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PROPOLIS VE BAL ICERIKLi LOLiPOP FORMULASYONUNUN
GELISTIRILMESI VE BiYOLOJIK ETKINLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI

OZET

Bu tez ¢alismasinda, bal ve propolisin fonksiyonel 6zelliklerinden yararlanilarak propolis
iceren fonksiyonel seker formiilasyonlar1 gelistirilmis; bu formiilasyonlarin biyolojik
aktiviteleri ile fizikokimyasal Ozellikleri degerlendirilmistir. Kullanilan propolisin
%70’lik etil alkol ekstrakti lizerinden yapilan analizler sonucunda; toplam fenolik icerigi
497,5 + 0,83 mg GAE/g, toplam flavonoid igerigi 389,44 + 1,92 mg KE/g kuru ekstrakt
olarak belirlenmistir. Antioksidan kapasite analizlerinde, DPPH radikal siipiirme
aktivitesi %84,08 £ 0,08 inhibisyon orani ile yiliksek bir etki gostermistir. Metal selatlama
kapasitesi %38,11 £ 0,9, toplam antioksidan kapasitesi ise 336,96 + 3,2 mg a-tokoferol
esdegeri/g olarak saptanmuistir.

Ayrica, propolis ve propolisli seker formiilasyonlarinin antimikrobiyal etkileri de ¢esitli
mikroorganizmalar (S. mutans, S. sanguinis, P. gingivalis, S. aureus, E. coli, L.
acidophilus, C. albicans ve S. cerevisiae) tiizerinde degerlendirilmistir. Yapilan
analizlerde, patojen mikroorganizmalar {izerinde doza bagli inhibisyon etkisi
gozlemlenmistir. Bu sonuglar, propolisli sekerlerin yalnizca fonksiyonel ve antioksidan
ozelliklere degil, ayn1 zamanda gii¢lii bir antimikrobiyal potansiyele de sahip oldugunu
gostermektedir.

Formiilasyonlar arasinda, %12,5 propolis iceren seker Ornegi; yiiksek antioksidan
kapasitesi, mikrobiyal inhibisyon etkisi, pH stabilitesi ve diisiik asitlik ozellikleriyle en
gliclii biyolojik aktiviteyi gostermistir. Renk ve kuru madde analizleri de bu
formiilasyonun en dogal ve yogun yapiya sahip oldugunu ortaya koymustur. Diger
yandan, %?7,5 propolis igeren sekerin termal stabilite agisindan daha dengeli bir erime
profiline sahip oldugu ve iretim acisindan optimum formiilasyon olarak
degerlendirilebilecegi belirlenmistir. Genel olarak, %7,5 ve %12,5 oraninda propolis
iceren fonksiyonel sekerlerin hem biyolojik etkinlik hem de formiilasyon kararliligt
acisindan en uygun yapilar oldugu saptanmistir. Bu bulgular, propolisin dogrudan
tilketilebilecek fonksiyonel bir seker formuna entegre edilmesinin miimkiin oldugunu
gostermekte ve Ozellikle ¢ocuklara yonelik saglikli, ulagilabilir bir alternatif iirlin
gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Apiterapi, izomalt, Sert Sekerleme.



DEVELOPMENT OF PROPOLIS AND HONEY CONTENTS
LOLLIPOP FORMULATION AND EVALUATION OF ITS
BIOLOGICAL EFFECTIVENESS

ABSTRACT

In this thesis study, functional candy formulations containing propolis were developed by
utilizing the functional properties of honey and propolis, and their biological activities
and physicochemical properties were evaluated. Analyses conducted on the %70 ethanol
extract of propolis showed that the total phenolic content was 497.5 + 0.83 mg GAE/g,
and the total flavonoid content was 389.44 + 1.92 mg KE/g dry extract. In antioxidant
capacity analyses, the DPPH radical scavenging activity was determined to be % 84.08 +
0.08, indicating a high antioxidant effect. The metal chelating activity was found to be
%38.11 £ 0.9, and the total antioxidant capacity was calculated as 336.96 + 3.2 mg a-
tocopherol equivalent/g.

In addition, the antimicrobial effects of propolis and propolis-enriched candy
formulations were evaluated against various microorganisms (S. mutans, S. sanguinis, P.
gingivalis, S. aureus, E. coli, L. acidophilus, C. albicans, and S. cerevisiae). The analyses
demonstrated a dose-dependent inhibition effect on pathogenic microorganisms. These
results show that propolis-based candies not only offer functional and antioxidant benefits
but also exhibit significant antimicrobial potential.

Among the formulations, the candy containing %12.5 propolis exhibited the highest
biological activity, with strong antioxidant capacity, microbial inhibition, pH stability,
and low acidity. Color and dry matter analyses supported that this formulation had the
most natural and concentrated structure. On the other hand, the %7.5 propolis-containing
candy showed a more balanced thermal melting profile and was considered the optimum
formulation in terms of production. Overall, both %7.5 and %12.5 propolis-enriched
functional candies were found to be the most suitable in terms of biological activity and
formulation stability. These findings indicate that propolis can be effectively incorporated
into a directly consumable functional candy form and offers a healthy and accessible
product alternative, especially for children.

Keywords: Propolis, Apitherapy, Isomalt, Hard Candy.
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1. GIRIS

Apiterapi, "Apis" ve "terapi" kelimelerinin birlesiminden tiiretilmis olup, ar1 iiriinlerinin
yalnizca oral yolla degil, aym1 zamanda subkutan ve intramiiskiiler yollarla da
uygulanmasini igeren bir tedavi yontemidir. Bu uygulama; bal, polen, ar1 siitii, bal mumu,
ar1 zehri ve propolis gibi ar1 lirtinlerinin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde
kullanilmasini ifade etmektedir (Atayoglu, 2019; Ozdemir vd., 2021). Bal, ar1 ekmegi,
propolis, polen, apilarnil, ar1 siitii ve bal mumu arilarin tirettigi ¢esitli dogal trtinleridir
(Arslan ve Kiziltan, 2024). Bilimsel arastirmalar, ar1 triinlerinin antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar, antitimor ve antiviral gibi saglik agisindan faydali birgok
biyolojik 0zellige sahip oldugunu ortaya koymustur (Vazquez-Revuelta ve Madrigal-
Burgaleta, 2018).

Tiirk Standartlar1 Enstitiisi’ne (TSE) gore bal, c¢iceklerin ya da bitkilerin diger canli
kisimlarinda bulunan nektarin  bal arilar1 tarafindan toplanmasi, viicutlarinda
bilesimlerinin degistirilmesi, petek goézlerine depo edilmesi ve burada olgunlasmasi
sonucunda meydana gelen bir triindir (Ulusoy, 2012). Diinya’nin en eski tip
literatiirlerinde balin tibbi onemi belgelenmis ve antik caglardan beri yara iyilestirme
etkisinin yan1 sira antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Mandal ve Mandal,
2011). Balin enerji degerinin yiiksek ve sindiriminin kolay olmasi sebebiyle basta
cocuklar, sporcular ve yaslilar olmak iizere tiim bireylerin beslenmesinde yer almaktadir

(Korkmaz, 2011).

Propolis, bal arilarmin aga¢ tomurcuklarindan, bitki nektarlarindan ve diger botanik
kaynaklardan topladiklari, kovani dis etmenlere kars1 koruyan reginemsi, acik saridan
koyu kahverengiye kadar farkli renkte olan ar1 iirtiniidiir (Parolia vd., 2010). Arilarin
salgiladig1 maddeler ile bitki 6zlerinin bir gesit karistmi olan propolisi arilar savunma ve
korunma amaciyla trettikleri bilinmektedir (Santos vd., 2020). Propolis; %50-%70
recine, %30-%50 yag ve balmumu, %5-%10 polen ile amino asitler, mineraller, sekerler,
B, C ve E vitaminleri, flavonoidler, fenol ve aromatik bilesikler icermektedir (Ahangari

vd., 2018). Propolisin botanik ve cografi kokenine gore biyoaktif igerigi degiskenlik



gostermekle birlikte antioksidan, antiinflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal etkileriyle
On plana ¢ikmaktadir. Ayrica propolis 6nemli hiicresel siire¢lerin diizenlenmesin de rol
alan ¢ok sayida aktif bilesiklerince de zengindir. Propolis iizerine yapilan ¢alismalar, bu
dogal bilesigin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, anjiyogenezini ve metastazini
engelleyebildigini; apoptozu indiikleyebildigini ve tiimoér mikrogevresi ile ¢oklu ilag
direnci lizerinde etkili olabildigini ortaya koymustur (Forma ve Brys, 2021; Suran vd.,
2021). Yunan ve Romen doktorlar propolisin deri ve mukozal yaralarin tedavisinde,
antiseptik ve iyilestirici bir madde olarak kullanildigini bildirmislerdir (Sforcin ve
Bankova, 2011). Propolis dis macunlarinda, dis ¢iiriimelerinin Oniine gegmek ve dis
etlerinde meydana gelen iltihab1 tedavi etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir
(Patel, 2016). Propolis igeren gargara ve dis macunlari, dis eti iltihab1 ve periodontit
patojenlerinin biliylimesini durdurdugundan, sadece koruyucu degil aynm1 zamanda

terapotik ajan olarak tanimlanmaktadir (Wigckiewicz vd., 2013).

Agiz, besinler agisindan zengin igerigi, 35-36 °C sicaklik ve 6,75-7,25 pH aralifiyla
bakterilerin c¢esitli bolgelerde koloni olusturmalarina elverigli bir ortam saglamaktadir
(Jenkinson ve Lappin-Scott, 2001; Marsh, 2003). Agiz florasi, giiriikler ve periodontal
hastaliklara neden olabilen bakteriler bakimindan olduk¢a zengindir (Socransky ve
Haffajee, 2005; Seneviratne vd., 2011).

Dis ¢iriikliigli oral flora igerisinde karyonejik bakterilerin dis yilizeyindeki
karbonhidratlar1 pargalayarak acifa cikardiklar1 asitlerin dis sert dokularinda meydana
getirdikler1 yikimla olusan multifaktoriyel ve bulasict agiz  hastaligi  olarak
tamimlanmaktadir (Ozcan, 2016). Dis giiriigiiniin olusumunda dis yapisi, karyojenik
mikroorganizmalar, fermente olabilen karbonhidratlar ve zaman gibi dort ana faktor
etkilidir (Nezir ve Ozcan, 2024). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore, dis ¢iiriigii ve
periodontal rahatsizliklar en sik goriilen hastaliklar arasindadir (Harris vd., 2004).
Karbonhidrat agirlikli besinlerin sik tiikketimi, bu besinlerin bakteriler tarafindan fermente
edilmesine ve sonug olarak asit {iretilmesine yol agarak dis ¢lirigliniin olusumunda temel
bir etken teskil eder. Asidojenik (asit {iretebilen) ve asidiirik (asit ortaminda yasayabilen)
Ozelliklere sahip olan bakteriler, agizda pH seviyesini diislirerek dis minesinin

demineralizasyonuna dolayisiyla dis ¢iiriikleri olusumuna zemin hazirlar (Ulusoy, 2010).



Dis ¢iirigii olusumunda baslica rol oynayan bakteri Streptococcus mutans olup, daha az
oranda Lactobacillus tiirleri de bu siiregte etkili olmaktadir (Tanzer vd., 2001). S. mutans'
n viriilansi, giiclii yapigsma yetenegi, asit tiretme 6zellikleri ve diisiik pH'l1 ortamlara kars1
toleransi ile belirginlesir. Bu 6zellikler, onun dis ¢iiriigii olusumunda etkili bir patojen

olmasina olanak saglamaktadir (Banas, 2004).

Seker yerine tatlandirict olarak kullanilan seker alkolleri kan sekerini hemen
yiikseltmemesi ve dis c¢iiriigline neden olmamas1 gibi 6zellikleri yapilan ¢alismalarda

bildirilmistir (Ozdemir vd., 2014; Osama, 2016; Petkovi¢, 2019).

Apiterapide kullanilan ar1 iriinlerinin antibakteriyel, antioksidan, antiinflamatuar ve
antitiimor etki gibi ¢ok énemli etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ozellikle propolisin
biyoaktif maddelerce zengin olmasi, antimikrobiyal etkinliklerin yliksek ve bagisiklik
tizerindeki olumlu etkileri dikkat ¢ekicidir. Sentetik agiz iiriinlerinin toksik yan etkileri
sebebiyle agiz hijyeni i¢in bitki ve ar1 irilinleri kullanimina ilgi her gegen giin
artmaktadir. Giivenilir ve dogal kaynaklardan elde edilen ar1 iriinlerinin kullaniminin
saglik {lizerine yararli etkileri bulunmaktadir. Yiiksek antimikrobiyal aktivite ve diisiik
toksisite gibi olumlu 6zellikleri goz 6niinde alindiginda agiz i¢i patojenlerinin tedavisinde
klasik tedavi yontemleri yerine propolis igerikli lirtinler tercih edilmelidir. Propolisin oral
mikroorganizmalara karsi etkinlikleri, daha Onceki caligmalarla kanitlanmistir. Bu
baglamda, propolisin etil alkol ekstraksiyonu yapilmistir ve LC/MS-MS orbitrap
analiziyle fenolik icerik tayini, antioksidan aktivite, antimikrobiyal etkinlik, sitotoksisite
ve model iiriin analizleri gerceklestirilmistir. Bu calismalar propolisin gida alaninda ki

potansiyelini daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Propolis

Propolis, isci arilarin bitkilerin c¢esitli kisimlarindan topladigi, farkli oranlarda regine
iceren, mum kivaminda, suda erimeyen ve oda sicakliginda yar1 kati formda bulunan
keskin bir kokuya sahip ar1 iriinidiir. Arilar, bas bolgesinde bulunan bezlerden
salgiladigr aktif enzimlerle birlikte poleni karistirarak propolisi tiretmektedir (Sahinler,
2000). Propolis, farkli bitki tiirlerinden arilarin biriktirdigi recineli maddeye atifta
bulunan “ar1 tutkali” olarak da isimlendirilir. Propolis, Yunanca “pro” ve ‘“polis”
kelimelerinden tiiretilmistir ve sehir ya da toplulugun savunulmasi anlamina gelmektedir

(Castaldo ve Capasso, 2002).

Arlar kovanlarmi fiziksel ve kimyasal tehlikelere karsi savunma, kovan igerisindeki
catlaklari stivama, kovan agzini daraltarak yagmaci arilarin girisini engelleme, zarar goren
peteklerin tamir edilmesi, oliilerin mumyalanmasi ve kovan i¢ sicakligini 35 °C civarinda
tutma gibi birgok amagla bal arilar1 propolisi tiretmektedir (Sohaimy ve Masry, 2014).
Propolis igerdigi biyoaktif maddeler sayesinde yiiksek antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflamatuar ve antitumoral 6zellikler barindirmaktadir. Eski ¢aglardan beri viicudun
enfeksiyonlara kars1 savunmasinda ve yaralar1 kapatarak tedavi etmekte dogal bir ilag

olarak propolis kullanilmaktadir (Ahn vd., 2007; Li vd., 2008; Aliyazicioglu vd., 2013)

Her y1l ve her koloni i¢in propolis iiretim miktar1 ortalama 10 g ile 300 g arasinda
degisiklik gostermektedir ve bu farklilik armin irkina, iklim sartlarina, bitki florasina ve
tuzaklama mekanizmalarina gore degismektedir (M. P. Popova vd., 2009; Usman vd.,
2016).

2.2. Propolisin Fiziko-kimyasal Ozellikleri

Propolisin rengi, fiziksel ve kimyasal bilesimi elde edildigi kaynaga gore degismektedir.
Ham propolisin igeriginde 300°den fazla bilesen tespit edilmistir (Sahinler, 2000; Graikou



vd., 2016). Propolisin fiziksel yapist sicakliga bagl olarak degisiklik gostermektedir.
10 °C'nin altinda sert ve kirilgan bir hale gelirken, —20 °C ve daha diisiik sicakliklarda
zamanla katilagsarak kolayca toz haline gelebilir. Yaklasik 80°C’de kismen eriyen
propolis, 30—40 °C arasinda ise yumusak ve yapiskan bir kivam almaktadir (Mizrahi ve
Lensky, 2013).

Arilarin propolis toplamak amaciyla en sik ziyaret ettikleri bitki kaynaklar1 arasinda
kestane, disbudak, kavak, hus, baz1 erik tiirleri ve s6giit agaclar1 yer almaktadir (Dogan
ve Hayoglu, 2014). Propolis bilesimi temelde yaklasik %50 regine, %30 balmumu, %10
ucucu yag, %5 polen ve %5 diger organik bilesenlerden olugsmaktadir. Ayrica yapisinda
Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi minerallerin yani sira B1, B2, B6, C ve E
vitaminleri ile ¢esitli yag asitleri de bulunmaktadir (Goémez-Caravaca vd., 2006; Dogan
ve Hayoglu, 2014). Propolis, glukoz, fruktoz ve sukroz gibi bazi sekerler ile birlikte
cesitli enzimler ve amino asitleri de igermektedir (Mehmetoglu vd., 2017). Polifenoller,
fenolik asitler ve esterleri, fenolik aldehitler, ketonlar ve flavonoidler propolisin en
onemli biyoaktif bilesenleridir (Castaldo ve Capasso, 2002). Propoliste yer alan baslica
flavonoid ve fenolik bilesikler arasinda pinosembrin, asacetin, chrysin, rutin, luteolin,
kaempferol, apigenin, myricetin, catechin, naringenin, galangin, quercetin, caffeic acid ve
cinnamic acid bulunmaktadir. Ayrica, elektroforez yontemiyle yapilan analizlerde

propolis ekstraktlarinda resveratrol tiirevlerine de rastlanmistir (Volpi, 2004).

Ham formda tiiketilmesi Onerilmeyen propolis, cesitli ekstraksiyon yontemleri ile
islenerek biyoyararlanimi artirilmis hale getirilir. Yaygin olarak kullanilan bu yontemler
arasinda evaporasyon, liyofilizasyon, vakum distilasyonu ve membran konsantrasyonu
yer almaktadir (Mello vd., 2010). Propolisin ekstraksiyonu ile elde edilen 6ziitiin fenolik
madde miktar1 ve bilesimi kullanilan yonteme ve ¢oziiciiye bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Cunha ve ark. (2004) yaptig1 bir calismada, alt1 farkli Brezilya propolisi
degerlendirilmis; en yiiksek 0ziit verimi maserasyon yontemiyle ve en zengin fenolik
icerik ise %70 etanol kullanilarak elde edilmistir (Cunha vd., 2004). Yapilan galismalar,
etanolik ekstraktlarin su bazli ekstraktlara kiyasla daha yiiksek diizeyde fenolik asit ve

diger polar bilesenler igerdigini gostermektedir (Pietta vd., 2002).



2.3. Propolisin Etkinlik Degerlendirmeleri

2.3.1. Antioksidan Etkinligi

Propolisin serbest radikalleri yakalama o6zelligi, antioksidan potansiyelinin hiicre i¢i
mekanizmalarda etkili oldugunu gostermektedir (Anjaly ve Tiku, 2018). Degerli bir ar
iirlinii olan propolisin yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu antioksidatif etkiye
baglanmaktadir (Graikou vd., 2016). Propolisin diger ar1 iriinlerine goére daha fazla
fenolik madde icermesi antioksidan ve antiradikal etkinliklerini ortaya c¢ikarmaktadir
(Viuda-Martos vd., 2008). Ar iiriinleri arasinda antioksidan aktiviteleri bakimindan kiyas
yapildig1 caligmalarda propolisin diger ar1 lirlinlerine gore antioksidan aktivitesi daha
yiiksek oldugu belirtilmistir (Buratti vd., 2007; Mouhoubi-Tafinine vd., 2016). Propolis
oksidatif stres iiriinlerinin artisii azaltabilmektedir. Ozellikle endojen antioksidan
sistemindeki siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve katalaz (CAT)
enzimlerinin etkinligini arttirmaktadir (Park vd., 2002). Propolisin ana bileseni olarak
kafeik asit fenetil ester (CAPE) olup giiclii antioksidan 6zellige sahiptir (Dogan ve
Hayoglu, 2014).

2.3.2. Antibakteriyal Etkinligi

Propolisin en yaygin ve en ¢ok arastirilan dzellikleri arasinda antimikrobiyal aktivite yer
almaktadir (Noronha vd., 2014). Propolisin antibakteriyel etki mekanizmalari; hiicre
zarinin gegirgenligini artirmak, hiicre boliinmesini engellemek, niikleik asit ve protein
sentezini durdurmak, enerji (ATP) tretimini engellemek, bakterilerin hareketliligini
kisitlamak ve hiicre zar1 tahribatiyla patojenik potansiyellerine etki etmeleri seklinde
siralanabilir (Przybytek ve Karpinski, 2019; Almuhayawi, 2020; Zulhendri vd., 2021;
Bouchelaghem, 2022).

Propolisin  sahip oldugu flavonoidlerden galangin, pinosembrin, pinobanksin,
sinnamiliden asetik asit ve kafeik asit esterlerinin bakteriyel membran gegirgenligini
arttirdigi ve antimikrobiyal etkinlik saglama konusunda onemli bir rol oynadiklari
bilinmektedir (Stepanovié¢ vd., 2003; Dezmirean vd., 2017). Farkli propolis drnekleri ile
yapilan ¢aligmada, propolisin antimikrobiyal aktivitesinin icerdigi kafeik asit ve



esterlerden kaynaklandigi bildirilmistir (Kartal vd., 2003). Mugla ilinden toplanan 45
cesit propolisin farkli ¢oziicii kullanilarak yapilan ¢alisma da antimikrobiyal etkinlik;
propolis 6rnegine, dozuna ve ekstraksiyon ¢oziiclisiine gore degistigi bildirilmistir (Ugur
ve Arslan, 2004). Propolisin sahip oldugu antimikrobiyal aktivitenin degistigi diger
etkenler arasinda arilarin dolastigi cografi konum ve igerdigi bilesikler yer almaktadir

(Dezmirean vd., 2017).

Propolis bir¢ok mikroorganizmaya karsi etkinligi bilimsel ¢alismalarla in vivo ve in vitro
olarak gosterilmis ve gram pozitif ve gram negatif suglarina karsi antimikrobiyal
aktivitesi oldugu bildirilmistir (Noronha vd., 2014). Ancak literatiirdeki arastirma
verilerine gore propolisin gram negatif bakterilere kiyasla gram pozitif bakterilere karsi
daha etkili bir antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Bu durumun nedeni
olarak gram negatif bakteriler tarafindan salgilanan hidrolitik enzimlerin propolis aktif
bilesenleri ile etkilesime girerek direng gostermesi seklinde agiklanmistir

(Bouchelaghem, 2022).

2.3.3. Antifungal Etkinligi

Propolisin antifungal etkinliginin, metakaspaz ve Ras sinyalleme yollar1 araciliiyla
apoptozu indiikleme kabiliyetinden kaynaklandigi ileri siiriilmektedir. Ayrica propolis
biyofilm olusumu, patogenez, hiicre adezyonu, filamentli biiyiime ve fenotipik geciste

mevcut olan ¢esitli genlerin ifadesini bozabilmektedir (Castro vd., 2013).

Brezilya propolisinde a-pinen, B-pinen ve 6-kadinen, Tiirk propolisinde fenil, etil ve
benzil alkol icerigine bagl olarak antifungal aktivitesi degismektedir (loshida ve Marx
Young, 2010). Propolis tirnak enfeksiyona sebep olan mayalara kars1 yapilan in vitro
testlerde etkinlikleri ortaya koyulmus ve diisiik konsantrasyonlarda bile fungistatik ve
fungisidal etki ettigi gozlemlenmistir (Zulhendri vd., 2021). Propolisin i¢eriginde yer alan
pinocembrin, enerji homeostazi ve misel biiylimesi gibi kritik hiicresel dongiilere etki
etmektedir.  Yapilan bir ¢alisma da  pinocembrinin  bilesiginin Penicillium
italicum tiirtinde yer alan hif igerisindeki fosforlanmis adenozin niikleotid seviyelerini
azalttig1, hiicre zarmin yapisina zarar vererek iyonik sizinttya ve ¢oziiniir proteine neden

oldugu bildirilmistir (Peng vd., 2012).



