12 53505,013 4458751 425,123 <,001*
Propolis Arast
Ekstrakti Gruplar Ici 13 136,346 10,488
Toplam 25 53641,359
*p<0,05

Ek-1.2. Propolis ekstraklarinda toplam fenolik madde miktarlarinin Duncan testi ile

karsilastirilmasi
Ekstraksiyon Coziiciisii Toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/g)

DOC 1 115,67+0,70f
DOC 2 133,174,604
DOC 3 156,96+2,12bc
DOC 4 64,33+0,35h
DOC 5 81,37+2,81¢
DOC 6 69,92+2,11h
DOC 7 112,65+3,18f
DOC 8 169,71+5,28b
DOC9 150,65+£6,36¢
DOC 10 124,41+2,83¢
DOC 11 126,92+2,47de
DOC 12 65,44+2,11h

%90 Etanol 228,19+0,702

a-h:Ayni stitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).
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Ek-1.3 Ekstraksiyon verimindeki degisime iliskin varyans analiz cizelgesi

Serbestlik Kareler Kareler
Derecesi Toplami  Ortalamasi P
' Gruplar 12 536,292 44,691 431,348 <,001*
Propolis Arasi _
Ekstrakti Gruplar Igi 13 1,347 0,104
Toplam 25 537,639
*p<0,05

EKk-1.4. Propolis ekstraklarinda ekstraksiyon veriminin Duncan testi ile karsilastiriimasi

Ekstraksiyon Coziiciisii Ekstraksiyon verimi (%)
DOC 1 11,57+0,07¢
DOC 2 13,31+0,454
DOC 3 15,70+0,21¢
DOC 4 6,43+0,03h
DOC 5 8,14+0,28¢
DOC 6 6,99+0,21h
DOC 7 11,26+0,31f
DOC 8 16,97+0,52b
DOC 9 15,06+0,62¢
DOC 10 12,44+0,28¢
DOC 11 12,69+0,24de
DOC 12 6,54+0,20n0

%90 Etanol 22,85+0,072

a-h:Ayni stitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).
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Ek-1.5. Toplam flavonoid madde miktarindaki degisime iliskin varyans analiz ¢izelgelesi

Serbestlik Kareler Kareler
Derecesi Toplami  Ortalamasi P
Gruplar Arasi 12 73476,345 6123,029 1839,604 <,001*
Propolis )
Gruplar Igi 13 43,27 3,328
Ekstrakti
Toplam 25 73519,615
*p<0,05

Ek-1.6. Propolis ekstraktlarinda toplam flavonoid madde miktarinin Duncan testi ile

karsilastirilmasi
Ekstraksiyon Coziiciisii Propolis Ekstrakti (mg CE/g)
DOC 1 43,21+1,05f
DOC 2 87,93+1,064
DOC 3 48,02+1,97¢
DOC 4 18,12+1,05i
DOC 5 47,95+1,65f
DOC 6 44,32+1,05f
DOC 7 26,24+0,30
DOC 8 129,53+1,50b
DOC9 36,15+1,06h
DOC 10 54,03+2,88¢
DOC 11 95,89+3,48¢
DOC 12 40,05+0,14¢h
%90 Etanol 221,57+2,862

a-i:Ayni stitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).
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Ek-1.7. Antioksidan aktivitedeki degisime iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Serbestlik Kareler Kareler
Derecesi Toplami  Ortalamasi P
' Gruplar 12 571570,956 47630,913 256,819 <,001*
Propolis Arasi _
Ekstrakti Gruplar Igi 13 2411,04 183,465
Toplam 25 573981,995

*p<0,05

Ek-1.8. Propolis ekstraktlarinda antioksidan aktivitenin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Ekstraksiyon Coziiciisii Propolis Ekstrakti (umol TEAC/g)
DOC 1 52,44+7,428
DOC 2 111,33+2,41f
DOC 3 44,92+9,17¢
DOC 4 28,12+7,60¢2
DOC 5 201,88+20,23cd
DOC 6 203,61+17,76<
DOC 7 152,93+3,66¢
DOC 8 148,96+15,34¢
DOC 9 183,918,724
DOC 10 150,68+6,85¢
DOC 11 424,45+11,11°
DOC 12 225,15+21,21¢

%90 Etanol 580,34+23,182

a-g:Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir. (p<0,05).
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