Propolisin antifungal etkinligi sayesinde dislerdeki mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Siqueira vd., 2015).

Fusarium, Aspergillus,Botrytis, Penicillium ve Colletotrichum gibi gida bozulmalarinda
onemli rol oynayan kiiflere karsi propolisin etkili antifungal aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Gniewosz vd., 2022). Wagh (2013), tarafindan yapilan calisma da
propolisin igerdigi fenolik bilesikler sayesinde C. pelliculosa, C. parapsilosis, C.
famata, C. glabrata ve Pichia ohmeri fungusitlerine antifungal etkinlik gosterdigi rapor
edilmistir (Wagh, 2013). Ota ve ark. (2001), Brezilya propolisinin farkli Candida
suslarma kars1 antifungal aktivitelerinin inceledikleri c¢alismada, propolisin net bir
antifungal aktivite gosterdigi ve duyarlilik sirasina gore C. albicans > C. tropicalis > C.
krusei > C. guilliermondii, C. albicansen duyarli ve C. guilliermondii en direngli
olduklarint bildirmistir (Ota vd., 2001). Yapilan farkli bir ¢alisgma da benzer sekilde
propolisin C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata gibi mantar tiirlerine
kars1 antifungal aktivite gosterdigi bilinmektedir (AL-Waili vd., 2012; Sariguzel vd.,
2016).

2.3.4. Antiinflamatuar Aktivitesi

Inflamasyon; fagosit migrasyonu, nétrofil, monosit ve makrofaj birikimiyle olusan doku
kayiplar1 biitiiniine denir (Memmedov vd., 2017). Propolis trombosit agregasyonuyla,
prostaglandin ve 16kotrienler gibi ekazonoidlerin sentezini inhibe ederek ve histamin gibi
inflamasyonda rol oynayan mediyatorlerin salinimini engelleyerek infalamasyonu 6nleme
de etkili olmaktadir (Yang vd., 2018). Yiiksek fenolik icerigi propolisin kronik ve akut
inflamasyonlarda da 6nemli rol oynamaktadir (Saad vd., 2015). Agiz iirlinlerinde anti-
inflamatuar ve anti-gingivitis aktivitesinden dolay1 kullanilan propolisin, igeriginde ihtiva
ettigi fenolik bilesiklerinden CAPE' ye atfedilmistir (Li vd., 2017). Galangin ve kuersetin
bilesikleri infalamasyonu oOnlemede etkili olan ve propolis igeriginde yer alan
flavanoidlerdir. Bu bilesikler uyarilmig COX-2 izoformu ekspresyonunu ve PGE-2
diizeylerini azaltmak suretiyle siklooksijenaz ve lipooksijenaz aktivitesini inhibe ederek
anti-iflamatuar etki gosterirler (Yang vd., 2018). Ayni1 sekilde propolis iceriginde bulunan
kafeik asit, COX-1 ve COX-2’nin enzimatik aktivitelerini inhibe ederek, arasidonik asit

sentezini durdurarak antienflamatuvar etkinliklik gdstermesini saglamaktadir (Araujo vd.,



2012). lliman bolgelerden toplanan propolisler de bolca bulunan kafeik asit, fenil ester
lenfokin iiretimi ve T hiicre proliferasyonu ile sitokin ve kemokin iiretimini inhibe ederek

enflamasyonu azaltmaktadir (Viuda-Martos vd., 2008; Araujo vd., 2012).

2.3.5. Antikarsinojenik Aktivitesi

Kanser; viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile gelisen, anormal ve kontrolsiizce
biiyiiyen, ¢evresel faktorlerden bagimsiz olarak biiylimeyi durdurma yeteneklerini
kaybetmis hiicrelerin olusturdugu hastaliktir (Roy ve Saikia, 2016; Serin vd., 2018).
Tedavi edilmediginde o6liimle sonuglanan ciddi bir hastaliktir. Insanlarm kansere
yakalanmalarinin kalitsal farklilik, genetik hatalar ve bagisiklik kosullar1 gibi farkli
birgok etmenlerle birlikte Sigara, alkol ve asir1 kilo gibi kansere yakalanma riskini
artirmaktadir (Dogan vd., 2022).

Brezilya propolisinin sahip oldugu aktif bilesiklerin karaciger tiimor hiicrelerinin
biiytimesini S fazinda durdurdugu bildirilmistir (Huleihel ve Isanu, 2002). Propolisin su
ekstrasksiyonunun insan karaciger ve akciger kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik etkiye
sahip oldugu bulunmustur (Matsuno, 1995). Propolisin diyetle diizenli bir sekilde
kullanim1 kansere neden olan mutasyona Kkarsi koruyucu etki saglayacagi yapilan

caligmalarda bildirilmistir (Bogdanov, 2020).

2.3.6. Propolis ve Yara lyilesmesi

Doku biitiinliigii ve islevinin bozulmasi 'yara' olarak tanimlanir; bu bozulmanin
onarilmasi ve doku yapisinin yeniden kazanilmasi ise 'yara iyilesmesi' olarak adlandirilir
(Aktas, 2012). Propolis yara iyilesmelerini destekleyen aktif bilesenler igerir ve alternatif
tip uygulamalarinda siklikla kullanilir. Doku rejenerasyonu ve yara onarmminda Ki
biyolojik aktivitesi igermis oldugu polifenolik flavonoidlerinin biyolojik aktivitelerinden
kaynaklanmaktadir (EIl-Sakhawy vd., 2023). Propolisin yara onarmmindaki aktivitesi
zengin Dbitki Ortlisiiniin immiinomodiilatér, antioksidan ve antiseptik etkileriyle
desteklenmektedir (Martinotti ve Ranzato, 2015). Ayrica propolis zararli 1sinlarin sebep
oldugu (giines yamig1 gibi) hasarlar1 azaltmakta ve derin cilt yaralarinda tamir

mekanizmalarin1 bozmadan inflamasyonu azaltabildigi gosterilmistir (Cole vd., 2010; de
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Moura vd., 2019). Yapilan ¢alismalarda propolisin yaniklarda fibronektin ekspresyonunu
ve kollajen I-111 birikimini destekledigi ortaya koyulmustur (Cole vd., 2010). Mevcut
yara iyilestirici kremlere gore propolisin %50’ lik solusyonu daha iyi etkinlik gosterdigi
bildirilmistir (Erokstiz vd., 2008). 2003 yilinda yapilan bu ¢alisma da Wistar albino
fareleri iizerinde olusturulan yara modelinde propolisin etkisi incelenmis ve kontrol
grubuna gore propolis verilen grupta propolisin epitelizasyonu hizlandirdigi ve yara
iyilesmesini hizin1 arttirdigi belirlenmistir (Baktir, 2019). Ameliyatta sonrasi agiz
bosluguna propolisin uygulamasi verilerine goére propolisin yaralarin iyilesmesine
yardimci oldugu, iltihabi azalttigt ve analjezik etki gosterdigi belirtilmistir. Propolis
Oziitliniin iltihab1 azalttig1, graniilasyon dokusunun olusumunu destekledigi belirlenmistir

(Magro-Filho ve Carvalho, 1994; Lopes vd., 2012).

2.4. Propolis ve Ag1z Saghg

DSO, bireyin 1sirma, ¢igneme, giilme ve konusmayi sinirlandiran durumlarla birlikte agiz
ve yliz agrist, agiz enfeksiyonu, dis ¢iiriimesi ve dis kayb1 gibi durumlarin gériillmemesini

ag1z ve dis sagligi olarak tanimlamaktadir (Mohanta, 2017).

Propolis igeren tibbi preparatlarin ¢iiriik, agiz ve bogaz enfeksiyonlarini tedavi etmek igin
kullaniminin ilk kayitlari 12. yiizyilda yapilmistir (Kuropatnicki vd., 2013). Propolisin
sahip oldugu biyolojik etkinlikleri sayesinde dis hekimligi ve agiz sagliginin
korunmasinda yiiksek potansiyele sahiptir (Khurshid vd., 2017). Propolis o6zellikle
antibakteriyel etkinligi sayesinde agiz saghginda siklikla kullanilmaktadir (Ozdemir vd.,
2021).

Klorheksidinin agiz i¢i temizliginde kullanildiginda, insan dis eti fibroblast hiicreleri
iizerinde propolis bazli soliisyonlara kiyasla daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi, bu
nedenle propolis bazli soliisyonlarin agiz gargarasi bileseni olarak kullanilmaya daha
uygun oldugu ortaya konulmustur (Ozan vd., 2007). Agiz boslugununda meydana gelen
aftoz stomatit (RAS) iilserlerini azaltmada propolisin etkisini arastirildigi c¢alisma da
sonu¢ olarak propolisin RAS hastalarinda niiks sayisini azaltti§i ve yasam kalitesini

artirdigr bildirilmistir (Samet vd., 2007). Brezilya yesil propolisi igeren gargara iiriinleri
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dis eti iltihabini, setilpiridinyum kloriir ve klorheksidin igeren gargara iiriinlerine benzer

sekilde dis eti iltihabini hafiflettigi bildirilmistir (Bretz vd., 2014).

Dis ciirimelerinden sorumlu mekanizmalardan en 6nemlisi S. mutans, S. sabrinus ve
Lactobasiller gibi patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlardir. Propolis etkisini hem
direkt bakteriler lizerine hem de glikozil transferaz enzim inhibisyonu ile gostermektedir
(Koo vd., 2002; Hayacibara vd., 2005). Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, propolisin
dis ¢iliriigli olusumunu baslangi¢ asamasinda durdurabildigi ve bu 6zelligi sayesinde dis
ciiriiklerine karsi koruma amaciyla kullanilabilecegi saptanmistir (Dogan ve Hayoglu,

2014).

Propolis, dis hekimliginde dis macunu, gargara, dis ipi ve sakizlara katilmak suretiyle dis
cliriigli ve periodontal hastaliklar i¢in koruyucu olarak kullanilmaktadir (Kirzioglu ve
Onol, 2015). Dis ciiriimesini dnlemenin yani1 sira dis eti iltihabini tedavi etmek amaciyla
dis macunlarinda siklikla kullanilmaktadir (Patel, 2016). Propolis ekstraktlarinin dis
ciiriikleri, periodontal bozukluklar ve Candida enfeksiyonlarina sebep olan oral

bakterilere kars1 etkinlikleri bildirilmistir (Stahli vd., 2021).

Propolisin agiz gargarasi olarak kullanildiginda dis ciirimesine neden olan plak ve
patojenlerin azaltilmasinda klorheksidin kadar etkili oldugunu bildirilmistir (Bapat vd.,
2021). Propolis solusyonlarinin insan dis minesinin sertligine etkisinin arastirildigi
caligmada solusyondaki propolis orani arttikca Vickers sertlik katsayisinin da arttigi
gozlemlenmistir (Giamalia vd., 1999). Propolis ilaveli gargara ve dis macunlari
periodontit patojenleri inhibe ettikleri i¢in sadece koruyucu degil terapdtik ajan olarak
tanimlanmaktadir (Wigckiewicz vd., 2013). Propolis ilaveli gargaranin kullanildig:
calismada kullanimdan 6nce ve sonra alinan tiikiiriik 6rneklerinde, S. mutans miktarinin
%49 oraninda azaldigi gézlemlenmistir (Duailibe vd., 2007). Propolisin periodontal
dokular {izerindeki koruyucu etkisi, kalsiyum fosfat ¢okeltilerinin olusumunu
yavaglatmay1 da kapsar. Bu 6zelligi sayesinde, dis plagi birikimini sinirlamak amaciyla
ag1z gargaralar1 ve dis macunlar1 gibi iirinlerin bileseni olarak kullanilabilir (Hidaka vd.,
2008).

Bir iirliniin ¢iiriik onleyici (oral antiseptik) olarak kabul edilebilmesi i¢in,



12

(1) giirtik gelisiminin bir veya daha fazla asamasina miidahale etmesi,

(2) konak hiicrelerde toksik olmamasi ve

(3) uygulandiktan sonra bir siire boyunca etkili olmasi gerekmektedir.

Ayrica, rilinlin oral mikrobiyotada 6nemli bir dengesizlige yol agmamasi da esastir.
Yapilan ¢aligmalarda propolis 6ziitliniin (1) ve (2) maddelerde etkinlilik gosterebilecegini

ortaya koymustur (Libério vd., 2009).

Almeida ve ark. (2006), c¢alismalarinda propolis ve klorheksidin ¢ozeltilerinin oral
biyofilm birikimi ve tiikiiriikteki S. mutans sayis1 lizerindeki antiseptik etkileri incelenmis
ve propolisin, klorheksidine benzer antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Almeida vd., 2006). Brezilya propolisi igeren bir jelin gingivitis ve kronik periodontitis
hastalarindaki etkinligini degerlendirildigi ¢alismada her iki durumda belirgin bir
iyilesme gozlemlenmis ve jelin bu tiir periodontal hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecegi bildirilmistir (Cairo vd., 2006).

2.5. Propolisin Kullanimi

Propolisin gida uygulamalarinda kullanilabilmesi igin oncelikle saflagtirma islemi
gereklidir. Bu siiregte, propolisin igerigindeki balmumu (vaks) uzaklastirilirken, biyoaktif
ozelliklerini saglayan polifenollerin korunmasi biiyiikk 6nem tagimaktadir. Propolis
ekstraksiyonunda en yaygin kullanilan yontem, aktif bilesenlerin kolaylikla ¢6ziinebildigi

etil alkol ekstraksiyonudur (Pietta vd., 2002).

Propolisin sahip oldugu antioksidan, antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinden dolay:
gida teknolojisinde siklikla kullanilmaktadir. Propolisin igeriginde yer alan bilesenler,
tipik gida bilesenleri, gida katkilar1 ve genel olarak giivenli maddeler (GRAS) olarak
degerlendirilmektedir (Burdock, 1998).

Propolis kozmetik sektoriinde, geleneksel tedavilerde (soguk algmligi, yaralarin
iyilesmesi, akne, yaniklar, nérodermatit gibi) ve ticari olarak dis macunu, agiz suyu,

bogaz pastili, krem ve toz seklinde satilmaktadir (Ishida vd., 2018).
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Gida iriinlerinde kullanilan miktart ¢ok oOnemlidir, ¢iinkii yiiksek konsantrasyonda
eklenmesi tatta acilik ve burukluga dolayisi ile istenmeyen bir tada sebep olmakla beraber
iriiniin karakteristik tat-aromasinda degisiklige sebep olmaktadir (Banskota vd., 2001;
Naczk ve Shahidi, 2004).

2.6. Oral Mikrobiyal Flora

Agiz boslugu bakteri, ark, fungus ve viriislerin bulundugu ve igerik olarak insan
viicudunun en ¢ok mikrobiyal yasam alanlarindan birini olusturmaktadir (Collins ve
Dawes, 1987). Disler, insan viicudundaki tek dogal dokiilmeyen yiizey olup biyofilm ve
mikrobiyal kalicilik i¢in giivenli alanlardir (Marsh vd., 2011). Agiz i¢i siirekli olarak
kivamli bir s1vi olan tiikiiriik ve diseti olugu adi verilen sivilarin etkisindedir (D. Yilmaz
ve Altindis, 2018). Tiikiiriik sivisi konusmayi, ¢ignemeyi, yutmay1 ve sindirime yardimet
olmakla birlikte mikrobiyotay1r korumaya yardimci olan hayati enzim ve proteinleri
icermektedir. Tikiiriik igerigi mikroorganizmalarin birincil besin kaynagi olup dengeli bir
mikrobiyom gelisimi i¢in onemlidir. Agiz ortami birgok mikroorganizmanin tiremesine
uygun olmakla birlikte bu mikroorganizmalar tiikiirik proteinleri ve glikoproteinleri

besin kaynagi olarak kullanirlar (Van ’t Hof vd., 2014).

Oral mikrobiyota olarak da isimlendirilen bu topluluk igerisinde yaklasik olarak 280
bakteri tiirti kiiltiiriine rastlanilmistir (Dewhirst vd., 2010). Oral mikrobiyota, kisiden
kisiye bazen ayni bireyin farkli agiz bolgelerinde degisiklikler gostermektedir. Farkl
bir¢cok etmene bagli olarak oral mikrobiyata da bazi mikroorganizma gruplar1 daha baskin
bulunmaktadir. Oral mikrobiyotanin habitati se¢mesindeki en net Ozellik segecekleri
yizey dokusunun; oral mukoza gibi yumusak dokular veya dis minesi gibi sert

dokulardan olusup olusmadigidir (Yilmaz ve Altindis, 2018).

Oral bakteriler, genel olarak hiicre duvarlarinin boyanma 6zelliklerine gére gram-pozitif

(+) ve gram-negatif (-) bakteriler olarak iki kategoriye ayrilabilirler (How vd., 2016).
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Tablo 2.1. Insan oral mikrobiyata (How vd., 2016)

Mikroorganizma Grubu | Mikroorganizma Tiirii
Gram pozitif (+)

Aerobik veya fakiiltatif | Streptococcus (S. gordonii, S. mitis, S. auralis, S. salivarius),
anaerobik Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis), Enterococcus (E.
faaecalis), Lactobacillus (L. casei, L. fermentum),
Corynebacterium (C. matruchotii), Actinomyces (A. naeslundii,
A. israelli, A. viscosus), Arachnia (A. propionica), Rothia (R.

dentocariosa)

Zorunlu anaerob Bacillus  (B. cereus), Propionibacterium (P. acnes),

Peptostreptococcus (P. micros, P. anaerobius).

Gram Negatif (-)

Aerobik veya fakiiltatif | Campylobacter (C. rectus, C. concisus, C. gracilis),

anaerobik Actinobacillus (A. actinomycetemcomitans).

Zorunlu anaerob Fusobacterium (F. nucleatum), Porphyromonas (P. gingivalis),

Prevotella (P. melaninogenica, P. oralis, P. intermedia)

Streptokoklar, insan agiz florasinda dis ¢iiriigii olusumunda 6nemli rol oynayan, gram-
pozitif, fakiiltatif anaerobik bakterilerdir, farenjit, bakteriyel endokardit, idrar yolu
enfeksiyonlari, akut romatik ates, romatik kalp hastaligi, akut glomerulonefrit, pnomoni,
menenjit, kulak enfeksiyonlar1 ve dis c¢iiriikleri gibi rahatsizliklarda rol oynamaktadir
(Loesche, 1996; Oppegaard vd., 2015).

1924 yilinda Clarke tarafindan teshisi yapilan S. mutans, ¢iiriik lezyonlarindan izole
edilen, degisken koloni morfolojilerine sahip kapsiilsiiz kokobasillerdir (Clarke, 1924).
Asit tretimi (asidojenez) ve proton ATPaz enzim aktivitesi gibi baslica viriilans
ozellikleri sayesinde asidik ortamlarda yasamini siirdiirebilmekte ve bu 0Ozellikleri
araciliftyla agiz mikrobiyotasindaki diger mikroorganizmalara kars1 {stilinliik
saglamaktadir (Zhu vd., 2017). Ortamdaki sakkaroz varligi, S. mutans'in dis yiizeyine
yapisma Kkapasitesini artiran ekstraselliiler polisakkarit {iretimini tesvik etmektedir
(Gibbons, 1984). Duarte ve ark. (2006), propolisin etil alkol fraksiyonun S. mutans in
propolis Oziitiiniin biyofilm {izerine herhangi bir etkisinin olmadigini, fakat biyofilm
tabakasimin asit olusumunu belirgin miktarda azalttigin1 bildirmislerdir (Duarte vd.,
2006). Ikeno ve ark. (1991), yaptiklar1 ¢alismada, propolisin agiz ortami ve bakteri

florasinda, ozellikle S. mutans iizerinde dis ¢lirtigiinii onleyici etkisini analiz etmis ve
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propolisin bakteri floras1 iizerindeki ¢ok yonlii etkisi nedeniyle siganlarda dis clirtigiinii

onemli ol¢giide azalttigini bildirmislerdir (Ikeno vd., 2009).

Gram pozitif bir bakteri olan S. sanguinis, dis plaginda yer alan spor olusturmayan,
fakiiltatif anaerobdur. Diger streptokoklar gibi, S. sanguinis’ in hiicre boliinmesi tek bir
eksen boyunca gergeklesmektedir (Gurung vd., 2017). S. mutans'in kolonizasyonunu
engelleyerek dis sagligina fayda sagladigi bilinse de, S. sanguinis ayn1 zamanda enfektif
endokarditin en yaygin nedenlerinden biri olan 6nemli bir firsat¢1 patojendir (Caufield

vd., 2000; Que ve Moreillon, 2011).

Porphyromonas gingivalis, protein par¢alanma iriinlerinden enerji saglayan, gram-
negatif, cubuk seklinde zorunlu anaerobik bir bakteridir. Agiz boslugunda bir patobiyont
olarak bulunur ve periodontitisin 6nde gelen etkenlerinden biridir. Ayrica
kardiyovaskiiler hastalik, alzheimer ve romatoid artrit gibi sistemik hastaliklarla iligkilidir
(Reyes, 2021). P. gingivalis, cesitli viriilans faktorleri repertuvarmna sahip siyah
pigmentli bakteridir (Lamont vd., 2020). Propolisin en ¢ok kullanilan etanolli
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerine bakildiginda, periodontal hastaliklarin temel
patojeni olan P. gingivalis e kars1 etkili oldugu ve periodontal hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in birincil hedef olarak kabul edilmektedir (Yoshimasu vd., 2018).

Lactobacillus acidophilus, insan sagligiyla iliskili 6ne ¢ikan probiyotiklerden biridir.
Lactobacillaceae familyasina ait bu spor olusturmayan gram-pozitif basil, 2-10 pm
uzunlugunda, dairesel uclu ince cubuklar seklindedir. Probiyotik o6zellikleri arasinda
diisiik pH toleransi, safra direnci ve kolon hiicrelerine yapisma kabiliyeti bulunmaktadir
(Azcarate-Peril vd., 2004; Shah, 2007). Lactobacillus tiirleri, fakiiltatif anaerobik laktik
asit liretici bakteriler olarak bilinir ve insan saglig1 iizerinde birgok yararli etkiye sahiptir.
Bu etkiler arasinda patojenik bakterilere kars1 antagonistik 6zellikler 6nemli bir yer tutar
(Prabhurajeshwar ve Chandrakanth, 2017). Ozellikle Lactobacilli ailesinden
probiyotiklerin  patojenik oral bakterilerin biyofilm olusumunu engelleyebildigi
gosterilmistir (Bohora ve Kokate, 2017; Wasfi vd., 2018; Widyarman ve Theodorea,
2021).

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Escherichia coli (E. coli), insanlarin ve
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sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde en yaygin bulunan kommensal
bakterilerden olup c¢esitli enfeksiyonlara neden olabilen 6nemli bir patojendir (Kaper vd.,
2004). E. coli, kolay islenebilirligi, tam genom dizisinin bulunabilirligi, hem aerobik hem
de anaerobik kosullarda biiylime kapasitesi gibi 6zelliklerinden dolay1 biyoteknoloji
alaninda arastirma ve endiistriyel uygulamalarda da onemli bir mikroorganizma haline
getirmektedir. Ozellikle rekombinant DNA teknolojisinde ¢ok sik kullanilan
mikroorganizma olarak, hem tibbi hem de endiistriyel alanda genis kullanim alani vardir

(Yoon vd., 2009).

Staphylococcus aureus, gida zehirlenmesi, zatiirre, menenjit, endokardit, septisemi veya
toksik sok sendromu gibi daha ciddi hastaliklara kadar genis bir enfeksiyon
yelpazesinden sorumlu gram pozitif firsatg1 patojendir. Insanlarda bulasici hastaliklarin
onde gelen nedenlerinden biri olarak goriilmektedir. Besin eksikligi, genis pH ve biiylime
sicaklik araligi, metal iyonlarmin sinirli oldugu ortamlar, kuruma ve yiiksek tuz
konsantrasyonlart gibi ¢esitli g¢evresel zorluklara karsi hayatta kalma yetenekleri
sayesinde, S. aureus her yerde bulunabilmektedir (Wilson vd., 1995; Clements ve Foster,
1999; Laupland vd., 2003; Qiu vd., 2021). Agiz boslugu, S. aureus igin bir rezervuar
gorevi gorerek alt solunum yolu enfeksiyonlari ve diger hastaliklar arasinda capraz

enfeksiyonlarin tasinmasina zemin hazirlayabilmektedir (Lam vd., 2012).

Candida albicans, oval sekilli tomurcuklanan maya, septalarda daralmalar igeren uzun
elipsoid hiicreler (psodohif) veya paralel duvarli gergek hifler seklinde biiyiiyebilen
polimorfik bir mantardir (Berman ve Sudbery, 2002). Saglikli bireylerdede C. albicans
Omiir boyu zararsiz bir komensal olarak bulunur. Fakat belirli kosullar altinda ciltte
yiizeysel enfeksiyonlardan yasami tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar genis bir
yelpazede sorunlara sebep olabilmektedir. C. albicans kaynakli enfeksiyonlar, oral ve
vajinal yiizeysel enfeksiyonlar ile yasami tehdit eden sistemik enfeksiyonlar olmak {izere
iki ana kategoriye ayrilmaktadir (Mayer vd., 2013). Agiz boslugunda, popiilasyonun
yaklagik %75'inde C. albicans ve daha diisiik oranlarda diger Candida tiirleri
bulunmaktadir (Brandt, 2002).

Saccharomyces cerevisiae, 16 kromozomlu niikleer genomik DNA'ya sahip, tek hiicreli,

okaryot ve Okaryotik organizmalar {izerindeki temel arastirmalarin i¢in degerli bir bir
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mantardir (Goffeau vd., 1996; Parapouli vd., 2020). S. cerevisiae'nin tek hiicreli
yapisinin, Okaryotlarda bulunan neredeyse tiim biyolojik islevleri barindirmasi ve iyi
sekilde korumasi, bu organizmanin bilimsel ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmasini
saglamaktadir (Parapouli vd., 2020). Probiyotik olarak antibiyotiklerin yerine tibbi
tedavide, gida endiistrisinde ve hayvancilikta yaygin olarak kullanilmaktadir (Tan vd.,
2022).

Propolis, periodontopatik bakterilere karsi gosterdigi antibakteriyel aktivite sayesinde,
periodontal dokulardaki mikrobiyolojik ve klinik parametrelerde iyilesme saglar (F. A.
Santos vd., 2002; Coutinho, 2012; Wojtyczka vd., 2013; Sanghani vd., 2014; Kalia vd.,
2016). Ayrica propolis Oziitlerinin dis ¢liriigii ve periodontal hastaliklara karsi
kullanabilirligi bu hastaliklarda rol oynayan mikroorganizmalara karsi Onemli
antimikrobiyal aktivite gostermesi ve in vitro kosullarda dis plagi olusumunu

engellemesine baglanmaktadir (Koo vd., 2000).

2.6.1. Oral Mikrobiyotanin Sebep Oldugu Bazi1 Oral Hastaliklar

2.6.1.1. Dis Ciiriigii

"Ciirtik" kelimesi, Latince "kokusmus" veya "bozuk" anlamina gelen bir kelimeden
tiretilmistir ve bircok kiiltiirde baslangicta dis cliriigiiniin sebebi olarak dis kurdu
kavrami One siirtilmiistiir. 21.ylizyila gelindiginde, ¢iirtik, dislerde deliklerin (bosluklarin)
bulunmasi olarak tanimlanmaya baslanmistir (Health and Services, 2000). Dis c¢iirigi
agizda var olan bazi bakterilerin ve belirli etmenlerin varliginda disin sert yapisinin
bozulmasi olarak adlandirilmaktadir. Dis ¢lirigiiniin olusmasindaki etmenler; karyojenik
(ctirik yapict) bakteri varligi, bu bakterilerin beslenmesi i¢in gereken seker gibi
maddeler, bakterilerin beslenmesi sonucu olusan asitler ve bu asitlerin dis sert dokularina
etki etmesi i¢in gegen zaman temel etmenlerdir (Larsen vd., 1991). Dis c¢ilrigi
olusumunda karyojenik bakterilerle beraber biyolojik, genetik, sosyoekonomik, kiiltiirel
ve ¢evresel konulari iceren ¢ok faktorlii dis sert dokusunda mineral kaybina sebep olan
davranigla degistirilebilen enfeksiyon hastaligidir (Bader vd., 2004). Biyofilm

igerisindeki basta S. mutans olmak iizere bakterilerin sekerleri organik asitlere metabolize
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etmekte ve bu asitler disin kristal yapisinin ¢oziinmesine dolayisiyla ¢iiriik baslangicina

sebebiyet vermektedir (Paes Leme vd., 2006).

Mine ya da dentin dokusundan Kkalsiyum fosfat kaybi ile gergeklesen siirece
demineralizasyon, demineralizasyona ugramis bdlgelerdeki mineral kaybinin tekrar
yerine konulmasina ise remineralizasyon denir. Demineralizasyon siireci durdurulmaz ya
da remineralizasyon yoniinde ¢evrilmezse, ¢liriik olusumu baglar. Ciirligiin ilerlemesini
durdurmak igin bakteri kaynakli asit saldirisinin engellenmesi ve demineralizasyonun
onlenmesi dolayisiyla remineralizasyonun tesvik edilmesi birbirleriyle énemli &lgiide

iliskilidir (Featherstone, 1999).

Mikroorganizma

Sekil 1.1. Dis ¢iiriigiine sebep olan etmenler

En yaygin agiz hastaliklarindan biri olan dis ¢iirtigii, her yasta goriilebilir ve yalnizca dis
yapisinda yikima veya dis kaybina yol agmakla kalmaz; ayni zamanda periapikal
enfeksiyonlar ve bakteriyemi gibi diger agiz hastaliklarini ve sistemik durumlari da
tetikleyebilir (Selwitz vd., 2007). Dis ¢iiriigliniin gelisip ilerlemesiyle, mikrobiyal
topluluk degismektedir. Klinik olarak baslangi¢c ¢iirligli olarak tanimlanan beyaz
lezyonlarda; Streptococcus ve Actinomycetes grubu bakteriler oldukga fazla iken, ¢iiriik
lezyonu gelistik¢e kavite florasinda; S. mutans, Lactobacillus ve Bifidobacterium grubu
bakteriler baskin hale gegmektedir. Siit dislerinde S. salivarius, S. parasanguis,
Corynebacterium ve Actinomyces gerencseriae baskin olarak tespit edilirken. S.
salivarius, S. parasanguis, Campylobacter ve Selenomonas daimi dentisyonda derin
kavitasyonlarda baskin bakteri tiirleridir (Aas vd., 2008). Dis ciirigii, disin sert
dokularmin karyojenik mikroorganizmalar tarafindan lokalize olarak yikilmasi ile

karakterize edilen bir patolojik siirectir. Birgok gelismis tlilkede dis clirtigii gegmis yillara
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gore azalma gostersede, giiniimiizde hala temel saglik sorunlarindan biri olarak énemini
korumaktadir (Goswami vd., 2012). Propolis fraksiyonlarinin, bakteri plagi miktarini
azaltma etkinligi dis ¢lirigli olusumunu engelledigi bildirilmistir (Giamalia vd., 1999;
Koo vd., 2000; Sato vd., 2001; Botushanov vd., 2001; Koo vd., 2002; Jeon vd., 2011,
Kashi vd., 2011).

2.6.1.2. Periodontitis (Dis Iltihabi)

Periodontitis disi destekleyen, periodonsiyum adi verilen periodontal ligament, sement,
diseti ve kemikten olusan dokularin bakteriyel tahribatiyla karakterize kronik inflamatuar
bir hastaliktir. Periodontitisin temel etkeninin mikrobiyal dental plak oldugu bilinse de
konak yanitin1 etkileyen ¢esitli sistemik, metabolik ve c¢evresel faktdrlerin de hastalik
riskini artirdigi bilinmektedir (Acipinar vd., 2017). Bu hastaliklar gingivitis ile baslar,
tedavi edilmezse periodontitise ilerleyerek diseti ve disleri destekleyen alveol kemiginde
geriye doniissiiz hasarlar meydana getirir ve dis kaybina kadar yol acabilir (Newman vd.,
2006). Subgingival mikrofloranin baskilanmasi veya ortadan kaldirilmasiyla periodontal

hastaliklarin tedavisi miimkiindiir (Herrera vd., 2002).

Dis iltihabi rahatsizliklarindan genellikle gram negatif bakteriler sorumludur. Bu
bakteriler lipopolisakkarit gibi endotoksinler ile interlokin-1 beta (IL-1B), timor nekroz
faktori-alfa (TNF-a), prostaglandin E2 (PGE2) gibi periodontal doku yikiminda merkezi
rol oynayan sitokin tireten makrofajlart uyarirlar (Acipmnar vd., 2017). Yoshimasu ve ark.
(2018),  Propolisin etil alkol oziitiiniin, periodontal hastaliklara karsi etkili bir
antibakteriyel ajan olarak profilaktik ve terapGtik potansiyele sahip oldugunu
bildirmislerdir (Yoshimasu vd., 2018). Dodwad ve Kukreja (2011), 18 ila 50 yaslart
arasindaki bireylerin, %0,2 CHX, tuzlu su ve giinde iki kez kullanilan propolisin alkollii
soliisyonunun etkilerini degerlendirdigi calismada, propolis ve CHX ile tedavi edilen
gruplarda dis eti iltihabinda iyilesme gozlendigini bildirmislerdir (Dodwad ve Kukreja,
2011).

Propolisli sakiz ve gargaranin diseti iltthabi ve plak birikimi tizerindeki etkilerini
degerlendirildigi calismada, propolisli gargara grubunun hem plak hem de diseti

indekslerinin propolisli sakiz grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu, ayrica
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propolisli gargaranin plak inhibisyonu ve diseti iltihabi lizerinde sakizdan daha etkili
oldugu gosterilmistir (Ercan vd., 2019). Bhat ve ark. (2015), propolisin plak birikimini
azaltmada giivenli ve etkili oldugunu ve propolisin odontolojik alanda potansiyeline

isaret ettigini belirtmislerdir (Bhat vd., 2015).

2.6.1.3. Agiz Kokusu (Halitozis)

Ag1z kokusu bir diger adiyla halitozis, Latince halitus (solunabilir hava) ve osis (patolojik
degisiklik) kelimelerinden tiiretilmis bir kelimedir (Lee ve Hong, 2023) Halitozis kisinin
soluk verme sirasinda ortaya ¢ikardigi hos olmayan kokudur (Murata vd., 2002).
Halitozis esas olarak patolojik veya patolojik olmayan nedenlerle olusan ugucu organik
bilesiklerden olusur. Bu ugucu organik bilesikler kiikiirt bilesikleri, aromatik bilesikler,
azot iceren bilesikler, aminler, kisa zincirli yag asitleri, alifatik bilesikler ve ketonlardir
(Thorn ve Greenman, 2012). Halitozisde dil kaplamas (yiyecek artiklari, dokiilmiis epitel
hiicreleri ve kan hiicreleri) 6nemli bir faktordiir. Bu ortam ucucu kiikiirt bilesikleri iireten

bakterilerin beslenmesi i¢in mitkemmel bir ortam yaratir (Kamaraj vd., 2014).

Agiz icerisinde bulunan bakterilerin ¢ogu kotii nefes kokusuna neden olan kot kokulu
bilesikler iireterirler (Aas vd., 2005; Chattopadhyay vd., 2019). Agiz kokusuyla en ¢ok
iliskili olan oral bakteri tiirleri Actinomyces spp., Bacteroides spp., Dialister spp.,
Eubacterium spp., Fusobacterium spp., Leptotrichia spp., Peptostreptococcus spp.,
Porphyromonas spp., Prevotella spp., Selenomonas spp., Solobacterium spp., Veillonella
spp. ve Tannerella forsythia' dir (Eribe ve Olsen, 2017; Ye vd., 2019; Hampelska vd.,
2020).

Propolis 6zleri kotii agiz hijyeni nedeniyle olusan halitozisi dnledigi i¢in agiz bakim
driinlerinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica propolis dis eti iltihabina ve periodontite
neden olan bakteri plagi ve patojenik mikrofloranin biiylimesini azaltma yeteneginden

dolay1 terapdtik bir ajan olarak rol oynamaktadir (Pereira vd., 2011).
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2.7. Sekerlemeler

Seker ve glikozun yada sadece sekerin pisirilmesinden sonra sitrik asit, tartarik asit ya da
potasyum bitartarat ilavesiyle olusan hamura siit, siit tozu, jelatin ve aroma maddelerinin
de eklenmesiyle elde edilen gida maddeleri sekerleme olarak adlandirilmaktadir (Altinok
vd., 2020). Baska bir ifadeyle sekerleme; su, seker ve asitin karistirilip, kaynatilip,

sogutulmasi sonucu elde edilen gida iirliniidiir (Hayoglu vd., 2010).

Sekerleme formiilasyonlarinda seker kaynagi olarak genellikle glikoz ve fruktoz
suruplariyla dekstroz ve sakkaroz kullanilmaktadir (Utomo vd., 2014; Charoen vd.,
2015).

Sekerleme iriinlerinin tliketici tercihine gore sert sekerlemeler (akide, mevlana),
yumusak sekerlemeler (jole ve karamel), karisik sekerlemeler (dolgulu, kaplamali), helva,
ciklet, lokum, ¢ikolata gibi sekerleme triinleri bulunmaktadir (Yilmaz vd., 2019).
Genellikle sekerlemeler sert ve yumusak olmak {izere olarak iki alt gruba ayrilmaktadir
(Altinok vd., 2020). Jelatin ve nisastanin jel olusturucu ve su baglayict maddeler olarak
en yaygin sekilde kullanildigi biyopolimer jel sistemleri olan yumusak sekerlemelerin
iceriginde esas olarak seker, nisasta, jelatin ve su bulunmaktadir (Burey vd., 2009). Sert
sekerler, yliksek sicaklikta suyun biiylik Olclide uzaklastirilmasiyla elde edilen, kati,
parlak, asirt sogutulmus ve kristal olmayan camsi yapidaki gida tiriinleridir. %1’ den az
su igerirler ve amorf bir yapiya sahiptirler (Cardoso ve Abreu, 2004; Demir vd., 2010;
Hayoglu vd., 2010; Netramai vd., 2018).

Tiiketiciler geleneksel muadilleriyle ayn1 doku ve lezzette daha saglikli ve daha az seker
iceren iriinleri talep etmektedir (Periche vd., 2014). Sekerleme iiretiminde kullanilan
sentetik boya maddelerin kullanimi1 ¢ocuklar tarafindan c¢ekici olsa da saglik iizerinde
olumsuz etkileri oldugu saptanmistir. Bu nedenle, sentetik boyar maddeler yerine dogal
renklendiricilere olan ilgi artmis; hatta dogal renk maddesi kullaniminin son yillarda

%1015 oraninda arttig1 bildirilmistir (Kovacs vd., 2019).

Rizk ve ark. (2008), kadife ¢igeginden elde ettikleri karotenoit pigmentinin %0,30- %0,35

oraninda katildig1 sekerlerin duyusal analizde en ¢ok tercih edilen 6rnek oldugu tespit
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etmislerdir (Rizk vd., 2008). Nesreen ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada, marshmallow
tipi yumusak sekerlerde pancar ve altin ¢ilek suyunun yalnizca dogal renk maddesi
saglamadigl, ayn1 zamanda antioksidan aktivite ve mineral madde agisindan zengin

olmalar1 nedeniyle de tercih edilmesi gereken kaynaklar oldugunu belirtmislerdir

(Nesreen vd., 2017).

Tatlandiricilar; dogal-yapay tatlandiricilar, seker alkolleri ve tatli proteinler olarak
smiflandirilmaktadir (O’Brien-Nabors, 2016). Seker alkolleri, sekerlerin bir aldehit
grubunun veya bazen bir keton grubunun, bir hidroksil grubu (—OH) ile ikame
edilmesiyle elde edilen bilesiklerdir. Bu kimyasal degisiklik, seker alkollerinin kolay
sindirilebilen karbonhidratlar olmasini saglamaktadir. Seker alkollerinin ¢ogu aldoz
sekerlerinden iretildiginden alditoller olarakta isimlendirilirler. Seker alkolleri, kimyasal
yapilarina gore farkli gruplara ayrilabilir. Bu gruplar arasinda hidrojene monosakkaritler
(sorbitol, mannitol), hidrojene disakkaritler (izomalt, maltitol, laktitol) ve hidrojene
mono-, di- ve/veya oligosakkaritlerin karisimlar1 yer almaktadir (Ellwood, 1995; Livesey,
2003; Mékinen, 2011; Shankar vd., 2013). AB mevzuatina gore besleyici tatlandiricilar
olarak tanimlanan yedi seker alkolii vardir, yani sorbitol (E420), mannitol (E421),
izomalt (E953), maltitol (E965), laktitol (E966), ksilitol (E967) ve eritritol (E968)
(Mékinen, 2011). Seker alkollerinin; nemlendirici, lezzet arttirici, stabilize edici,
kristallesmeyi Onleyici, emiilgator, hacim arttiric, yiiksek sicakliklarda kararli olma ve
prebiyotik olarak kullanimi gibi 6zellikleri bulunmaktadir (Petkovié, 2019). Diisiik kalori
degerine sahip olan seker alkolleri, bireylerin enerji alimimi azaltmalarina ve dolayisiyla
kilo kaybi saglamalarina katkida bulunmaktadir (Livesey, 2003; Grabitske ve Slavin,
2008).

2.7.1. izomalt

Izomalt 1960' I yillarda kesfedilen iki izomerik disakkarit alkoliin karisimindan
olusmaktadir (Makinen, 2011). 6-Od-lukopiranoz-d-sorbitol (1,6-GPS) ve 1-Od-
glukopiranosil-d mannitol (1,1-GPM) molekiillerinden olusmaktadir (Unal, 2021).
Izomalt fiziksel olarak sakkaroza benzemesinin yam sira hafif higroskopiktir ve iki
asamali bir islemle sakkarozdan iiretilmis olsa da kimyasal ve enzimatik olarak
sakkarozdan daha kararli yapidadir (Sentko ve Willibald-Ettle, 2012; Grembecka, 2015).
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Prebiyotik olarakta kullanilan izomaltlar beyaz, kokusuz ve kristal bir yapiya sahiptir.
Izomaltlar indirgenmeyen sekerler oldugu igin herhangi bir esmerlesme reaksiyonu
goriilmemektedir (Wilson, 2007). izomaltin kalori degeri 1.94 kcal/g olup sakkaroza gore
tathlik derecesi %45-%60° dir (Varzakas vd., 2012). 20 °C' de 100 g ¢ozeltide
¢cozlnlirliighi 24 gramdir, sicaklik yiikseldik¢e ¢ozlniirliikleri de artmaktadir (Wilson,
2007). izomalt tatlandiric1 olarak kullanimmin yani sira hacim artirict ve topaklanma
onleyici olarak da kullanilmaktadir (Grembecka, 2015). Izomalt ¢abuk kristallesmedigi
icin seker heykelleri ve dekoratif yenilebilir iirtinlerde kullanilabilmektedir ve yiiksek 1s1
stabilitesinden dolay1 pisirme gibi yiiksek 1s1l islemlerinde tercih edilmektedir (Sentko ve
Willibald-Ettle, 2012; Barbieri vd., 2014).

Diistik glisemik indekse sahip olan izomalt, karyojenik degildir, dis ¢iiriiklerini 6nlemeye
yardimci olur ve kan glikozu ile insiilin seviyelerini artirmaz, bu nedenle seker hastalar
icin uygundur. Ayrica tek basina veya istenen tathiligi elde etmek icin diger
tatlandiricilarla birlikte de kullanilabilmektedir. Diger tatlandiricilarla, 6zellikle yogun
olanlarla sinerjik etki gostermektedir (Takatsuka vd., 2008; Sentko ve Willibald-Ettle,
2012; Efe vd., 2019). izomalt sert sekerler, sakizlar, sekerlemeler, cikolatalar, firmlanmis
gidalar, gida takviyeleri ve pastil gibi ¢ok farkli gida iriinlerinde tatlandirict olarak
kullanilmaktadir (Mdkinen, 2011). Sentetik tatlandiricilarin aksine seker alkolleri
mikrobiyotay1 olumlu yone etkilemektedir, eritritol gibi istisnalar1 bir kenara koyarsak
mikrobiyota agisindan seker alkollerinin kullanilmasi olumlu bir etki yapmaktadir
(Giiltekin vd., 2017). Izomalt, oral mikroorganizmalara kars1 in vitro test edilmis, asit ve
ciiriik olusturmayan seker alkolii olarak siniflandirilmistir (Canada, 2005). Ayrica izomalt
iceren dis macunlarinin diglerin remineralizasyonunu artirdigi bildirilmistir (Takatsuka

vd., 2008).
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Sekil 2.2. Izomalt molekiilleri (Ergiin ve Tekgiil, 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Mikroorganizmalar, Hiicre Hatlar1 ve Propolis

Streptococcus mutans (ATCC 35688), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556),
Lactobacillus acidophilus (ATCC 9224), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277),
Escherichia coli (ATCC-25922) , Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Saccaromyces
cereviceae (ATCC 9763), Candida albicans (ATCC 10231) mikroorganizmalari

kullanilmastir.

HDF hiicre hatt1: insan dermal fibroblastlar
HGF hiicre hatt1: Insan diseti fibroblastlar1 kullanilmustir.

Calismada kullanilan propolis oOrnekleri 2023 yili Eylil ayinda Bingdl Karliova

bolgesinden temin edilmis -18 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal ve Hammaddeler

Etil alkol (C2HsOH), Metil alkol (CHsOH), Sodyum hidroksit (NaOH), DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) soliisyonu, Demir (II) kloriir (FeCl2), Ferrosin soliisyonu
(C20H12N4Na206S2), Sodyum fosfat (NaH:POg), Siilfiirik asit (H2SOs), Amonyum
molibdat ((NHs)éM07024H20), Folin-ciocalteu reaktifi (FCR), Sodyum karbonat
(Na2COs3), Aliiminyum kloriir (AlClz), Sodyum Nitrit (NaNO2), Gallik asit (C7HeOs) |,
Kuercetin (C1sH1007), Butillenmis hidroksi toluen (BHT), Beta hydroxy acid (BHA),
Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA), a-tokoferol (C29Hs002), Miiller Hinton Broth,
Mueller Hinton Agar, Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM), Fetal Bovine Serum
(FBS), Penicilin-Streptomycin, Trypsin-EDTA Soliisyonu, 2,3-Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT).
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3.3. Propolis Ekstraksiyonu

Sun ve ark. (2015), propolis ekstraksiyonunda tercih edilen ¢o6ziiciiniin, fenolik
bilesiklerin ¢esitliligi ve verimi iizerinde belirleyici bir rol oynadigini rapor etmistir (Sun
vd., 2015). Cunha ve ark. (2004), calismalarinda %70 etanol/su karisiminin, propolis
ekstraksiyonunda en yliksek fenolik bilesik miktarini ve en verimli 6ziitii elde etmek i¢in

en uygun ¢oziicii oldugunu belirtmislerdir (Cunha vd., 2004).

Bu ¢alismalar dogrultusunda propolis ekstraksiyonu i¢in %70’ lik etil alkol ¢oziicii olarak
tercih edilmistir. Keskin ve ark.(2020) metodunda bazi degisiklikler yapilarak temin
edilen ve ekstraksiyon oncesinde ogiitiilerek -18°C’ de muhafaza edilen propolisten 10 g
alinmistir. Ve 100 mL n-heksan ile IKA T 10 Basic Ultra Turrax marka homojenizator
kullanilarak 2 dakika boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen homojen siispansiyon,
40°C’ de 150 rpm hizinda c¢alisan calkalayicida 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Ardindan, siispansiyon filtre kagidindan siizlilmiis ve kalan pelet {izerine 100 mL %70
etanol eklenerek ayni kosullarda (40°C, 150 rpm, 24 saat) ikinci bir ekstraksiyon islemi
uygulanmistir. Elde edilen etanolik ekstrakt, filtre kagidindan siiziildiikten sonra rotary
evaporatorde ¢Oziiclisii uzaklastirilarak ham ekstrakt formunda elde edilmistir (Keskin
vd., 2020)

24 saat o
40°C de =3
150 rpm
| =0
1 i -
e -l SN
== | -
10 gr propolis — ] °C £
100 mL L - ?—E_
%70 etOH J

Sekil 3.3. Propolis ekstraksiyonun basamaklari



26

3.4. Fenolik Bilesenlerinin LC-MS/MS Orbitrap Kiitle Spektrometresi ile Analizi

Fenolik bilesikler, bir hidroksil (OH) grubunun bir benzen (aromatik halka) halkasina
baglanmasiyla olusan organik bilesikler olup, besinlerin renk ve lezzetinde rol alirlar
(Inui vd., 2014). Bu bilesikler, bitkilerin birgok zararli etmen ve patojene karsi, ayrica
UV iginlarina karsi korunmasinda rol oynayan sekonder metabolitlerdir (Harborne ve
Williams, 2000; Ullah vd., 2020). Koruma o6zelliklerinin yani sira, fenolik maddeler
bitkiye kazandirdig1 ¢esitli renklerle polinator bocekleri ¢ekerek tozlasmayi tesvik eder.
Ayrica, bitkilerde enerji transferi, fotosentez, bitki biiyiime hormonlarinin aktive edilmesi
ve diizenlenmesi gibi pek ¢ok dnemli fonksiyonlara da sahiptirler (Shirley, 1996; Gomez-
Caravaca vd., 2006).

Propolisin koruyucu etkileri, biyolojik aktivitesinden sorumlu en oOnemli bilesik
gruplarindan biri olan fenolik bilesikler sayesinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle,
propolisin biyolojik etkinligini ve fenolik bilesik ¢esitliligini belirlemek amaciyla LC-
MS/MS analizi gergeklestirilmistir. Analizde kullanilan cihazin model ve teknik

ozellikleri asagida verilmistir.

3.4.1. Sivi Kromatografisi-Yiiksek Coziiniirliik Kiitle Spektrometrisi Cihazi

LC-HRMS analizleri, DIONEX UltiMate 3000 RS pompasi, DIONEX UltiMate 3000 RS
otomatik numune alicis1 ve DIONEX UltiMate 3000 RS kolon firin1 iceren LC sistemi ve
isitmal1 elektrosprey iyonlagma arayiiziine sahip Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher
Scientific) yiiksek ¢oziintirliikliit MS bilesimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Orbitrap-
MS cihazi, bir otomatik siringa enjektorii (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
pozitif (Pierce™ LTQ Velos ESI Positive Ion Calibration Solution) ve negatif
kalibrasyon (Pierce™ Negative Ion Calibration Solution) soliisyonlart ile kalibre edildi.

Yapilan LC-HRMS analizlerinde LC ve MS kismi sistem bilgisayarina yiiklenmis olan
TraceFinder 3.2 (Thermo Scientific) programi ile es zamanh olarak calistirilmis, veriler
Xcalibur software version 2.1.0.1140 (Thermo Fisher Scientific) programi ile toplanilarak

kaydedilmistir.
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3.4.2. Kromatografi ve Yiiksek Coziiniirliiklii MS Kosullar

Gergeklestirilen analizlerde Phenomenex® Gemini® 3um NX-C18 110 A (100 mm x
2mm) kolonu kullanildi. Kolon firin sicakligi 30 °C, eliisyon gradiyentinde hareketli A
fazinda Ultrapure su sistemi (GFL 2004/ Human power 1) ile elde edilen ultra safsu da
hazirlanmis %2 (v/v) glasiyel asedik asit, hareketli B fazinda %99,9 saflikta LC-MS
derecede metanol (Sigma) kullanilmistir. Ayirim, numune enjeksiyon hacmi 20,0 puL ve
0,3 mL/dk akis hizinda gradiyent eliisyon kosullar1 Sekil 3.4.> de belirtilen durumlara

gore gerceklestirildi. Analiz siiresi toplam 20 dakika olarak ayarlanmistir.

- 10+ ol

Retention Flow 5 wna| [ | A
[min] | [ml/min] B | Ha
1 : Il Flow [rl/min)

1 0.000 0.300 0.0 lsm

2 0.000 0.300 0.0 &

3 2.000 0.300 0.0 |2

4 13.000 0.300 98.0

5 15.900 0.300 98.0 o g

6 16.000 0.300 D.UI W 2 @ 60 30 @0 @0 N0 k0 84

7 19.000 0.300 0.0

Sekil 3.4. Eliisyonda takip eden gradiyent kosullari

Isitilmis bir elektrosprey iyonlasma ara yiizi ile donatilmig Orbitrap HRMS hem pozitif
(Full MS/AIF) hem de negatif (Full MS/AIF) modda ¢alistirildi. Iyonlastirma ara yiizii
kilif gaz (sheath gas) akis orani 35; yardimci gaz (auxiliarygas) akis orani 7; sprey voltaj
3,5 kV; kapiler sicakligi 350 °C; yardimci gaz (auxiliarygas) sicakligi 350 °C; S-lens RF
seviyesi 50 olarak ayarlandi. MS tarama araligi 60-800 m/z; resolution 17500; ACG
target 3. 10%; maximum IT 2 ms; CE (garpisma enerjisi, collision energy)/ step CE 25 V
kosullarinda gergeklestirildi. LC—Orbitrap HRMS analiz metoduna ait fitokimyasal
bilesikler igin Apigenin standart konsantrasyonu 10ppb- 20ppb- 40ppb- 60ppb- 80ppb-
100ppb- 200ppb- 300ppb- 400ppb- 500ppb hazirlanarak her birinin ¢ tekrarl sekilde
enjeksiyonu yapildi.Propolis stok ¢6zeltisinden konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde
5 mL HPLC derecede etanol ve 5 mL %2 asedik asit-safsu karisiminda hazirlandi. 10 mL
siringa yardimi ile gozenek biytlikligli 0,22 mikrometre 25 mm c¢apli PTFE siringa

filtreden siiziilerek 1.5 mL viale igerisinde cihaza enjeksiyonu yapildi.
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3.5. Antioksidan Analizler

Biyoaktif bilesiklerin saglik tlizerinde olumlu etkileri bitkisel kaynaklarda yaygin olarak
bulunan kimyasal bilesenlerce saglanmaktadir. Fenolik ve flavonoid bilesikler bu gruba
dahil olup, antioksidan ozellikleriyle dikkat ¢eker. Propolisin etil alkol ekstraktinin
biyoaktif 6zelliklerini belirlemek amaciyla toplam fenolik/ flavonoid igerigi ve icerdigi
biyoaktif bilesiklerin antioksidan kapasitesini degerlendirmek icin serbest radikal
giderimi (DPPH), metal selatlama ve toplam antioksidan kapasitesi analizleri
uygulanmustir. Antioksidan analizler ig¢in %70’ lik etil alkol ekstraksiyonu sonunda elde
edilen ham ekstreden 1 mg/mL olacak sekilde soliisyon hazirlanmis ve antioksidan

analizlerde kullanilmistir.

3.5.1. Toplam Fenolik Madde i¢erigi

Hajji vd. (2010) yontemine gore; propolis 6rneklerinin toplam fenolik madde analizleri
yapilmistir. 500 pL. numunelerden deney tiiplerine alinarak, iizerlerine 500 pL Folin
reaktifi eklenmistir. Daha sonra 500 pL Na.COs ve 3500 pL saf su eklenerek her bir
deney tiipii vortekslenmis ve karanlik laboratuvar sartlarinda 90 dk boyunca
bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda 6rnekler UV spektrofotmetre (Shimadzu UV-1800
Spectrophotometer) de 760 nm absorbansta O6l¢iilmiis ve Sonuglar gallik asit eslenigi
olarak verilmistir (Hajji vd., 2010).

a4 500 pL Folin
Reaktifi

500 pL Na2CO3
3500 pL saf su
90 dk
boyunca
karanlikta
a4 — ‘
5] !
N v
N e '
500 pL 760 nm
Propolis

ekstrakt:

Sekil 3.5. Toplam fenolik madde igeriginin deney basamaklari
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Toplam fenolik madde tayini, organik bir ¢oziiciide ¢6ziinmiis fenolik bilesiklerin, alkali
ortamda Folin-Ciocalteu reaktifi ile renkli kompleks olusturmasi prensibine dayanir ve bu
kompleksin absorbansi 760 nm dalga boyunda absorbans vermektedir. Fenolik bir madde
olan gallik asit standart egrinin hazirlanmasinda kullanmilmistir (Slinkard ve Singleton,
1977). Gallik asitin 31,25-1000 ppm araliginda farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak, 760
nm' deki absorbans degerleri y ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x ekseninde
gosterilmis ve bir standart ¢alisma grafigi hazirlanmistir. Elde edilen standart ¢alisma
grafiginde absorbans (Sekil 3.6) konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru
denklemi y = 0.0012x + 0,505 olarak tespit edilmis, propolis ekstraktlarindaki toplam
fenolik madde ug GAE/mg olarak hesaplanmastir.

1,8
1,6
1,4 -
1,2 -

08 -
06 -
04 - y = 0,0012x + 0,505
02 - R?=0,9919
O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (ppm)

Absorbans

Sekil 3.6. Gallik asit standard: ile hazirlanan standart kalibrasyon egrisi

3.5.2. Toplam Flavonoid Madde I¢erigi

Zhishen vd., (1999) metoduna gore propolis Orneklerinin toplam flavonoid madde
analizleri yapilmistir. 250 pL numuneler deney tiiplerine alimmis iizerlerine 150 pL
NaNO: eklenmis ve 6 dk bekletildikten sonra 75 pL AICl: eklendi. 5 dk boyunca
laboratuvar ortaminda bekletilen deney tiiplerine 1000 pLL. NaOH ve 2500 pL saf su
eklenmis ve her ekleme sonunda numuneler vortekslenmis ve UV spektofotmetre
(Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer) de 510 nm de Ol¢iimler alinarak Sonuglar
kuercetin eslenigi olarak verilmistir (Zhishen vd., 1999; Chang vd., 2002).
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Sekil 3.7. Toplam flavonoid madde deney basamaklari

Kuercetin 31,25-1000 ppm araliginda konsantrasyonlari hazirlanmig, 510 nm' deki
absorbans degerleri y ekseninde, konsantrasyon degerleri ise x ekseninde gosterilerek bir
standart ¢alisma grafigi hazirlanmistir. Elde edilen standart ¢alisma grafiginde absorbans
(Sekil 3.8) konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = 0,0003x +
0,0745 olarak tespit edilmis, propolis ekstraktlarindaki toplam flavonoid madde miktar1

ug KE/mg olarak hesaplanmuistir.

0,45 -
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0,1 y = 0,0003x + 0,0745
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Konsantrasyon (ppm)
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Sekil 3.8. Kuersetin standardi ile hazirlanan standart kalibrasyon egrisi
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3.5.3. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

Stabil ve ticari olarak temin edilebilen bir radikal olan DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl), bir elektron veya hidrojen aldiginda 517 nm dalga boyunda karakteristik
bir absorbans degisimi gosterir (Huang vd., 2005). Cesitli dogal iirtinlerin serbest radikal
temizleme yeteneginin dl¢lilmesi siklikla kullanilan bir metottur (Ahn vd., 2007). Hatano
vd. (1998) yontemine gore; 0.3 mL numunelerin iizerine 2.7 mL taze hazirlanan DPPH
soliisyonu deney tiiplerine eklenip vortekslendikten sonra 60 dk boyunca karanlik
ortamda bekletilmistir. Her 6rnek i¢in 3 tekerriirlii ve bekleme siiresi sonunda 517 nm’ lik
absorbansta UV spektrofotometresinde (Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer)
Olglimler alinmistir (Hatano vd., 1988). Elde edilen sonuglar % inhibisyon formiiliine
gore ve troloks eslenigi olarak sentetik antioksidanlardan BHA ve BHT ile kiyaslanarak

sonuglar verilmistir.

% Inhibisyon = =22+ 100 (3.1)

Ax: Kontrol numunesinin absorbansi

An: Ornek numunesinin absorbansi.

2,7 mL DPPH
*
!
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Sekil 3.9. DPPH radikal siipiiriicii aktivite deney basamaklari

Troloks 31.25-1000 ppm araliginda konsantrasyonlar1 hazirlanmig, 517 nm'deki

absorbans degerleri y ekseninde, konsantrasyon degerleri ise x ekseninde gosterilerek bir
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standart calisma grafigi hazirlanmistir. Elde edilen standart calisma grafiginde absorbans
(Sekil 3.10) konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = -
0,0003x + 0,3178 olarak tespit edilmistir.

0,35
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R?=0,9958

0,3 -

0,25

o
N
1

Absorbans

0,15

o
N
1

0,05 -

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon

Sekil 3.10. Troloks standardi ile hazirlanan standart kalibrasyon egrisi

3.5.4. Metal Selatlama Aktivitesi

Yontemin genel prensibi ferrik 2,4,6-tripyridyl-s-triazin kompleksinin (Fe™-TPTZ)
antioksidan madde varliginda mavi ferrous formuna (Fe+2-TPTZ) indirgenmesi esasina
dayanmaktadir (Benzie ve Szeto, 1999). Metal selatlama aktivitesinin belirlenmesi igin
Dinis vd. (1994) metolarinda ufak modifikasyonlarla; 0,5 mL propolis ekstrati
orneklerinden deney tiiplerine alinmis ve iizerine 1,6 mL distile su ile 0,05 mL 2 mM
FeCl, eklenerek hizlica vortekslenmistir. 30 saniye sonra 0,2 mL 5 mM Ferrozine
eklenerek tekrar vortekslenmis ve 10 dk boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra
562 nm’ lik absorbansta Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer cihaziyla olglimler
alinmistir. Elde edilen sonuglar % inhibisyon formiiliine gére hesaplanmistir (Dinis vd.,

1994).

% Inhibisyon = AkAkAn * 100 (3.2)

Ax: Kontrol numunesinin absorbansi

An: Ornek numunesinin absorbansi
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Sekil 3.11. Metal selatlama aktivitesi deney basamaklari

3.5.5. Toplam Antioksidan Kapasitesi

Propolis  ekstraktinin ~ toplam antioksidan  kapasitesi fosfomolibden metodula
belirlenmistir. Bu metodunun temel prensibi, eksraktlar tarafindan Mo (VI)’nin Mo (V)’e
indirgenerek asidik ortamda yesil fosfat Mo (V) bilesiginin olusmasidir (Ozden vd.,
2017). Prieto ve arkadaslar1 (1999), calismalarina gore degerlendirilmis ve o-tokoferol
esdegeri olarak ifade edilmis, kisaca, 0,4 mL etanolde ¢6zdiiriilmiis ekstreler ile 4 mL
reaktif ¢ozeltisi (0,6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat)
vorteks ile karistirildiktan sonra su banyosunda 90 dk. siireyle 95°C’ de bekletilmis ve
695 nm’ lik absorbansta Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer cihaziyla olgiimleri
yaptlmistir. Toplam antioksidan kapasitesi a-tokoferol eslenigi olarak hesaplanmistir
(Prieto vd., 1999).
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Sekil 3.12. Toplam antioksidan kapasitesi deney basamaklari

a-tokoferol 31,25-1000 ppm araliginda konsantrasyonlart hazirlanmig, 690 nm' deki
absorbans degerleri y ekseninde, konsantrasyon degerleri ise x ekseninde gosterilerek bir
standart ¢aligma grafigi hazirlanmistir. Elde edilen standart ¢aligma grafiginde absorbans
(Sekil 3.13) konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = 0,0017x
+ 0,0815 olarak tespit edilmistir. Propolis ekstraktlarindaki toplam antioksidan kapasite

ug a-tokoferol/mg olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.13. a-tokoferol standardi ile hazirlanan standart kalibrasyon egrisi
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3.6. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Mikroorganizmalarin antimikrobiyallere karsi hassasiyetlerini belirlemek amaciyla farkli
antibiyotik duyarlilik testleri bulunmaktadir. Antibiyotik duyarlilik testleri arasinda en
cok kullanilan testler;
1. Disk difiizyon testleri
2. Diliisyon testleri
A. Agar diliisyon testleri
B. Broth diliisyon testleri
1. Makrodiliisyon
2. Mikrodiliisyon
3. Gradient strip testleri (E-test)
4. Otomatize yontemler (Vitec) olarak farkli yontemler bulunmaktadir (Basustaoglu vd.,
2020).

Propolis oziitlerinin antimikrobiyal etkileri; ilk caglardan giiniimiize kadar bilinmis,
kullanilmig ve arastirma konusu olmustur. Propolisin ¢esitli bakteri, mantar, virlis ve
diger mikroorganizmalara kars1 etkilerine iligkin ¢ok sayida bilimsel ¢calisma bulunmakta
ve bu caligmalar tip, dis hekimligi ve eczacilik gibi alanlarda kullanima uygun propolis
tiretimine olanak saglamaktadir (Bakkaloglu ve Arici, 2019). Propolisin antimikrobiyal
aktivitesi, yiiksek flavonoid igerigine atfedilmis; ayrica icerdigi bilesiklerin sinerjik
etkilerinin de bu aktivitede 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Santos vd., 2002; Trusheva
vd., 2007; Silva vd., 2008). Propolis, sitoplazmik membran1 etkileyerek bakterilerin
hareketliligini yavaslatmakta ve enzim aktivitesini inhibe ederek antimikrobiyal etkinlik
gostermektedir (Mirzoeva vd., 1997). Guglii bakteriyostatik ve bakterisidal etkileri, hiicre
boliinmesini dnlemesi, protein sentezini ve bakteri biiyiimesini inhibe etmesi gibi birlesik
mekanizmalarla iliskilendirilmistir (Havsteen, 1983; Oksuz vd., 2005). In vitro ortamda
propolis, mikroorganizmalara dogrudan etki edebilirken, in vivo bagisiklik sistemini
uyararak mikroorganizmalarin yok edilmesinde rol oynayan mekanizmalar1 aktive

edebilmektedir (Sforcin ve Bankova, 2011).

Propolis oOziitlerinin gram (+) bakterilere kars1 gram (-) bakterilere oranla daha yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu dogrulanmistir (Przybytek ve Karpinski, 2019).
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Gram-negatif bakterilerin dis zarinin tiirlere 6zgii yapis1 ve propolisin aktif bilesenlerini
parcalayan hidrolitik enzimlerin {iretimi, bu farkliligin sebebi olarak bildirilmektedir

(Sforcin, 2016).

Streptococcus, Lactobacillus, Fusobacterium, Corynebacterium ve Staphylococcus cinsi
bakterilerin agizin normal florasinda bulundugu ve dis ¢iiriiklerine neden olabilecegi
bildirilmistir (Rowe vd., 1976; Slots, 1977; Park vd., 1998; Leistevuo vd., 2000; Yabao
vd., 2005; Adekoya-Sofowora vd., 2006). Ozellikle Streptococcus, Lactobacillus ve
Staphylococcus cinsine ait mikroorganizmalara karsi propolisin antimikrobiyal etkilerinin
belirlenmesi, dis ciiriiklerinin tedavisinde propolisin kullanimina yonelik yeni olanaklar

sunacaktir.

3.6.1. Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Miiller hinton broth ve Miiller hinton agar besiyerleri prosediirlerine uygun sekilde
hazirlandiktan sonra kullanilacak tiim malzemeler ile birlikte sterilizasyonu yapilmustir.
Biyogiivenlik kabini igerisinde stok bakterilerden ekimleri gegeklestirilen Streptococcus
mutans (ATCC 35688), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Lactobacillus
acidophilus (ATCC 9224), Porphyromonas gingivalis, (ATCC 33277), Saccaromyces
cereviceae (ATCC 9763), Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC-
25922) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) suslari, 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan, yaklasik 1,5 x 10® cfu/mL bakteri yogunluguna karsilik gelen 0.5 McFarland
standardina gbre hazirlanarak testlerde kullanilmak {izere standartlastirilmistir.
Konsantrasyonu ayarlanan bakterlerin stoklarindan tek kullanimlik steril petrilere 100 pL
bakteri olacak sekilde ekimleri gerceklestirilmistir (Andrews, 2001). Bakteri ekimi
yapilan petri kaplarina propolis ekstresinin 2 mg, 4 mg, 8 mg ve 16 mg
konsantrasyonlarindan her birinden 20 pL olacak sekilde disklere emdirildikten sonra
petri kaplarina yerlestirilmistir. 24 saat boyunca 37.5 °C’ de etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen inhibisyon zon caplari, bakterilerin pozitif
kontrol olarak kullanilan penisilin-streptomyosin antibiyotigine karst ve negatif kontrol

olarak DMSQ' nun antimikrobiyal duyarliliklart ile kiyaslanmigtir (Ozturk vd., 2015).
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3.6.2. Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MiK) Belirlenmesi

Bakteri iiremesinin gozlenmedigi en diisiik konsantrasyon ‘MIK’ (Minimum Inhibitor
Konsantrasyon) degeri olarak tanimlanir (Ozkan vd., 2009). Bu ¢alismada, propolis
ekstresi ve propolis igeren sekerlerin; Streptococcus mutans (ATCC 35688),
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Lactobacillus acidophilus (ATCC 9224),
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763),
Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) suslarina kars1 minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri,
stvi mikrodilisyon yontemi ile belirlenmistir. Propolis ekstresi i¢in 15,625— 800 ug/mL,
propolisli sekerler icin ise 0,097— 50 mg/mL konsantrasyon araliginda seri diliisyonlar,
Mueller-Hinton sivi besiyeri kullanilarak hazirlanmis ve mikrodiliisyon plakalarina
aktarilmistir. Daha sonra, 0,5 McFarland standardinda hazirlanan mikrobiyal
stispansiyonlar, her bir kuyucuktaki son bakteri konsantrasyonu 5 x 10° CFU/mL olacak
sekilde plaklara eklenmistir. Mikroplaklar, 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmis; inkiibasyon
stiresi sonunda mikroorganizma iiremesini inhibe eden en diisiik konsantrasyon, ilgili
maddenin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIiK) olarak kaydedilmistir (Tanriverdi

vd., 2020; Balkan vd., 2021).

3.6.3. Minimal Bakterisidal Konsantrasyonunun (MBC) Belirlenmesi

Minimal bakterisidal konsantrasyon (MBC), canli mikroorganizmalarin %99,9° unu
oldiirmek icin gerekli en diisiik bakterisidal konsantrasyon olarak tanimlanir. MBC testi,
MIK testinin devamu niteliginde gerceklestirilir (Aamer vd., 2014). Test materyallerinin
MBC degerlerini belirlemek amaciyla, 96 kuyucuklu mikrodiliisyon plakasinda belirlenen
MIK degerine karsilik gelen kuyucuktan bir énceki ve iki sonraki kuyucuklardan 10’ ar
pL 6rnek alinarak Miiller-Hinton agar besiyerine inokiile edilmistir. Agar plaklar1 37 °C’
de 18-24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteri iiremesinin
g6zlenmedigi, yani koloni olusumunun olmadigi agar plagit MBC olarak kabul edilmistir.
MIK konsantrasyonlar: dikkate alinarak, MBC degerleri mg/mL ve pg/mL cinsinden
belirlenmistir. Ureme goriilmeyen ilk agar plagit MBC degeri olarak kaydedilmistir.
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3.7. Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksik terimi, hiicre 6liimiine veya hiicrelerin zarar gérmesine neden olan anlamina
gelmektedir.  Sitotoksisite  aragtirmalar1  ise  belirlen  bir  maddenin  belirli
konsantrasyonlarda sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
yapilan aragtirmalardir (Riss ve Moravec, 2004). Sitotoksisite kullanilan maddenin
konsantrasyonuna ve maruziyet siiresine gore hiicrelere degisik derecelerde zarar veren
bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddelere maruz birakildiklarinda apoptoz, otofaji ve
nekroza ugrayip Olebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon 06zelliklerini
kaybedebilirler (Galluzzi vd., 2009). Hiicre bazl sitotoksisite ¢aligsmalariyla kullanilan
maddenin sitotoksik etkileri hakkinda bilgi edinilebilir (Riss ve Moravec, 2006).
Sitotoksite calismalarinin 6nemli basamagi deneysel olarak farkli bir ¢ok etkenlere maruz
birakilan hiicrelerin, maruziyet sonrasinda hiicre canliliklarinin belirlenmesidir (Niles vd.,

2007).

3.7.1. Propolis ve Model Uriiniin Fibroblast Hiicrelerine Sitotoksik Etkisi

3.7.1.1. Hiicrelerin temini

Insan Gingival Fibroblastlari (HGF) ve Human Dermal Fibroblast (HDF) hiicreleri

Giilhane Saglik Bilim Enstitiisiinden temin edilmis ve hiicreler pasajlanarak ¢alismalarda

kullanilacagi zamana kadar -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

(a) S

Sekil 3.14. HDF (a) ve HGF (b) hiicre hatlarinin mikroskop goriintiileri (x10)
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3.7.1.2. Besiyeri Hazirlama

Hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma ve canliliklarini siirdiirebilmesi i¢in laboratuvar ortaminda
hazirlanmis besiyerlerine ihtiyag duyulmaktadir. 500 mL DMEM (Dulbecco's Modified
High Medium) iizerine %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 Penicillin-Streptomycin
ilave edilmistir. Hazirlanan besiyeri hiicrelerin pasajlanmast ve ekimi gibi islemlerde

kullanilmak tizere +4 °C’ de saklanmustir.

3.7.1.3. Hiicre Kiiltiirii

Steril bir caligma ortami saglamak icin biyogiivenlik kabini acilmis ve yiizeyler %70 etil
alkol ile dezenfekte edildikten sonra kullanilacak tiim malzemeler, %70 etil alkol ile
sterilize edilerek kabin igerisine yerlestirilmistir. HGF ve HDF hiicre hatlari, -80 °C'den
cikarilarak oda sicakliginda ¢ézlinmeye birakilmis, ardindan 37 °C'de bir su banyosunda
1-2 dakika boyunca ¢oziilmeleri saglanmistir. Coziilen hiicreler streil biyogiivenlik
kabininde falcon tiipiine aktarilmis ve pipetaj yapilarak karisim homojenlestirildikten
sonra 4500 rpm’ de 5 dk santrifiijlenmistir. Santriflij isleminden sonra tlip tabaninda
toplanan hiicre pelletine temas etmeden tistteki sivi kisim dikkatlice uzaklagtirilmigtir.
Hiicre pelleti iizerine 2 mL taze besiyeri eklendikten sonra ve tekrardan pipetaj yapilarak
homojen bir karisim elde edilmistir. Bu karisim, 75 cm?’ lik havalandirmali kiiltiir
flasklarina aktarilmig ve 37 °C’ye kadar oOnceden 1sitilmis tam besiyeri ile
desteklenmistir. Flasklar, %5 CO: iceren nemlendirilmis bir inkiibatore yerlestirilmistir.
Hiicreler, yaklasik %80-90 konfluense ulastiklarinda deneylerde kullanilmak iizere

hazirlanmstir.

3.7.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Cogaltilmasi)

Hiicreler plato fazina ulastiginda, besiyerinin yetersiz hale gelmesi ve yapigma yiizeyinin
sinirlt olmasi nedeniyle hiicre oliimleri gézlenmeye baslar. Bu durumun 6niine gegmek
icin hiicrelerin, biiyiime ve boliinme hizlarmin en yiiksek oldugu gec logaritmik fazda
pasajlanmalar1 gerekmektedir. Konfluens seviyesi yaklagsik %80-90’a ulastiginda,
hiicreler ya pasajlanmali ya da uzun siireli saklama i¢in uygun kosullarda dondurularak

stoklanmalidir (Phelan ve May, 2015). Tripsin enzimi, proteinlerin par¢alanmasinin da
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gorev alan bir proteaz enzimidir. Besiyeri igerisinde yer alan FBS tripsinin inhibitorlerini
icermektedir. Tripsinizasyon isleminde, tripsin enzimi yiizeye yapisan hiicrelerin flask
tabanindan ayrilmas: saglanmaktadir (Sandell ve Sakai, 2011). Hiicreler yeterli
konfluense ulastiklarinda flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildi 6 mL tripsin eklenmis
ve CO; inkiibatér de 4-5 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra flask
mikroskopta bakilarak hiicrelerin ¢ogunlugunun yiizeyden ayrildigi goriilmiis ve yapisik
halde olan hiicreler i¢in de flask tabanina hafifce vurularak tabandan hiicrelerin ayrilmasi
saglanmistir. Sonrasinda flask igerisine tripsinin 2 kat1 besiyeri eklenmis ve pipetaj
yapilarak tabandaki tiim hiicre toplanmistir. Bu karisim 15 mL’ lik falkon tiipe alinmig ve
4500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iistte kalan siipernatant atilmis ve
pellet icerisine taze besiyerinden 2 mL eklenip homojenize edilmistir. Bu asamadan sonra

hiicrelerin miktarini belirlemek i¢in sayim yapilmstir.

3.7.1.5. Hiicre Sayimi

Hiicre kiiltiirii calismalarin en 6nemli basamaklarindan biride hiicre sayimi basamagidir.
Trypan blue boyasi kullanarak canli hiicreleri saymak, canli ve 6lii hiicreleri ayirt etmek
icin hiicre biyolojisinde yaygin bir yontemdir. Tripsin kullanarak hiicreleri kaldirdiktan
sonra, 1:1 oraninda trypan blue boyast ve hiicre siispansiyonu dikkatlice karistirilmistir.
Thoma lami iizerinde lamel yerlestirilir. Santrifiij tlipli i¢erisinde hazirlanan boya ve
hiicre karisimindan 10 pL almir. Thoma lamma dikkatlice yiliklemesi yapilir ve
mikroskop yardimiyla hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Sayimda hiicrelerin ortalamalari
almmis ve hiicre siispansiyonunun mL’sinde ka¢ hiicre oldugu formiil kullanilarak
hesaplanmistir. Yapilacak ¢aligmadaki kullanilacak hiicre sayis1 géz oniine alinarak hiicre

stispansiyonundan ka¢ mL’ye ihtiyac¢ oldugu hesaplanmis ve uygulamaya gegilmistir.

3.7.1.6. Hiicre Canhihg:

Hiicre canliligini 6lgmek i¢in bircok farkli test yontemi kullanilmaktadir ve bu testler,
biyolojik ve ilag arastirmalarinda 6nemli bir rol oynar (Scudiero vd., 1988). Sitotoksisite
calismalarinda 6nemli olan ¢alisma sonundaki canli/61i hiicre miktarinin belirlenmesidir
(Riss ve Moravec, 2006). Hiicre canlilig1 testleri, hiicre sagligi ve islevselligi hakkinda

bilgi saglar. Sitotoksisite caligmalarinda yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda
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kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik ol¢iimler bulunur (Crouch vd., 1993; Fan ve
Wood, 2007; Longo-Sorbello vd., 2006). Kolorimetrik yontemlerde, tetrazolyum tuzlar
(6r. MTT, MTS, XTT, WST) kullanilarak renk degisimi veya boya maddeleri (6r. kristal
viyole, nétral kirmizisi) ile spesifik boyanmasi esasina dayali 6l¢iim yapilir (Borenfreund
ve Puerner, 1985; O’Connor vd., 1998; Riss ve Moravec, 2006; Feoktistova vd., 2016).
XTT testi, metabolik olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal dehidrojenaz enzimlerinin
XTT'yi indirgemesiyle gerceklesir. Bu reaksiyon sonucu suda ¢oziinebilen bir formazan
boya olusur ve bu boya spektrofotometre ile dlciilebilir. Uretilen formazan miktar1, hiicre
canliligt ile dogru orantilidir ve bu nedenle hiicre canliligini 6lgmek i¢in giivenilir bir
yontemdir (Scudiero vd., 1988). Calismamizda kullanilan XTT testi, giivenilirligi yiiksek,
tekrarlanabilirligi kolay ve sitotoksisite degerlendirmelerinde sik¢a tercih edilen bir
kolorimetrik yontemdir (Tokur ve Aksoy, 2017). 96’lik well plakalarinin her bir
kuyucuguna 1x10* hiicre ekimi yapildiktan sonra plakalar, 37 °C ve %5 CO: igeren bir
inkiibatore yerlestirilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca inkiibatérde bekletilmis, ardindan
plakadaki besiyeri ¢ekilip atilmis ve tedavi dozlar1 hesaplanarak her kuyucuga 100 pL
besiyeri + numune karisimi eklenmistir. Kullanilan konsantrasyonlar, propolis ekstrakti
icin 31,25-1000 pg/mL, seker numuneleri i¢in ise 15,625-50 mg/mL araliginda

kullanilmistir.

Seri diliisyon islemi su sekilde gerceklestirildi; ilk kuyucuga 200 pL numune diger
kuyucuklara ise 100 uL besiyeri eklenmistir. Daha sonra, ilk kuyucuktan 100 pL numune
almip ikinci kuyucuga aktarilmis ve bu islem pipetaj yapilarak son kuyucuga kadar
tekrarlanmigtir. Hiicrelere ilag uygulandiktan sonra well plakalar, 37 °C ve %5 CO:
iceren inkiibatorde 24 saat daha bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, XTT
cozeltisi aktivasyon ¢ozeltisiyle karigtirilarak XTT'nin aktif hale gelmesi saglanmistir.
Aktiflesmis XTT'den 50 pL almarak, 100 pL kiiltiir ortam1 iceren hiicrelerle kaph
kuyucuklara eklenmis ve plakalar 4 saat boyunca inkiibatérde bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda, plakalar ELISA mikroplaka okuyucu cihazi kullanilarak 450 ve 630 nm dalga
boylarinda 6l¢iilmiistiir. Alinan absorbans degerlerinin ortalamalar1 hesaplanmis ve buna

dayanarak % hiicre canlilik oranlar1 belirlenmistir.

Aornek

% Hicre Canlihik = Tomtdl

* 100 formiilityle hesaplanmustir. (3.3)
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3.8. Model Uriin (Sert Sekerleme)

Yiiksek miktarda seker tiiketimi, liretim siirecinde 1s1l islemle olusan akrilamid ve 5-
hidroksimetil-2-furaldehit gibi kirletici maddeler ile yapay gida katki maddelerinin
kullanimi, 6zellikle ¢ocuklar basta olmak iizere halk sagligini olumsuz etkilemektedir
(Mutlu et al., 2018). Bu nedenlerle, bal ile tatlandirilmis ve seker alkollerinden biri olan
izomalt kullanilarak, ii¢ farkli konsantrasyon da propolis igeren sert sekerlemeler

retilmistir.

3.8.1. Model Uriin Formiilasyonlari

Tablo 2’ de belirtilen miktarlardaki izomalt, yapismaz bir tava iginde 1sitilarak sivi hale
getirilmistir. Eriyen izomaltin ilk sicakligi 117 °C olarak 6l¢iilmiis, sicakligin 95 °C' ye
diismesinin ardindan bal ve propolis eklenmistir. Karisim iyice homojen hale gelene

kadar karistirildiktan sonra lolipop kaliplarina dokiilmiis ve sogumaya birakilmaistir.

Tablo 3.2. Model iiriin formiilasyonlari

Numune Ad1 Izomalt Bal Propolis
%2,5 propolisli seker 30 gr izomalt 10 gr bal 1 mg propolis
%7,5 propolisli seker 30 gr izomalt 10 gr bal 3 mg propolis
%12,5 propolisli seker 30 gr izomalt 10 gr bal 5 mg propolis
Kontrol seker 30 gr izomalt 10 gr bal

52 K3

izomalt >

L

i

Eriyinceye kadar Hizlica

[——
Bal ve Propolis ‘
l A

karigtinlip,

Sog kalipl
ogumaya caliplara
- m birakildi dokiildi .
—_— » 3 e
120 °C
\ [ ] ._.
-

Sekil 3.15. Model iiriinlerin olusum basamaklari
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3.8.2. Model Uriin Analizleri
3.8.2.1. Analizler icin On Hazirliklar

Giildane (2014) ve Muzzaffar ve ark. (2016) metotlar1 uyarlanarak toplam fenolik ve
flavonoid madde igerigi ve DPPH serbest radikal tutucu aktivite analizleri i¢in sekerleme
ekstraktlar1 elde edilmistir. 2+0.08 g sekerleme Ornegi tartilarak 50 mL’ lik santrifiyj
tiiplerine alinmistir. Orneklerin iizerine 20 mL (%50:50 metanol: saf su) ¢ozelti eklenerek
calkalryicili inkiibatérde 250 rpm’ de sekerler eriyene kadar calkalanmistir. Ornekler 1
saat ¢alkalayici inkiibatérde 250 rpm’ de ¢alkalandiktan sonra santrifiijde 4000 rpm’ de
10 dk santrifiij edildikten sonra filtre kagidindan santrifiij tiiplerine siiziilmiistiir. Elde
edilen sekerleme ekstraktlar1 +4 °C buzdolabinda saklanmistir (Giildane, 2014;
Muzzaffar vd., 2016).

2 &8 20 mL
5 \ (%50:50 metanol: saf su)
Seker

L

oo N
-w-ﬂ 4
60 dk
. . 250 rpm
propsiish lotipan
2gr

) L
Filtre kagidindan siiziildiikten sonra 4000 rpm
antioksidan analizlerde kullanima hazir 10 dk

hale gelmigtir.
Sekil 3.16. Antioksidan analizler 6ncesi hazirlik basamaklari

Propolisli seker numunelerinin pH, titre edilebilir asitlik, suda ¢ozilinlir kuru madde ve
enzimatik olmayan esmerlesme tayini deneyleri i¢in lolipop numuneleri 1:10 (g/ml)
oraninda saf su ilave edilmis ve ¢alkalayicili inkiibatérde 250 rpm ve 50 °C sicaklikta

sekerler tamamen ¢6ziinene kadar bekletilmistir ve deneylerde kullanilmistir.
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B ‘n
- \‘
Kenre eker 10 mL saf su

= e
— . — =
%475 propelisti \ n
/ \ \ 250 rpm ve 50 °C A
e

Propolisli seker numunelerinin pH, titre
edilebilir asitlik, suda ¢oziiniir kuru
madde ve enzimatik olmayan esmerlesme
tayininde kullanilacak seker gozeltileri.

Sekil 3.17. Seker analizleri i¢in kullanilacak ¢6zeltilerin hazirlanma basamaklari

3.8.2.2. HMF Analizi

HMF (5-Hidroksimetilfurfural), nisasta, glikoz, siikroz, iniilin, seliiloz gibi monomerik ve
polimerik karbonhidratlardan tiireyen heksozlarin (C6), asit ve 1s1 katalizorlii
dehidrasyonu sonucunda meydana gelmektedir. Ayrica, enzimatik olmayan esmerlesme
(Maillard reaksiyonlarinin) bir ara {iriinii olarak da ortaya ¢ikmaktadir (Kuster, 1990;
Teong vd., 2014).

Sert sekerleme {irlinlerinde, Ozellikle yiiksek sicaklikta pisirme veya erime islemleri
sirasinda sekerlerin termal bozunmasi sonucu HMF olusumu artabilmektedir. Bu
calismada, sert seker orneklerinin HMF miktarlari Pikom Arge-Urge Merkezi'nde,
Agilent 1260 Infinity II LC Sistemi kullamilarak yiiksek basingli sivi kromatografi
(HPLC) yontemiyle belirlenmis; analizlerde dortlii pompa, UV-DAD dedektor, otomatik

ornekleyici, gaz giderici ve kolon firini gibi sistem bilesenlerinden faydalanilmistir

3.8.2.3. pH Degeri

Sekerleme oOrneklerinde pH o6lciimii yapilmadan o6nce, pH metre gerekli tampon
cozeltisiyle kalibre edilmistir. Farkli propolis miktarlarina sahip seker numunelerinin

cozeltileri 6n hazirlik kisminda belirtilen yontemle hazirlandiktan sonra, Ohaus marka pH
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metre ile 25°C' de Ol¢ililmiistiir. Her bir ornek i¢in {i¢ tekrar olacak sekilde Ol¢iim
alinmustir (Tireki, 2017).

3.8.2.3. Renk Analizi

Hazirlanan propolisli seker 6rneklerinin renk analizleri Konica Minolta renk tayin cihazi
(Chroma meter CR-5, Konica Minolta, Japonya) kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Olgiilen
degerlerde L* [beyaz (100) / siyah (0)], a* [kirmizilik (+) / yesillik (-)], b* [sarilik (+) /
mavilik (-)] degerlerini vermektedir. Olgiimler 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir.
Uriinler cihazin bashiginin iizerine koyulan kolorimetre kabinin igine birer birer
yerlestirmek sureti ile Ol¢lim yapilmistir. Her iirlin i¢in 3 ayr1 6l¢iimde de Ornekler
degistirilmis ve bdylece her bir d6rnekte farkli alanlarin renk Slgiimii gergeklestirilmistir

(Y1lmaz vd., 2019).

3.8.2.4. Titre Edilebilir Asitlik Tayini

Gidada asitlerin; renk, tat, aroma ve tekstlir olusumu tiizerindeki etkilerini ve ayrica
gidalarin depolanmaya dayanikliliklarini belirlemek amaciyla asitlik tayini yapilmaktadir
(Unal, 2021). Farkl1 propolis miktarlarma sahip seker numunelerinin ekstreleri, 3.8.2.1.
Analizler I¢in On Hazirliklar kisminda belirtilen ydntemle hazirlanmistir. Hazirlanan
cozeltilerden 5 mL alarak {izerlerine 5 damla fenolftalein indikatorii eklenmistir.
Cozeltiye, 0.1 N NaOH ¢ozeltisi pembe renk olusana kadar damlatilarak, harcanan NaOH
miktar1 kaydedilmistir. Sekerlemenin titre edilebilir asitligini belirlemek i¢in asagidaki

formiil kullanilmistir (Kaya vd., 2018).

(Harcanan NaOH) x (0.75)
Ornek miktar:

Titre Edilebilir Asitlik = (3.4)

3.8.2.5. Suda Céziiniir Kuru Madde Tayini

Gida iiriinleri, icerik bakimindan su ve kuru madde olmak iizere iki temel bilesene
ayrilmaktadir. Gidadan su uzaklastirildiktan sonra geriye kalan kisim, toplam kuru madde

olarak adlandirilmaktadir (Bayram ve Soylu, 2020). Refraktometrenin ¢alisma prensibi,
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optik yogunlugu farkli ortamlarda 1518in bir ortamdan digerine gecerken kirilmasi ve
kirllma yasasma dayanir (Rheims vd., 1997). Sulu bir 6rnek igerisinde ki seker, tuz ve
proteinler de dahil olmak iizere ¢6ziinebilir katilarin yilizdesini brix (%) olarak
tanimlanmaktadir (Saiz-Abajo vd., 2004). Refraktometre skalasinda okunan % ¢oziiniir
kuru madde, °briks olarak adlandirilir (Magwaza ve Opara, 2015). Farkli propolis
miktarlarina sahip seker numunelerinin ¢dzeltileri, 3.8.2.1. Analizler I¢in On Hazirliklar
kisminda belirtilen yontemle hazirlanmis ve ATC marka refraktometre el refraktometresi

yardimiyla 6l¢iilmiistiir ve hesaplamalar formiile gore yapilmistir.

% Suda Cozlniir Kuru Madde Miktar: (wogmL) = Bgv (3.5)

B: Seyreltilmis 6rnekte saptanan °briks derecesi
V: Ornegin seyreltildigi hacim (mL)
O: Ornek miktar1 (g) (Dénmez, 2015).

3.8.2.6. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Analizi (Karamelizasyon)

Enzim kullanilmadan indirgen seker ve aminoasit olan ortamda ozellikle oksijen,
sicaklik, siire, su aktivitesi, fenolik maddeler, metal iyonu ve ortamin pH’s1 gibi
etkenlerden etkilenerek olusturdugu reaksiyonlara enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlar1 denir (Ibarz vd., 1999). Calismada enzimatik olmayan esmerlesme analizi
Lee ve ark. (1991) ile Iwe ve ark. (2004)’ nin metotlar1 uyarlanarak yapilmistir. Farkl
propolis miktarlarina sahip seker numunelerinin ¢dzeltileri, 3.8.2.1. Analizler igin On
Hazirliklar kisminda belirtilen yontemle hazirlanmig Shimadzu Spectrometer Uv marka
spektrofotometrede 420 nm’de okunmustur. Elde edilen veriler 1 gram 6rnege gore optik

yogunluk (OD/g) tiiriinden degerlendirilmistir (Lee vd., 1991; Iwe vd., 2004).

3.8.2.7. Kuru Madde Analizi

Calisma da iiretilen sekerlemelerin her biri i¢in kuru madde analizi yapilmistir. Sabit
tartim i¢in 135 °C’de 30 dakika bekletilen tartim kaplari, desikatore alinarak yaklasik 45
dk boyunca sogumasi beklenmistir. Sabit tarttma gelen kaplarin daralari tartilarak

kaydedilmistir. Tartim kaplarina 2,5+0,08 gram sekerleme Ornegi tartilarak 24 saat
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stiresince 105 °C' ye ayarlanmis etiivde kurutulmustur. Etiivden c¢ikarilan kaplar
desikatore alnarak yaklasik 45 dk sogumaya birakilmistir (Prakash ve Priya, 2016).
Soguyan Ornekler tekrar tartilarak not edilmis ve kuru madde miktar1 asagidaki formiile

gore hesaplanmistir (Cam, 2010).

Kurutma sonrasi tartim (Ornek miktar1 + Kabin darasi) - (Kabin darasi
% Kurumadde = ! ( it 2] + 100 (3.6)

(Kurutma éncesi tartim (Ornek miktar1+Kabin darasi)
3.8.2.8. Camsi Gecis Sicakhgi

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC), malzemelerin erime noktasi (Tm), cam gecis
sicakligr (Tg), kristallesme sicakliklari ve kristallesme derecesi gibi termal gecislerini
analiz etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Cam gegis sicakligi (Tg), malzemenin camsi
durumdan (sert ve kirilgan) kauguksu duruma (yumusak ve esnek) gectigi fiziksel bir
doniisiimdiir. Bu sicakligin altinda, sert sekerlemeler kati, asir1 sogutulmus ve kristal
olmayan sivilar olarak davranir. Sert sekerler, sakkaroz, glukoz, fruktoz ve maltoz
surubundan olusan camsi yapida amorf iriinlerdir (Y. H. Roos ve Drusch, 2015). Cam
gecis sicakligl, sekerlemelerin fiziksel 6zelliklerini tanimlamada 6nemli bir parametredir
ve sekerlerin seffaf, sert ve kirillgan bir yapida kalmasini saglar (Ergun et al., 2010; Tan
ve Kerr, 2017). Sekerleme Tg’ nin altinda depolandiginda stabil kalabilir; ancak Tg’ nin
iizerinde depolandiginda camsi yapisint kaybederek yapiskan bir form alir. Bu durum,
triiniin fiziksel, kimyasal ve duyusal kalitesini olumsuz etkiler. Sert sekerlerin Tg’ si
genellikle oda sicakliginin hemen tlizerinde olmalidir, bu sayede parlaklik ve sertliklerini
koruyabilirler (Ergun vd., 2010). DSC, numunelerin ve referans malzemelerin bagil 1s1
akisin1 dogrusal bir sicaklik taramasi sirasinda karsilagtirarak c¢alisir (Y. H. Roos ve
Drusch, 2015). Cam gegcisi, genellikle sicaklik ve/veya nem degisimlerine bagl olarak,
camsi1 halden kauguksu hale (veya tersi) gegcis siirecini ifade eder (Roudaut vd., 2004).
Gegis, malzemenin heterojenligiyle iliskilidir; heterojenlik arttikca gecis sicaklik aralig
genisler (Bosma vd., 1988). Sert sekerlerin stabilitesi cam gegisleriyle ilgilidir (Ruiz-
Cabrera ve Schmidt, 2015; J. Tan ve Kerr, 2017). DSC, scker ¢ozeltileri ve seker
acisindan zengin gidalarin Tg analizinde yaygin olarak kullanilir. Ornekler genellikle oda
sicakligindan -100 °C’ye sogutulur ve ardindan bilesimlerine ve su iceriklerine bagh
olarak secilen bir sicakliga kadar 10 °C/dakika hizinda 1sitilir (Schmidt, 2004; Rahman,
2010; Sablani vd., 2010). Sert sekerlerin camsi gegis sicakliklar1 Perkin ElImer DSC 4000
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cihaz1 kullamlarak Slciilmiistiir. Ornekler toz haline getirilip aliiminyum 6rnek kaplarina
tartilmis ve hermetik olarak kapatilmistir. Islem 6ncesinde oda sicakliginda 30 dakika
bekletilen cihaz, bos aliminyum kap ile kalibre edilmistir. Numuneler, 10 °C/dakika
1sitma hiziyla -40 °C’den 120 °C’ye kadar 1sitilmis ve termogramlar elde edilmistir. Bu

siiregte, cams1 gegis sicakliklari (Tg) belirlenmistir (Smidova vd., 2003).

3.8.2.9. Tekstiir Profili Analizi

Tekstiir anzlizleri sekerleme {iriinleri kalitesinin belirlenmesi i¢in olduk¢e Onemli
analizlerdendir (DeMars ve Ziegler, 2001). Tekstiirel olarak sertlik; deformasyon igin
gerekli olan kuvvet olarak tanimlanir. ilk sikistirma ¢evrimi esnasinda pik kuvvetidir (N).
Tekstiir analizinde ise ilk sikistirmanin bitip geri ¢ekilmenin bagladigi noktaya karsilik

gelmektedir (Gergekaslan vd., 2007).

Calismada sekerleme 6rneklerine TA-XT plus-2 tekstiir analiz cihaziyla, TPA (texture
profile analyse) yontemiyle yapilmigtir. Numuneler, 36 mm ¢apinda bir silindirik prob
kullanilarak 3 mm/sn hizinda ve sikistirmalar arasinda 5 saniyelik bir gecikme olacak
sekilde, yiiksekliklerinin %50'sine kadar iki kez sikistirildi. Sertlik, kohezyon, yaylilik ve
esneklik degerleri, elde edilen kuvvet/mesafe egrilerinden hesaplanirken, ¢ignenebilirlik
degeri, cihaz yazilimi araciligiyla sertlik, kohezyon ve yaylilik degerlerinin ¢arpimi

olarak belirlendi (Delgado et al., 2011).

3.8.2.10. Raf Omrii Analizi

Raf 6mrii, bir gida {iriiniiniin kabul edilebilir bir kalite seviyesini korudugu siire olarak
tanimlanir. Gida iiriinlerinin raf 6mrii, istenmeyen fiziksel ve kimyasal degisiklikler ya da
mikrobiyal gelisim seviyeleriyle sinirlandirilabilir (Ergun vd., 2010). Tan ve William’a
(2017) gore, sert sekerlemeler gibi diisiik nem igerigine sahip iriinlerin raf émrii gida
iirlinliniin nem igerigi, bozulan kimyasal reaksiyonlar, depolama kosullar1 ve ambalaj
malzemesinin bariyer 6zellikleri arasindaki iligkiler iizerine kuruludur. Bu modellerin
dogru bir sekilde olusturulmasi i¢in, {iriiniin bozulma mekanizmasinin ve raf omriinii
sinirlayan  kritik nem igeriginin bilinmesi gereklidir (Tan & Kerr, 2017). Sert

sekerlemelerin raf 6mrii, nem go¢ oran1 ve su igeriginin iiriin dokusu tizerindeki etkisiyle
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dogrudan iligkilidir (Gabarra ve Hartel, 1998). Ayrica, iiriin kalitesinin raf dmrii boyunca
korunmasi i¢in nem migrasyon orani ve su igerigi de temel kriterler arasinda yer alir
(Spanemberg vd., 2019). Sert sekerlemelerin stabilitesinde, erime, camsi gegis ve
kristalizasyon sicakliklar1 gibi fiziksel dzellikler 6nemli bir rol oynamaktadir (Hurtta vd.,
2004). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan propolisli seker numuneleri, kapagi kapali
cam kavanozlarda laboratuvar kosullarinda saklanarak 60. ve 90. giinlerde yapilan
tekrarlanan analizlerle siireye bagh olarak sekerleme iizerinde meydana gelen degisimler

incelenmistir.

3.8.2.11. Model Uriinde Antioksidan Analizler

Hazirlanan propolisli seker numunelerinin antioksidan analizleri 3.8.2.1. Analizler I¢in
On Hazirliklar basamasiginda belirtilen sekilde hazirlandi. Toplam fenolik madde analizi
icin cam deney tiiplerine 0.2 mL alinarak iizerine 4,8 mL saf su ve 0,5 mL Folin-
Ciocalteu ayiract (FCR) (1 folin/3 saf su) ilave edilmistir. Vortekste 10 sn karistirilarak
karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Sonrasinda tizerine 1 mL %35’ lik
sodyum karbonat (Na2COz) ile tamamlanarak tekrar karanlikta ve oda sicakliginda 2 saat
bekletilmistir. Bu asamalar tamamlandiktan sonra Shimadzu Spectrometer Uv
spektrofotometrede 725 nm dalga boyunda absorbanslar elde edilmistir. Elde edilen
sonuglar gallik asit standart grafigine gore numunelerin toplam fenolik madde igerikleri
hesaplanmistir (Singleton ve Rossi, 1965). 2.4.2. Toplam Flavonoid Madde Igerigi
basamaginda yer alan Zhishen et al., (1999) metoduna gore analizler i¢in 6n hazirlik
metoduna gore, 2.4.3. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite basamaginda yer alan Hatano
vd. yontemine gore 3.8.2.1. Analizler igin On Hazirliklar basamasiginda belirtilen seker
ekstrlerinin toplam flavonoid ve DPPH serbest radikal tutucu etkileri % inhibisyon

formiiliine gore hesaplandi.

3.9. istatistiksel Degerlendirme

Deneyler iki kez tekrarlandi ve sonuglar ortalama + standart hata (SD) olarak ifade edildi.
Farkli gruplarin parametrelerini degerlendirmek icin GraphPad Prism (siiriim 8.3.0,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD) kullanilarak cift yonlii varyans analizi
(ANOVA) vyapildi. Gruplar arasindaki farklarin karsilagtirllmasinda Tukey c¢oklu
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karsilagtirma testi uygulandi ve p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Istatistiksel anlamlilik diizeyleri asagidaki sekilde gosterildi: ns (anlamli degil) p > 0,05;
*p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fenolik Bilesenlerinin LC-MS/MS Orbitrap Kiitle Spektrometresi ile Analizi

Bilimsel g¢alismalarda fenolik bilesenlerin antioksidan o6zellik gosterdigi, bu nedenle,
dogal iirtinlerin antioksidan ozellikleri arastirilirken fenolik bilesenler de LC-MS/MS gibi
ileri analiz yontemleriyle incelenmektedir (Izol vd., 2021; Celik vd., 2024). Propolis
orneklerinin botanik kékeni HPLC-DAD, LC-MS ve GC/MS gibi histolojik ve kimyasal
yontemler kullanilarak belirlenmektedir (Salas vd., 2016).

Propolisin kimyasal bilesimi olduk¢a karmasik olup toplandigi bolgenin florasina gore
degiskenlik gostermektedir (Bankova vd., 2000). Fenolik maddeler bakimindan zengin
olan bal ve propolisin, antioksidan kapasitesinden sorumlu baglica bilesikler arasinda yer
aldig1 bildirilmektedir. Bu dogrultuda, fenolik madde icerigi yiiksek olan dogal iiriinlerin
antioksidan kapasitelerinin de yiiksek oldugu bir¢ok bilimsel ¢alismada belirtilmistir (Al-
Mamary vd., 2002; Kii¢iik vd., 2007; Kolayl1 vd., 2008).

Propolisin kimyasal yapisini olusturan temel bilesenler fenolik bilesikler olup propolise
biyolojik etkilerini arttirmaktadir. Flavonoller ve glikozitler grubunda galangin, kuersetin,
rutin, mirisetin ve kaempferol, flavononlar grubunda naringenin, pinokembrin, hesperidin
ve soforaflavanone G, flavonlar grubunda apigenin, krisin, luteolin ve tiirevleri,
flavanoller grubunda ise epigallokatesin yer aldigi bildirilmistir. Bu bilesikler, propolisin
biyolojik aktivitesine olumlu katkida bulunmaktadir (Orug, 2014). Propolis igeriginde
teshis edilen bilesiklerin (pinobanksin, pinocombrin, chisin vb.) gii¢lii antioksidan ve

antiradikal aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Sun vd., 2015).

Propolisin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri, 6zellikle gida endiistrisi agisindan
oldukca oOnemlidir. Bu oOzellikler, kafeik asit, flavonlar ve flavonoid esterler gibi
bilesiklerin varlig: ile iligkilidir. Propolis, aynt zamanda bakteriyel RNA polimerazini

inhibe ederek etkisini gosteren galangin gibi bilesenler icerir (Funari ve Ferro, 2006).
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Propoliste fenolik bilesikler, aromatik asitler, ugucu yaglar, mumlar ve amino asitler gibi

300' den fazla bilesik tanimlanmistir (Anjum vd., 2019).

Bulgaristan, Italya ve Isvicre gibi farkli bdlgelerden toplanan propolis 6rneklerinin
fenolik asitler, fenolik asit esterleri ve flavonoidler igerdigini ve bazi bilesiklerin
(pinobanksin, galangin, pinocembrin, ferulik ve Kkafeik asit) daha yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu bildirilmistir (Bankova vd., 2002). Popova ve ark. (2017),
Polonya' dan gelen propolis 6rneginde 13 fenolik asit (benzoik asit, p-kumarik asit ve
ferulik asit gibi); 28 fenolik ester (butil p-kumarat, pentil p-kumarat ve pentenil p-
kumarat gibi) ve 30 flavonoid (pinocembrin, pinobanksin, krisin, galangin ve kaempferol
gibi) olmak iizere ¢ok sayida fenolik bilesik tanimlamigtir (Popova vd., 2017). Velikova
vd. (2000), Bulgaristan, Tiirkiye, Yunanistan ve Cezayir' den gelen propolis drneklerinin
genellikle baslica flavonoidler, kafeik ve ferulik asit esterleri igerdigini belirtmistir
(Velikova vd., 2000). Ayrica, Daugsch vd. (2008)' in ¢alismasinda, propolisin alkollii
ekstresinin kimyasal bilesiminde rutin, liquiritigenin, daidzein, pinobanksin, kuersetin,
luteolin, dalbergin, izolikuriitigenin, pinokembrin, pinobanksin-3-asetat, biokanin A ve
formononetin gibi flavonoidlerin baskin oldugunu, formononetin' in ise en yiiksek
konsantrasyona sahip bilesik oldugunu bulmustur (Daugsch vd., 2008). Propolisin
kimyasal igerigi lizerine yapilan diger bir calismada, 38 fenolik bilesik tespit edilmistir ve
bunlar arasinda ferulik asit, floridzin ve myrisetin en yiiksek konsantrasyonlara sahip
bilesikler olarak belirlenmistir (Silva vd., 2024). Kalogeropoulos vd. (2009)' a gore,
etanol propolis oziitlerinde sinnamik asit konsantrasyonu 50,0-4000,0 pg/g araliginda
oldugu bildirilmistir (Kalogeropoulos vd., 2009). Bunun yani sira, Bankova vd. (1992) ve
Greenaway vd. (1990) gibi caligmalar, propolisin oral patojenler iizerinde inhibe edici
etkiler gosterdigini ve bu etkinin flavonoidler ve fenolik asitlerin varligina
atfedilebilecegini vurgulamaktadir (Greenaway vd., 1990; V. Bankova vd., 1992). Toreti
vd. (2013), propolisin antimikrobiyal aktivitesinin igeriginde belirlenen apigenin, kafeik
asit, krizin, moronik asit, protokatekuik asit, p-kumarik asit ve ugucu bilesiklerden

kaynaklanabilecegini bildirmistir (Toreti vd., 2013).

Erdogan ve ark. (2011), Bingol, Rize, Tekirdag ve Van illerinden toplanan propolis
orneklerinin fenolik iceriklerini ve antiradikal kapasitesini incelemistir. Bu c¢alismada,

orneklerin gallokatesin, catechin, epicatechin gallate, kafeik asit, klorojenik asit ve
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myrisetin gibi baslica fenolik bilesiklere sahip oldugu belirlenmistir. Bingdl propolisi,
klorojenik asit agisindan diger illere gore ¢cok daha yiiksek konsantrasyonlar gosterdigi
bildirilmistir (Erdogan vd., 2011). Ayrica, Giilgin ve ark. (2010), Tiirkiye' nin Erzurum
bolgesinden elde edilen liyofilize edilmis propolisin su ekstraktini analiz etmis ve kafeik
asit, ferulik asit, siringik asit, ellagik asit, kuersetin, o-tokoferol, pyrogallol, p-
hidroksibenzoik asit, vanilin, p-kumarik asit, gallik asit ve askorbik asit gibi bilesiklerin
varligini tespit etmistir (Giilgin vd., 2010). Tiirk propolisi iizerinde yapilan bir diger
caligmada, pinokembrin, krizin, galangin, pinobanksin ve pinostrobin gibi flavonoidlerin
baslica fenolik bilesikler olarak siralandig1 ve kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit gibi
fenolik asitlerin de bu &rneklerde bulundugu belirtilmistir (Ozdal vd., 2018). izol vd.
(2024), Anadolu’ nun dort farkli cografi bolgesinden elde edilen propolis ekstraktlarini
LC-MS/MS ile tarayarak, ferulik asit' in en yiiksek konsantrasyonda (7.052 mg/g
ekstrakt) Ordu propolisinde bulundugunu belirlemistir (izol vd., 2024). Kahraman vd.
(2022), propolis etanol ekstraktlarinda benzoik asit ve sinnamik asit'in bol miktarda
bulundugunu, bu bilesiklerin propolisin kimyasal yapisindaki aromatik maddeler
oldugunu belirtmistir (Kahraman vd., 2022). Katircioglu ve Mercan (2006)" in yaptig1 bir
calismada, propolisin etanolik oOziitlerinde flavonoidler, o&zellikle apigenin, Kkrizin,
flavononlar ve naringenin gibi bilesiklerin baskin oldugu belirlenmistir (Katircioglu ve
Mercan, 2006).

Tablo 4.3. Propolisin LC-MS/MS ile fenolik igerikleri

No o uan /
Bilesik Ad1 RT Pegk (mz) R? elgsgtragkt
1. | 4-Hydroxybenzoic acid 7,69 |137,024420,9994 | 52 180 +0,36
2. | salicylic acid N/F | 137,024420,9969 N/F
3. | 3-hydroxybenzoic acid (3-HBA) N/F | 137,024420,9999 N/F
4. | 3-hydroxyphenylacetic acid (3-HPA) N/F |107,05053 | 0,9998 N/F
5. | Syringic acid 8,83 |197,045550,9977 | 21,030+0,37
6. | Gallic acid(3,4,5-trihydroxybenzoic acid) N/F | 169,01425 | 0,9996 N/F
7. | Protocatechuic acid (3,4-Dihydroxybenzoic 153,01933 | 0,9997
acid) 6,32 22,96+1,35
8. | Protocatechuic acid ethyl ester (Ethyl 3,4- 181,05063 | 0,9994
Dihydroxybenzoate) N/F N/F
9. | 3,4-dihydroxybenzaldehyde (Protocatechuic 137,02442 | 0,9985
aldehyde) 7,13 13,84+0,32
10/ 2,4-dihydroxybenzoic acid N/F |153,01933 | 0,9995 N/F
11 vanillic acid 8,43 | 167,03498 | 0,9978 | 14,945+0,79
12| Homovanillic acid((4-Hydroxy-3- 181,05063 | 0,9974
methoxyphenylacetic acid) N/F N/F




Tablo 4.3. ( Devami) Propolisin LC-MS/MS ile fenolik igerikleri

13} vanillin N/E | 153,01933 | 0,9991 N/E

14, Gentisic acid N/F | 167,03498 | 0,9970 N/F

15/ 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid(DOPAC, 147,04515 | 0,9989
Homoprotocatechuic acid) N/F N/F

16, trans Cinnamic acid 11,79 | 163,04007 | 0,9918 | 396, 81+0,42

17| coumaric acid (trans-3-Hydroxycinnamic 179,03498 | 0,9981
acid) 9,69 364,21+10,00

18] caffeic acid 8,63 |283,09758 | 0,9978 | 772,17+14,02

19; Caffeic acid phenhyl ester (CAPE) 13,97 | 193,05063 | 0,9909 | 2358 847+67

20/ Ferulic acid 9,05 | 223,06120 | 0,9983 | 577,08+15,72

211 Sinapic acid N/F |353,087810,9976 N/F

22 Chlorogenic acid 8,19 |191,05611/0,9995 | 4354293

23 Quinic acid 0,84 |165,05572]0,9944 | 175374562

241 3-(4-Hydroxyphenyl) propionic acid N/F |188,035320,9995 N/F

25{ 4-Cyano-4-hydroxycinnamic acid N/F |289,07176|0,9979 N/F

26{ Catechin (Cianidanol)-p N/F | 305,06668 | 0,9993 N/F

27| Epigallocatechin N/F |457,07763|0,9989 N/F

28| Epigallocatechin gallate N/F | 253,05063 | 0,9976 N/F

29] Chrysin (5,7-Dihydroxy-2-phenyl-4H- 269,04555 | 0,9879 | 1930,7342.6
chromen-4-one) 14,22 3

30/ Apigenin (5,7-Dihydroxy-2-(4- 283,06120 | 0,9325
hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one) 13,23 633,29+8,68

31] Acacetin 14,52 | 431,09891 | 0,9767 | 3806,76+315,

32| Rhoifolin ( Apigenin 7-O- 593,15119 | 0,9993
nechesperidoside) N/F N/F

33| Vicenin 2 N/E | 445,07763 | 0,9995 N/E

34/ Apigenin 7-glucuronide N/F |431,098370,9796 N/F

35{ Apigenin 7-glucoside 11,36 | 283,06120 | 0,9954 | 1119,62+40,9

36{ Genkwanin 14,88 | 563,14063 | 0,9939 N/F

37 Apiin (Apigenin-7-(2-O-apiosylglucoside) | N/F |431,09837 |0,9997 N/F

38] Vitexin (Apigenin 8-C-glucoside) 10,44 | 563,14063 | 0,9950 | 7 66+2,15

394 Schaftoside N/F | 609,14611 | 0,9949 N/F

40/ Rutin hydrate M-OH2 10,91 | 285,04046 | 0,9958 | 78 98+45 63

41! Luteolin 13,06 | 461,07255 | 0,9981 | 799 734263

42| Luteolin-7-O-glucuronide (Luteolin-7-O-f- 299,05611 | 0,9821
D-glucuronide) N/F N/F

43 447,09328 | 0,9982 | 1528,96+28 4
Diosmetin (Luteolin 4’-methyl ether) 13,37 8

44! Orientin N/F | 447,09328 | 0,9989 N/F

45{ 1soorientin N/F |447,09328 | 0,9968 N/F

46/ uteoloside (Luteolin 7-glucoside) N/F |593,151190,9970 N/F

471 Luteolin 7-rutinoside N/F | 269,04555 | 0,9906 N/F

48/ Galangin (3,5,7-Trihydroxy-2-phenyl-4H- 14,371 301,03538 | 0,9963 | 1314,183+25,
chromen-4-one) 667 36

49 Quercetin 12,29 | 463,08820 | 0,9995 | 360,30+61,35

50{ fsoquercitrin (Quercetin 3-glucoside) 10,89 | 623,16176 | 0,9962 | 99 62+9 80

51! Narcissin 11,58 | 447,09296 | 0,9970 | 10,59+3,08

52 Quercetin 3-rutinoside 7-glucoside N/F | 315,05103 | 0,9936 N/F

54



Tablo 4.3. ( Devami) Propolisin LC-MS/MS ile fenolik igerikleri

53] Isorhamnetin (Quercetin 3'-methyl ether) 13,22 | 285,04046 | 0,9910 | 1054,61+16,3
541 Kaempferol 13,06 | 299,05611 10,9978 | 571 18+3 24
55] Afzelin (Kaempferol 3-rhamnoside) N/F |593,151190,9970 N/F
56{ Kaempferide 14,52 | 447,09328 | 0,9937 | 228,12+15,43
574 Nicotiflorin N/E |317,03029 | 0,9965 N/F
58] Astragalin (Kaempferol 3-glucoside) N/F | 285,04046 | 0,9991 N/F
59 Myricetin N/E |271,06120 | 0,9919 N/F
60! Fisetin hydrate N/E | 285,07685 | 0,9986 N/F
611 Naringenin 12,18 |579,17193 | 0,9987 | 4443 50+108
62] sakuranetin (Naringenin 7-O-methyl ether) | N/F |939,17633 | 0,9975 N/F
63| Narirutin (Narirutinsa, Naringenin 609,18249 | 0,9564
rutinoside) N/F N/F
64/ Oleuropein 10,93 | 609,18396 | 0,9471 | 4 7242 72
65/ Hesperidin N/F | 287,05501 | 0,9904 N/E
66 Neohesperidin N/E | 255,06628 | 0,9472 N/F
67| Eriodictyol (3,4,5,7-Tetrahydroxyflavanone) | N/F |269,04555 | 0,9962 N/F
684 Liquiritigenin 11,7 | 415,10346 | 0,9973 N/E
69| Genistein NJF | 267,06628 [0,9923 | nr
704 Daidzin N/F |300,99899 | 0,9939 N/F
71| Formononetin (Neochanin) N/F |339,07216|0,9978 N/F
72] Ellagic acid 11,30 | 359,07724]0,9920 | 69,905 40
73{ Esculin hydrate N/F |323,12888 | 0,9996 N/F
74{ Rosmarinic acid N/F |271,08233 | 0,9546 N/F
754 Glabridin N/F |269,04555 | 0,9913 N/F
76] Arbutin N/F | 611,17351 | 0,9610 N/F
77} emodin N/E | 255,06694 | 0,9878 N/F
78{ Etoposide N/F |544,18109 | 0,9670 N/F
79 Pinocembrin 13,82 | 197,04555 | 0,9989 | 1813 80+55 4
80{ Doxorubicin Hydrchloride N/F | 137,024420,9994 N/F
81| Ethylgallate N/E | 137,02442 | 0,9969 N/F
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Propolisin etanol ekstraktindaki 96 fenolik bilesigin profillerini belirlemek i¢in LC-

MS/MS analizleri yapilmistir. Analiz edilecek fenolik bilesikler igin, kalibrasyon

egrilerinin tutulma stiresi (RT), ana iyonlar (m/z), korelasyon katsayisi (R?), dogrusal

aralik (ug/g) ve propolis etanol ekstraktinin fenolik bilesik profili Tablo 3' de verilmistir.

Analiz sonuglarma gore, propolis ekstraktinda en yiiksek oranda bulunan bilesikler
naringenin (4443,508 pg/g), acacetin (3806,769 ng/g) ve CAPE (2358,847 ng/g) olarak

tespit edilmistir. Bunun yani sira chrysin, pinocembrin, diosmetin ve galangin gibi

flavonoidler de 6nemli miktarlarda saptanmustir. Propolis ekstrakti, ayn1 zamanda caffeic

acid, ferulic acid, kaempferol, kuercetin ve luteolin gibi gii¢lii antioksidan &zelliklere

sahip fenolik asitler igermektedir.
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Aga ve ark. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada, propolis i¢eriginde bulunan p-Coumaric
acid'in yiiksek antimikrobiyal aktivite ile iliskili oldugu belirtilmistir (Aga vd., 1994).
Benzer sekilde, Kekecoglu ve ark. (2022) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, p-
Coumaric acid bakimindan zengin propolis numunelerinin diisiik minimum inhibitor
konsantrasyon degerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Kekegoglu vd., 2022).
Calismamizda da coumaric acid (trans-3-hydroxycinnamic acid) 364,219 ng/g olarak
tespit edilmistir. Bu dogrultuda, elde edilen propolisin antimikrobiyal etkinliginin,

iceriginde bulunan coumaric acid ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Farkl iilkelerden elde edilen propolis 6rneklerinin, Tiirkiye orijinli propolis 6rneklerinin
LC-MS/MS analizi sonucunda, incelenen 24 fenolik bilesigin toplam konsantrasyonu
bakimindan en yiiksek degere sahip oldugu belirlenmis, major bilesik olarak ferulik asit
tespit edilmistir. Ayrica, Tirkiye propolisinde ki ferulik asit miktarinin Cin propolisine
kiyasla oldukg¢a yiiksek oldugu bildirilmistir (Ecem Bayram, 2020). Calismamizda da
kafeik asit (CAPE) 2358,847 ug/g ve ferulic acid 577,086 pg/g olarak olduk¢a yiiksek
seviyelerde tespit edilmistir. Bu sonuclar, Tiirkiye propolisinin fenolik bilesik igerigi
acisindan zengin oldugunu ve biyolojik aktivite potansiyelinin yiiksek olabilecegini

desteklemektedir.



Tablo 4.4. Propolisin LC-MS/MS analizi ile belirlenen fenolik bilesikleri

Bilesik Ad1 neg /g
ekstrakt

1. Naringenin 444350
2. | Acacetin (5,7-Dihydroxy-2-(4-methoxyphenyl)-4H-chromen-4-one) 3806,769
3. | Caffeic acid phenhyl ester (CAPE) 2358,847
4. | Chrysin (5,7-Dihydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one) 1930,735
5. | Pinocembrin 1813,801
6. | Diosmetin (Luteolin 4’-methyl ether) 1528,964
7. | Galangin (3,5,7-Trihydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one) 1314,183
8. | Apigenin 7-glucoside 1119,620
9. | Isorhamnetin (Quercetin 3'-methyl ether) 1054,614
10. | Luteolin 799,732
11. | Caffeic acid 772,176
12. | Apigenin (5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one) 633,291
13. | Ferulic acid 577,086
14. | Kaempferol 571,189
15. | Trans Cinnamic acid 396,814
16. | Coumaric acid (trans-3-Hydroxycinnamic acid) 364,219
17. | Quercetin 360,307
18. | Kaempferide 228,120
19. | Quinic acid 175,377
20. | Ellagic acid 69,907
21.| 4-Hydroxybenzoic acid 52,181
22. | Protocatechuic acid (3,4-Dihydroxybenzoic acid) 22,960
23. | Syringic acid 21,030
24. | Vanillic acid 14,946
25. | 3,4-dihydroxybenzaldehyde (Protocatechuic aldehyde) 13,847
26. | Narcissin (Narcissoside, Isorhamnetin 3-rutinoside) 10,593
27. | Vitexin (Apigenin 8-C-glucoside) 7,667
28. | Chlorogenic acid 4,352
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Tiirk propolis 6rneklerinde kuersetin, benzoik asit, ferulik asit, kafeik asit ve kumarik

asidin yliksek konsantrasyonlarda bulundugu, klorojenik asit, vanilik asit, siringik asit,

epikatesin, rutin ve okumarik asidin diigiik seviyelerde oldugu, katesinin ise tespit

edilmedigi bildirilmistir (Aliyazicioglu vd.,

2013). Calismamizda da naringenin

(4443,508 ng/g), acacetin (3806,769 ng/g), CAPE (2358,847 ug/g), chrysin (1930,735
ug/g) ve pinocembrin (1813,801 pg/g) en yiiksek konsantrasyona sahip bilesikler olarak

belirlenmis olup, benzer sekilde katesin tespit edilmemistir.

Elde edilen verilere gore, ekstraktta en yiliksek oranda bulunan fenolik bilesikler sirasiyla

naringenin (4443,51 ug/g), acacetin (3806,77 ng/g), caffeic acid phenethyl ester (CAPE)
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(2358,85 pg/g), chrysin (1930,74 pg/g) ve pinocembrin (1813,80 pg/g) olarak tespit
edilmistir. Bu bilesikleri diosmetin, galangin, apigenin 7-glukozit ve isorhamnetin gibi

diger flavonoid tiirevleri takip etmektedir.

Propolis  ekstraktinda bulunan bu fenolik bilesikler, 6zellikle antioksidan,
antienflamatuvar, antimikrobiyal ve enzim inhibitorii 6zellikleri ile literatiirde dikkat
cekmektedir. Ekstraktin iceriginde baslica flavonoidlerin (naringenin, chrysin, galangin,
luteolin, apigenin, kaempferol, quercetin) yani sira fenolik asit tiirevleri (caffeic acid,
ferulic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid, vb.) de yer almaktadir. Bu bilesik
cesitliligi, propolisin potansiyel biyolojik aktivitelerine Onemli Ol¢iide katki
saglamaktadir. Propolisin fenolik bilesikler yoniinden zengin bir dogal kaynak oldugunu
ortaya koymakta ve bu bilesiklerin ¢esitli biyolojik etkilere aracilik edebilecegi

yoniindeki hipotezleri desteklemektedir.

4.2. Antioksidan Analizler

4.2.1. Toplam Fenolik Madde Icerigi

Fenolik bilesikler; ¢cogu dogal iiriinde bulunan bitkisel kaynakli sekonder metabolitler
olup iirliniin antioksidan kapasitesinden sorumlu ajanlardir (do Nascimento vd., 2019).
Propolis 6rneklerinin toplam fenolik madde miktariin tayin edilmesi iiriiniin antioksidan
aktivitesi hakkinda bilgi sunmaktadir. Propolisin %70’lik etil alkol ekstrelerinin toplam
fenolik igerigi 497,5 £0,834 mg GAE/g kuru ekstrakt olarak bulunmus olup literatiir ile
uyumlu olmasma karsin propolis igeriklerinin toplanan bdlge florasi, ¢oziicii ve

ekstraksiyon yontemine gore sonuglar degisebilmektedir.

Brezilya’ nin kuzeydogu bdlgesinden toplanan farkli propolis Orneklerinin etanol
cozeltilerindeki fenolik igerikleri 55,74, 90,55 ve 91,32 mg GAE/g; Brezilya’nin
giineybatisindan alinan propolis 6rneklerinin etil alkol ekstraktlarininda toplam fenolik
icerikleri 52.94-50.41 mg GAE/g araliginda oldugu belirlenmistir (Andrade vd., 2017; Da
Silva vd., 2018). Meksika bdlgesinden toplanan propolis rneklerinin fenolik igeriginin
314 mg GAE/g oldugu bildirilmistir (Rivera-Yanez vd., 2018). Hindistan bolgesinden

temin edilen propolislerin etanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi ise 0,1591 g
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GAE/g olarak rapor edilmistir (Laskar vd., 2010). Litvanya bolgesinden toplanan
propolislerin farkli ¢oziiclilerden elde edilen ekstraktlarinin fenolik igerik tayinin
yapildig1 ¢alisma da etanol 12,7 mg/ GAE mL, su 1,6 mg/ GAE mL ve zeytinyagi 0,5
mg/ GAE mL olarak bildirilmistir (Kubiliene vd., 2015). Ahn vd., (2007) yaptiklari
caligmada farkli bolgelerden temin edilen propolis drneklerinin etanolik ekstraktlarindaki
fenolik igerik miktarlar1 200-300 mg GAE/g olarak belirlemislerdir (Ahn vd., 2007).
Tiirkiye bolgesinden toplanan propolislerin etanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktart 124,6 + 1,5 mg GAE/g olarak bulunmustur (Turan vd., 2015). Dogru vd. (2021),
propolis ve perganin etil alkol esktratktindaki toplam fenolik madde miktar1 28.0+0.02
mg GAE/mL ve 7,6£0,05 mg GAE/mL olarak bulunmustur (Dogru vd., 2021).
Zonguldak ilinden temin edilen propolis 6rneklerinin maserasyon yontemi kullanarak
elde edilen ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi 313-476 mg GAE/g araliginda elde
edilmistir (Sarikaya vd., 2009). Propolisin 7 giinliikk siire ile %70’lik etil alkol ile
maserasyonu sonucunda total fenolik madde miktarinin %0,33 oldugu belirlenmistir
(Mello vd., 2010). Anadolu’ nun farkl: illerinden toplanan propolis 6rneklerin %70° lik
etil alkol ekstraksiyonundaki toplam fenolik madde miktarinin 28 mg GAE/mL ile 80 mg
GAE/mL arasinda oldugu tespit edilmistir (Keskin vd., 2020). Tiirk propolisinin
antioksidan kapasitesinin belirlendigi ¢alismada, farkli bolgelerden elde edilen propolis
orneklerinin etil alkol ekstraksiyonunda toplam fenolik madde miktar1 2748 mg GAE/100
g -19969 mg GAE/100 g arasinda degistigi bildirilmistir (Ozdal vd., 2019). Tirk
propolisinin toplam fenolik madde iceriklerinin incelendigi calismalarda, 314,36 mg
GAE/g ve 313 mg GAE/g gibi birbirine oldukca yakin ve yliksek degerler bulunmustur
(Sarikaya vd., 2009; Ozdal vd., 2019). Propolisin standardizasyonun arastirildig
calismada etanolik ekstraklarin toplam fenolik madde miktar1 16,13- 178,34 mg GAE/g
ile arasinda oldugu bildirilmistir (Keskin, 2018). Igdir, Manisa, Mus ve Ordu illerinden
elde edilen propolis ekstraktlarinin toplam fenolik icerikleri sirasiyla 330,7 £ 9,2, 298,0 +
7,4, 184,6 + 2,7 ve 4923 = 5,8 mg GAE/g olarak belirlenmistir (Izol vd., 2024). Yedi
farkli cografi bolgeden 40 farkli ham propolis 6rneginin etil alkol ekstraktlarinin
incelendigi calismada toplam fenolik madde miktar1 ortalama 147,28 + 43,96 mg
GAE/g olarak bildirilmistir (Kolayli vd., 2023). Anadolu’ dan toplanan ham propolis
orneklerinin toplam fenolik igeriginin 16,13-178,34 mg GA/g arasinda oldugunu
bildirmislerdir (Kolayli vd., 2020).
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4.2.2. Toplam Flavonoid Madde Icerigi

Polifenol ailesinin en biiyiik tiyesi olan flavonoidler sekonder metabolitlerdir, dogal
riinlerin biyolojik 6zelliklerinden sorumlu ajanlardir (Panche vd., 2016). Propolisin
%70’ lik etil alkoldeki toplam flavonoid igerigi 389,44 +£1,92 mg KE/g kuru ekstrakt
olarak bulunmustur. Tipki fenolik madde icerigi gibi flavonoid madde iceriginde de bir
standart yoktur ve toplanma zamanina bolge se¢imine ve ektstraksiyon yontemlerine gore

icerikleri ve miktarlar1 degismektedir.

Arjantin bolgesindeki 13 farkli propolis drneklerinin %80 etanol ekstraktlarinin toplam
flavanoid madde miktarinin 13,3 ile 62,0 mg KE/g arasinda oldugu bildirmistir (Isla vd.,
2001). Fas’ in sekiz farkli bolgesinden 14 propolis 6rneginin incelendigi ¢alisma da
flavonoid igerigini 0,20 ile 34,27 mg KE/g arasinda olduk¢a degisken miktarlarda oldugu
tespit edilmistir (Miguel vd., 2014). Propolisin %70’ lik etil alkol kullanilarak 1 giin
boyunca maserasyon yontemiyle hazirlanan 6ziitiinde toplam flavonoid igerigi, 0.23 mg
KE/g olarak rapor edilmistir (Mello vd., 2010). Brezilya' nin kuzeydogusundaki farkli
bolgelerden toplanan propolis 6rneklerinin geleneksel ve ultrason destekli ekstraksiyonla
elde edilen etanol ekstraktlarinin flavonoid madde igerigi 0,0420-0,10802 g KE/g olarak
rapor edilmistir (Reis vd., 2019). Arjantin' den alinan propolis 6rneklerinin toplam
flavonoid igerigini 13,3-42,6 mg KE/g, Cezayir propolis ekstraktlarinin toplam
flavononid madde igeriginin 0.57+0.01-3.53+0.84 g KE/g arasinda degistigini
bildirmislerdir (Moreno vd., 2000; Narimane vd., 2017). Endonezya’ nin Sulawesi
bolgesinde elde edilen propolislerin farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarin flavonoid
madde igeriginin belirlendigi ¢alisma da sonuglarin 14.06- 18.33 mg KE/100 g arasinda
oldugu tespit edilmistir (Pujirahayu, 2014). Tirkiye bolgesinden toplanan propolis
orneklerin etanol ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktart 42,0 £ 0,8 mg
KE/g olarak bildirilmistir (Turan vd., 2015). Anadolu’ nun farkli bolgelerinden toplanan
propolis drneklerinin toplam flavonoid igerikleri 3073 + 198 mg KE/100 g — 29,175,0 +
394 mg KE/100 g arasinda oldugu bildirilmistir (Ozdal vd., 2019). Tiirkiye’ nin degisik
bolgelerindeki aricilardan temin edilen propolis drneklerinin etanol ekstraklarinin toplam
flavanoid miktar1 1,24- 51,23 mg KE/g arasinda degistigi bildirilmistir (Keskin, 2018).
Tiirkiye’nin 4 farkli ilinden temin edilen propolis 6rneklerinin etil alkol ekstraktlarinin

toplam flavonoid igerikleri sirasiyla 46,1 + 1,2 ila 96,1 £ 2,1 mg KE/g arasinda oldugu
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rapor edilmistir (izol vd., 2024). Anadolu propolisinin arastirildigi ¢alismada, 20 farkli
propolis 6rneginde toplam flavonaoid madde ortalama 30,58 mg KE/g oldugu sonuglarin
11,46 mg KE/g ile 61,64 mg KE/g arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica ham
propolisteki polifenollerin yaklasik beste biri flavonoidlerin olusturdugu rapor
edilmistir  (Kolayli vd., 2023). Tiirtk propolisinin kimyasal bilesimi, antioksidan
kapasitesi, ¢esitli insan meme kanseri hiicre dizileri tizerindeki anti-proliferatif etkisinin
incelendigi ¢alismada propolis 6rneginin toplam flavonoid igerigi 522,71 mg KE/g
oldugu tespit edilmistir (Ozdal vd., 2018). Bu sonuglar farkli cografyalardan alinan
propolis orneklerinin toplam fenolik-flavonoid igerikleri ve miktarlarinin farkli
olabilecegini bir kez daha ortaya koymaktadir. Bu farkliligin nedenleri arasinda habitat,
cografi konum, iklim, ar1 tiirii gibi farkli parametreler rol oynamaktadir (Izol vd., 2024).
Aktif bilesenler bakimindan zengin olan propolisin flavonoid igerigindeki degisiklikler,
esas olarak bal arilarmin ziyaret ettigi bitkilerin bolgesel farkliligina bagli olarak
degiskenlik gostermektedir (Ertiirk vd., 2016). Farkli cografik bolgelerden propolislerin
farkl kimyasal icerige sahip oldugu goz oniine alindiginda degerler arasindaki farkliliklar

beklenmektedir (Boke Sarikahya vd., 2021).

4.2.3. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

DPPH ve ORAC testlerinde, pinobanksin-3-asetat en giiglii antioksidan bilesen olarak
tamimlanmustir (Boisard vd., 2015). Dogal antioksidanlarin reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
yakalama aktivitelerini degerlendirmek icin DPPH radikali kullanilmaktadir. DPPH
cozeltisi, antioksidan bir madde ile karsilastifinda yapisal bir degisim gecirir ve mor
rengini sart renkli bir bilesige donistiirtir. Olusan sar1 renk ile antioksidan

konsantrasyonu arasinda dogru bir oranti vardir (Misir, 2013).

Propolisin %70’ lik etil alkol ekstraktlarimin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi
%84,08+0,08 inhibisyon degeri ile ol¢iilmiis, antiradikal kapasitesi ise 64,04 = 1,01 mg
Trolox esdegeri/g olarak belirlenmistir. Karsilastirmali olarak, BHA ve BHT nin radikal
stiptiriici aktiviteleri sirastyla %85,43+ 0,36 ve %84,51 + 0,47; antiradikal kapasiteleri

ise BHA i¢in 71,6 mg Trolox /g ve BHT i¢in 68,04 mg Trolox /g olarak tespit edilmistir.
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Tayland' dan temin edilen propolisin, %30, %40, %50 ve %70 etanol ¢ozeltileri ile
ekstrakte edildigi bir calismada, DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesinin %65,52 +
1,18 ile %94,21 + 2,06 arasinda degistigi bildirilmistir (Siripatrawan vd., 2013). Tiirk
propolisinin farkli ¢dziiclilerde (etanol, metanol ve DMSO) hazirlanan ekstraktlarinin
DPPH radikal siipiiriicii etkisini inceleyen bir bagka ¢aligmada, en yiiksek aktivitenin 0,5
mg/mL konsantrasyonunda %72 + 1,4 ile %95 £+ 0,3 arasinda oldugu rapor edilmistir
(Misir, 2013). 39 propolis 6rneginin DPPH yontemi kullanilarak incelendigi bir
caligmada, oziitlerin ¢ogunun %80' den fazla DPPH temizleme aktivitesi gosterdigi ve
pozitif kontrollerle neredeyse ayni veya daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Calismada,
propolis 0rneklerinin antioksidan kapasiteleri %55,98 + 0,02 ile %86,17 + 0,16 arasinda
degismistir. En yiiksek antioksidan kapasite, Izmir-Bergama’ dan alman drnekte (%86,17
+ 0,16) 6l¢iilmiis; bunu sirastyla Artvin-Aksu (%85,76 + 0,01), Artvin-Borgka (%85,56 +
0,07), Bing6l-Kig1 (%85,27 £ 0,02), Artvin sehir merkezi (%84,87 + 0,03) ve Aydin sehir
merkezi (%84,77 + 0,02) oOrnekleri izlemistir (Boke Sarikahya vd., 2021). Brezilya
kirmiz1 propolisinin etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri, 80,0 pg/mL
konsantrasyonda yaklasik %80 olarak belirlenmistir (do Nascimento vd., 2019). Propolis
Oziitiiniin 10, 100 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarindaki DPPH siipiiriicii aktiviteleri ise
sirastyla %34,92 + 0,01, %70,80 £ 0,02 ve %89,57 + 0,01 olarak tespit edilmistir
(Kahraman vd., 2022). 4 farkli ilden toplanan propolis orneklerinin radikal siipiirme
kapasiteleri (DPPH) karsilastirildiginda, Bing6l ve Rize yorelerinin sirasiyla 497,8+10,7
ve 503,7+1,6 mg Trolox/g propolis ile en yiiksek degerleri gosterdigi belirlenmistir. Bu
iki yorenin toplam fenolik madde igerikleri de, radikal siiptirme kapasitesi ile paralellik

gosterdigi bildirilmistir (Erdogan vd., 2011).

4.2.4. Metal Selatlama Aktivitesi

Selatlayic1 terimi, "yenge¢ pengesi" anlamina gelen Yunanca "chele” kelimesinden
tiiremistir. Bu terim, bir ligandin (en az iki dondr grubuyla) substratlariyla (iyonlarla)
olusturdugu kompleksleri tanimlar ve bdylece bir "halka" sisteminin, daha kararli bir
kompleksin olusumuyla yakindan iliskilidir (May ve Bulman, 1983). Agir metaller,
hiicrelerin bliylimesi ve ¢ogalmasi, biyomolekiillerin sentezi gibi bircok enzimatik
reaksiyon ve biyolojik siirecler i¢in gereklidir ama bu metallerin asir1 birikimi zararlidir.

Ozellikle oksidatif strese (OS) neden olabilir ve metabolizmada serbest radikaller ile
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reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini tetikleyebilir. Metal selasyon tedavisi, biyolojik
olarak genellikle metal toksisitesini tedavi etmek i¢in kullanilir. Metaller uygun
selatlayici ajanlarla selatlandiktan sonra, metabolizmadaki hasarlarin 6niine gegilebilir ve
bu metaller viicuttan etkili bir sekilde uzaklastirilabilir. Metallerin optimum seviyeden
daha yiiksek seviyelerde birikmesi durumunda toksik hale gelerek biyomolekiillere zarar
verebilecegi bilinmektedir (Gulcin ve Alwasel, 2022). Ornegin, demir (Fe), fazla
miktarda alindiginda zararhi etkileri olan metallerin ¢arpici bir o6rnegidir. Ortalama bir
kisi, viicudunda yaklasik 4-5 g elementer demir bulundurur. Bu miktarin iicte ikisi
hemoglobinde oksijen tasiyici protein olarak yer alirken, geri kalani hemosiderin veya
ferritin gibi demir depolayan proteinlerde bulunur (Vacca vd., 2004). Metal iyonlarinin
selatlanmasi, biyomolekiillere zarar verebilecek ROS olusumu ve radikal iiretimini
onlemek i¢in kritik bir oneme sahiptir. Dogal metal selatlama bilesikleri, o6zellikle
fenolikler ve flavonoidler, toksisite sorunlariyla iligkilendirilen sentetik selatlama
ajanlarina gore daha fazla tercih edilmektedir (Malacaria vd., 2022). Metal selatlama
tedavisi, agir metal zehirlenmesi durumunda en Onemli ve birincil klinik tedavi
yontemidir (Flora vd., 2007; Kim vd., 2019). Selasyon kapasitesini tahmin etme
stratejilerinden biri, ferrozin veya 2,2'-bipiridin gibi selat olusturucu maddeler kullanarak
serbest demir iyonlarini (Fe®*) 6lgmektir. Bu maddeler, spektroskopik analiz yoluyla
kolayca tespit edilebilen kompleksler olusturur ve demir gibi metallerin reaktifligini
azaltarak etkisiz hale getirir (Almhjell ve Mills, 2018). Propolisin farkli ¢oziiciilerde ki
ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi incelendigi calisma da etanollii ekstraktlarin
%92+0,5, metanollii ekstraktlar icin %95+1,1, DMSO’ lu ekstraktlar i¢in %92,6+0,5,
standart olarak kullanilan EDTA i¢in ise %98+1,7 olarak bulunmustur (Misir, 2013).
Wang ve ark. (2004), propolisle yaptiklari caligmada, 2 mg/mL’ lik etanolik ekstraktin
%50 diizeyinde metal selatlama aktivitesi gosterdigini belirtmistir (Wang et al., 2004).
Geckil ve ark. (2005), yaptig1 ¢alismada ise propolisin etanolik ekstraktlarmin 2 mg/mL
konsantrasyonda %70 metal selatlama aktivitesi sergiledigi bulunmustur (Geckil vd.,
2005). Propolisin %70" lik etil alkol ekstraktinin metal selatlama aktivitesi, %38,11+0,9
olarak hesaplanirken, sentetik antioksidan olan EDTA’ nin %84,12+0,8 olarak

bulunmustur.
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4.2.5. Toplam Antioksidan Kapasitesi

Propolis  ekstraktinin fosfomolibden metoduyla

belirlenmistir (Prieto vd., 1999). Ve %70’ lik etil alkol ekstraksiyonunda toplam

toplam antioksidan kapasitesi

antioksidan kapasitesi 336,96 +3,2 mg a-tok /g olarak bulundu.

Bonvehi ve Gutiérrez (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada, 2 farkli ¢6ziicti kullanilarak
elde edilen propolis ekstraktlarin antioksidan kapasitelerini etanollii ekstraktinin 148-291
mg AsA/g ve propilen glikollii ekstraktinin antioksidan kapasitesi 108— 210 mg AsA/g
olarak tespit etmislerdir (Bonvehi ve Gutiérrez, 2011). Elde edilen bu verilere gore
propolis ekstraktinda kullanilan farkli ¢oziiciiler propolisin antioksidan kapasitesi

iizerinde etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Tablo 4.5. Propolis Ekstraktinin Antioksidan Aktivite Sonuglar

Toplam Toplam DPPH Metal Toplam
Fenolik Flavonoid (% Giderim/ Selatlama Antioksidan
Madde Madde cerigi mg Trolox /g) Aktivitesi Kapasitesi
icerigi (mg KE/g) (% Giderim)  (mg a-tok /g)
(mg
GAE/g)
Propolis  497,5+0,83 389,44+1,92  %84,08+0,08/  %38,11+0,9 336,96 £3,2
(Img/mL) 64,04 + 1,01
BHA %85,43+ 0,36 /
71,6 +£1,01
BHT %84,51 £0,47 /
68,04 £ 1,01
EDTA %84,12+0,8

4.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Geleneksel antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen bakteri direnci ve antibiyotik
kullaniminin ardindan sikga ortaya ¢ikan yan etkiler nedeniyle, antimikrobiyal aktiviteye
sahip dogal iiriinlerin arastirilmasi her gegen giin daha fazla 6nem kazanmaktadir (Cragg
vd., 1997; Gleckman ve Czachor, 2000; Normark ve Normark, 2002; Sheldon, 2003).

Propolisin nispeten toksik olmamasi ve bir¢ok bakteri, mantar, parazit ve viriise karsi
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genis bir antimikrobiyal aktivite gostermesi arastirilan dogal iriinler arasinda propolisi

one ¢ikarmaktadir.

Propolisin antimikrobiyal 6zellikleri bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya konmus olsa da,
icerigindeki farkli bilesimler ve/veya antibakteriyel aktivitelerinin degerlendirilmesinde
kullanilan yontem farkliliklar1 ¢esitli ¢alismalarin  sonuglarimi  karsilastirmay1
zorlastirmaktadir (Drago vd., 2000). Ancak, propolisin gram (+) bakterilere karsi, gram (-
) bakterilerin daha biiyiik aktivitesi oldugu bildirilmistir (Drago vd., 2000; Marcucci vd.,
2001; Stepanovi¢ vd., 2003). Velikova vd. (2000), yaptiklar1 ¢alismada farkli tilkelerden
topladiklar1 propolis drneklerinin giiclii antibakteriyel, zayif ve orta derecede antifungal
aktivite gosterdiklerini tespit etmislerdir (Velikova vd., 2000). Tablo 6'da, propolis
ekstraktinin  farkli  konsantrasyonlarindaki antmikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari
gosterilmektedir.

4.3.1. Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

4.3.1.1. Propolisin Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Propolisin etil alkol ekstraktinin S. mutans tizerinde antimikrobiyal etkinlik gdsterdigi ve
bu etkinligin, plak olusumuna ve dis ¢iiriimelerine neden olan glukoziltransferaz
enziminin inhibisyonuyla iligkili oldugu bildirilmistir (Bosio vd., 2000). Propolisle tedavi
edilen gontlliiler lizerinde yapilan bir ¢alismada, %0,2 propolis soliisyonu ile 1,5 dakika
boyunca agiz c¢alkalandiktan sonra, 10 goniilliiniin tiikiiriigiindeki toplam bakteri
sayisinda %38, S. mutans sayisinda ise %42 oraninda azalma gozlemlenmistir (Steinberg
vd., 1996).

Propolis ekstraktlarinin S. mutans iizerindeki inhibisyon etkileri de ¢esitli ¢alismalarda
rapor edilmistir. Libério ve ark. (2009), propolis ekstraktlarmin S. mutans iizerinde 9,0 ile
13,0 mm arasinda degisen inhibitdr zon ¢aplar1 olusturduklarini bildirmislerdir (Libério
vd., 2009). Popova vd. (2009), Girit propolisinin S. mutans {izerindeki etkilerini
incelediklerinde etanolik propolis 6ziitiiniin 20 mm’lik bir inhibitér zon olusturdugunu
rapor etmistir (Popova vd., 2009). Ayrica, %70 etil alkolle yapilan ekstraksiyonun S.
mutans tizerinde 22,6 + 0,66 mm, Brezilya bdlgesinden elde edilen yesil propolisin oral

patojenlere kars1 yapilan bir ¢alismada ise 18,3+1,15 mm biiyiikliigiinde bir inhibitér zon
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elde edilmistir (Paula vd., 2006; De Luca vd., 2014). Ophori vd. (2010) ise 4, 8, 16 ve 32
ng/ mL konsantrasyonlarinda hazirlanan propolis ekstraktlarinin S. mutans tizerindeki
inhibitdr zon ¢aplarini sirastyla 10 £ 4 mm, 12 = 4 mm, 20 + 2 mm ve 24 + 2 mm olarak
rapor etmistir (Ophori vd., 2010). Kashi vd. (2011), Tahran’ in kuzeydogusundan
toplanan iran propolisinin etanol ekstraktinin S. mutans iizerinde 16,00 £ 0,00 mm
biiyiikliigiinde bir inhibitor zon olusturdugunu belirtmistir (Kashi vd., 2011). Airen vd.
(2018), %5 ve %20 etil alkol oranlariyla hazirlanan propolis ekstraktlarinin sirasiyla 10,4
mm (£1,32 mm) ve 12,4 mm (£1,46 mm) inhibitor zonlarin1 olusturdugunu
bildirmislerdir (Airen vd., 2018). Yazdanian vd. (2022) ise Iran’ m dokuz farkl
bolgesinden temin edilen %70 etil alkol ekstraktlarinin S. mutans’a karst 9-16 mm

arasinda degisen zon ¢aplar1 olusturdugunu rapor etmistir (Yazdanian vd., 2022).

Calismamizda, propolisin etil alkol ekstraktinin antimikrobiyal etkinligi degerlendirilmis
ve elde edilen bulgular dogrultusunda ekstraktin S. mutans’a karst hem bakteriyostatik
(durdurucu) hem de bakterisidal (Oldiiriicti) 6zellikler gosterdigi belirlenmistir. Disk
difiizyon analizleri sonucunda, S. mutans susu iizerinde sirasiyla 2, 4, 8 ve 16 mg/mL
konsantrasyonlarinda 8,66 + 0,57 mm, 10,66 + 0,57 mm, 11,66+ 0,57 mm ve 14,33 + 0,57
mm c¢apinda inhibitdér zonlar olusturdugu belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
streptomisin antibiyotigi ise 22,33+0,57 mm ¢apinda inhibisyon zonu meydana
getirmistir. Durdurucu etkinli§in yan1 sira, konsantrasyon arttikca inhibitér zon
caplarinda da artis gozlenmis ve en yiiksek inhibisyon zonu 16 mg/mL
konsantrasyonunda ger¢eklesmistir. Elde edilen bu bulgular, literatiirde yer alan verilerle
karsilagtirildiginda bazi farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklarin, propolisin elde
edildigi cografi bolge, bitki kaynagi, ekstraksiyon yontemi, ¢oziicii tipi ve kullanilan test

mikroorganizmalarina bagl olarak degisebilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.18. Propolisin S. mutans’ a kars1 zon ¢ap1

Brezilya’dan elde edilen farkli propolis drneklerinin etanol 6ziitii arasindaki sinerjik etki
in vitro olarak degerlendirildiginde, yesil propolisin S. sanguinis'e karst 16,67+1,09 mm,
kirmizi1 propolisin 19,33+0,94 mm ve kahverengi propolisin ise 15,67+0,19 mm inhibitor
zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir (Joatilde vd., 2013). Propolisin karyojenik bakterilere
kars1 antimikrobiyal 6zellikleri lizerine yapilan bir ¢alismada, S. sanguinis i¢in 21,3+0,31
mm biiytikligiinde bir inhibitér zon gozlemlenmistir (De Luca vd., 2014). Ayrica, dis
minesinin remineralizasyonu i¢in propolis bazli biyopolimer iiretimi lizerine yapilan bir
calismada, antibakteriyel test sonuglar1 S. mutans i¢in 22+0,2 mm, S. sanguinis i¢in ise

22+0,3 mm inhibitor zon ¢aplar gostermistir (Nisa vd., 2022).

Calismamizda, propolisin etil alkol ekstraktinin S. sanguinis tizerindeki antimikrobiyal
etkinligi degerlendirilmis; 2, 4, 8 ve 16 mg/mL konsantrasyonlarinda renk degisimi
gbdzlemlenmesine ragmen inhibisyon zonu olugmadigi icin yalnizca bakteriyostatik
(durdurucu) bir etki tespit edilmistir. Bu durum, ilgili konsantrasyonlarin bakterisidal etki
olusturmak icin yetersiz kaldigim1 gostermekte olup, daha yiiksek konsantrasyonlarla
tekrar test edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Buna karsin, pozitif kontrol olarak
kullanilan streptomisin antibiyotigi, S. sanguinis susu tizerinde 20,66 + 0,57 mm ¢apinda

belirgin bir inhibitdr zon olusturmustur.
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Sekil 4.19. Propolisin S. sanguinis’ e kars1 zon ¢api

Porphyromonas gingivalis, iyi huylu bir mikrobiyal toplulugu disbiyotik bir topluluga
doniistiirerek periodontal hastaliklarin gelisimine olanak saglayan bir "anahtar patojen"
olarak kabul edilmektedir (Hajishengallis vd., 2012). Brezilya’ dan elde edilen yesil
propolis, diisiik konsantrasyonda dahi periodontitiste rol oynayan patojen P. gingivalis'
in bliylimesini engelledigi bildirilmistir. Bu bulgu, yesil propolisin periodontal
hastaliklarla miicadelede potansiyel bir antimikrobiyal ajan olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir (Oda vd., 2016). Brezilya' nin yesil propolisinin
P. gingivalis lizerindeki etkisini arastiran bir ¢alismada, 14,0+0,00 mm biiyiikligiinde bir
inhibitor zon elde edilmistir (Paula vd., 2006). Cin propolisi 6ziitiiniin P. gingivalis ve A.
actinomycetemcomitans iizerindeki kimyasal bilesimi ve etkinligi degerlendirilen bir
calismada ise, P. gingivalis i¢in inhibitor zon ¢aplar1 18-25 mm arasinda tespit edilmistir
(Agarwal vd., 2012). Propolisin etil alkol ekstraktinin direngli periodontal patojenlere
kars1 yapilan bir ¢aligmada ise, P. gingivalis' in 15,7+0,37 mm biiyiikliigiinde bir inhibitor
zon olusturdugu bildirilmistir (Shabbir vd., 2016).

Calismamizda, propolisin etil alkol ekstraktinin P. gingivalis iizerindeki antimikrobiyal
etkinligi degerlendirilmis ve etkinligin konsantrasyona bagli olarak arttif1
gozlemlenmistir. Hem bakteriyostatik (durdurucu) hem de bakterisidal (6ldiirticii) etkinlik
sergileyen propolis ekstrakti, 2, 4, 8 ve 16 mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla

8,33+0,57 mm, 10,66 + 0,57 mm, 13,00+ 0,00 mm ve 15,00 + 0,00 mm ¢apinda inhibitor



69

zonlar olusturmustur. Bu sonuglar, propolis ekstraktinin diisiik konsantrasyonlarda sinirlt
bir etki gosterdigini, ancak konsantrasyon arttikca hem bakteriyostatik hem de
bakterisidal etkinliginin belirgin bi¢cimde arttifin1 ortaya koymaktadir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan streptomisin antibiyotigi P. gingivalis iizerinde 20,33 +0,57 mm

biiytikliigiinde bir inhibitor zon olusturmustur.

Sekil 4.20. Propolisin P. gingivalis' e kars1 zon ¢ap1

%35 ve %20 konsantrasyonlarindaki propolis etanol ekstraktlariin L. acidophilus' a karsi
sirastyla 12,7 mm (2,08 mm) ve 14,65 mm (£1,65 mm) biiyiikliigiinde inhibitor zonlar
olusturduguna dair sonuglar rapor edilmistir. Ayrica, alkol orani arttikga inhibitér zon
¢aplarinin da dogru orantili olarak arttigi gézlemlenmistir (Airen vd., 2018). Propolis
bazli dis minesi remineralizasyonu i¢in biyopolimer {iretimi iizerine yapilan bir
caligmada, L.acidophilus’ un bakteriyel test sonuglari, farkli jel formulasyonlariyla
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada, hidroksiapatit (HA) jeli ile yapilan testte 12,08 + 0,10
mm, propolis jeliyle yapilan testte 18,8 = 0,18 mm ve HA-propolis jeli kombinasyonunda
ise 22,35 + 0,22 mm biiyiikliigiinde inhibitdr zonlar elde edilmistir (Nisa vd., 2022). iran’
m dokuz farkli bdlgesinden temin edilen propolis orneklerinin %70’ lik etil alkol
ekstraktlarinin L. acidophilus’ a kars1 olusturdugu inhibitdr zon ¢aplar1 9-15 mm arasinda
degismistir (Yazdanian vd., 2022).
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Calismamizda, propolisin etil alkol ekstraktinin L. acidophilus iizerindeki antimikrobiyal
etkinligi degerlendirilmis ve 2, 4, 8 ve 16 mg/mL konsantrasyonlarinda renk degisimi
gbzlemlenmesine ragmen inhibisyon zonu olugsmamuistir. Bu bulgu, propolisin etil alkol
ekstraktinin L. acidophilus iizerinde yalnizca bakteriyostatik (durdurucu) etki gosterdigini
ve bakterisidal (6ldiiriicii) etkinliginin sinirli oldugunu gostermektedir. Bu durum,
propolisin etil alkol ekstraktinin bazi1 bakteri tiirlerine karsi etkili olmadigin1 ve etki
spektrumunun dar olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsin, kontrol grubu olarak
kullanilan streptomisin antibiyotigi, L. acidophilus {iizerinde 20,33+0,57 mm
biiylikliigiinde bir inhibitdr zon olusturmus olup, streptomisinin bu bakteri iizerindeki

etkinligini agik¢a ortaya koymaktadir.

Sekil 4.21. Propolisin L. acidophilus' a kars1 zon ¢ap1

[ran propolisinin oral mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisinin incelendigi bir
calismada, propolis ekstresinin Staphylococcus aureus tizerindeki etkinligi 17 + 0,00 mm
biiyiikliigiinde inhibitdr zon ile tespit edilmistir (Jafarzadeh Kashi vd., 2011). Tirkiye'
den temin edilen ar1 poleni ve propolisinin etanolik 6ziitlerinin incelendigi bir bagka
caligmada ise, propolisin 6,25-100 mg/mL konsantrasyonlarinda yapilan agar kuyusu
diftizyon testlerinde S. aureus' a kars1 12,6 + 1,0 mm ile 19,9 + 0,6 mm arasinda degisen

inhibitor zonlar gosterdigi, yani belirli konsantrasyonlarda gii¢lii antibakteriyel aktivite



71

sergiledigi belirtilmistir (Kahraman vd., 2022). Tiirkiye’ nin 24 farkl ilinden elde edilen
propolis Orneklerinin etanolik ekstraktlari, S. aureus' a karsi ortalama 11,40 mm
biiytikliigiinde inhibitér zon olusturmus ve antimikrobiyal aktivite gostermistir (Altuntas
vd., 2023). Ayrica, dokuz farkli propolis drneginin %70’ lik etil alkol ekstraktlarinin S.
aureus' a kars1 8-16 mm arasinda degisen inhibitoér zon ¢aplari bildirilmistir (Yazdanian
vd., 2022).

Calismamizda, propolisin etil alkol ekstraktinin S. aureus iizerindeki antimikrobiyal
etkinligi 16, 8, 4 ve 2 mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla 19,66+5,50 mm,
14,00+ 0,00 mm, 12,66 +0,57 mm ve 9,66+ 0,57 mm biylikliigiinde inhibitér zonlar
olusturdugu goézlemlenmistir. Bu sonuglar, propolisin S. aureus iizerinde konsantrasyona
bagli olarak etkinlik gdsterdigini ve inhibitor zonlarin biiyilikliigliniin konsantrasyon
arttik¢a belirgin bir sekilde arttigini ortaya koymaktadir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
streptomisin antibiyotigi ise 22,00+0,00 mm biyilkliigiinde bir inhibitér zon
olusturmustur. Bu bulgu, propolisin antibiyotiklere kiyasla daha diisiik etkinlik
gosterdigini, ancak yine de Onemli bir antimikrobiyal potansiyele sahip oldugunu

gostermektedir.

Sekil 4.22. Propolisin S. aureus ‘a kars1 zon ¢ap1
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Propolisin B. subtilis, E. coli ve R. sphaeroides iizerinde yaptigi fizyolojik etki
aragtirmalarinda, etanollii  ekstraktlarinin  antibakteriyel etkiye sahip oldugu
vurgulanmistir (Mirzoeva vd., 1997). Anadolu’ nun 24 farkli ilinden toplanan propolis
ornekleri lizerinde yapilan ¢aligma da, Kirklareli ve Bartin illerinden alinan 6rneklerin E.
coli iizerinde sirasiyla 12,5 mm ve 10,28 mm biyiikliigiinde inhibisyon zonlari
olusturdugu, bu Orneklerin yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Altuntas vd., 2023). Propolisin E. coli tizerindeki antibakteriyel etkilerinin incelendigi
bir baska c¢alismada ise, 6,25-100 mg/mL konsantrasyonlarinda propolisin E. coli
iizerinde sirasiyla 11,8 £ 0,5 mm ile 17,3 = 1,1 mm arasinda degisen inhibisyon bdlgeleri
gosterdigi belirlenmistir (Kahraman vd., 2022). iran’ mn dokuz farkli bdlgesinden elde
edilen propolis 6rneklerinin %70’ lik etil alkol ekstraktlarinin E. coli' ye kars1 gosterdigi
inhibitor zon ¢aplarinin 9,5- 15,5 mm arasinda degistigi bildirilmistir (Yazdanian vd.,
2022). Tirkiye' nin Erzurum, Tekirdag ve Trabzon illerinden toplanan propolisin etanolik
ozitiiniin E. coli iizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin ve kimyasal bilesenlerinin
incelendigi bir ¢aligmada ise, propolisin etanol oziitiiniin E. coli biiytimesini giiglii bir

sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir (Katircioglu ve Mercan, 2006).

Calismamizda, propolisin %70’ lik etil alkol ekstraktinin E. coli’ ye kars1 antibakteriyel
etkisi, disk difiizyon yontemiyle incelenmistir. Propolisin farkli konsantrasyonlarinin E.
coli lizerindeki etkileri sirasiyla 16 mg, 8 mg, 4 mg ve 2 mg konsantrasyonlarinda
degerlendirilmis ve inhibitdr zon ¢aplar1 belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, 16 mg
konsantrasyonunda en biiyiik inhibitor zon ¢ap1 olan 15,33 £ 0,57 mm go6zlemlenirken, 8
mg'lik konsantrasyon i¢in 13,66 = 0,57 mm, 4 mg'lik konsantrasyon i¢in 13,33 + 2,08
mm ve 2 mg' lik konsantrasyon i¢in ise 10,0 £ 0,0 mm ¢apinda inhibitér zonlar
olusmustur. Bu bulgular, propolisin konsantrasyon arttikca E. coli {izerindeki
antibakteriyel etkisinin giiclendigini gostermektedir. Kontrol grubu olarak kullanilan
Streptomisin antibiyotigi ise 23,0 = 0,0 mm biyiikliiglinde bir inhibitér zon
olusturmustur. Ancak, propolisin oOzellikle yliksek konsantrasyonlarda Onemli bir
antibakteriyel aktivite gosterdigi, bu bulgularin propolisin dogal bir antimikrobiyal ajan

olarak potansiyelini destekledigi sdylenebilir.
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Sekil 4.23. Propolisin E.coli ‘ye kars1 zon ¢api.

Propolis 6ziitlerinin ¢esitli Candida tiirleri de dahil olmak iizere patojenik mayalara karsi
antifungal bir ajan olarak etkili oldugu ¢aligmalarda rapor edilmistir (AL-Waili vd., 2012;
Sariguzel vd., 2016). Boisard ve ark. (2015), propolis 6rneklerinin patojenik mantarlar
tizerindeki antifungal aktivitesini incelemis ve C. albicans ile C. glabrata 'ya karsi
gbzlenen antifungal etkinligi propolisin yiiksek flavonoid igerigine baglanmistir (Boisard
vd., 2015). Koo ve ark. (2000), Brezilya' nin giineydogusundaki kirmizi propolisin
alkollii 6ziitiniin C. albicans’ a karsi antifungal aktivitesini degerlendirerek, propolisin C.
albicans ve biyofilm olusumunu engelleyici etkisi nedeniyle periodontal hastaliklar
tizerinde terapdtik potansiyele sahip olabilecegini rapor etmistir (Koo vd., 2000).
Tiikiiriikten izole edilen Candida tiirleri {izerinde yapilan c¢aligmalarda, Brezilya
propolisinin fungisidal aktivite gosterdigi ve hidroalkolik propolis 0Oziitiiniin agiz
gargarasi olarak kullanildigi tam protezli hastalarda Candida sayisinin azaldigi tespit
edilmistir (Ota vd., 2001). Ayrica, C. albicans ve C. tropicalis’ in Brezilya propolisine
duyarli oldugunu dogrulamiglardir (Sforcin vd., 2000). Litvanya propolisinin zeytinyagi
ekstraktinin C. albicans ve B.cereus’ a karsi antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmistir
(Ramanauskiené ve Inkéniené, 2011). 24 farkli ilden temin edilen propolis 6rneklerinin
cografi kokenlerine gore karakterizasyonu ve simiflandirilmasi amaciyla gergeklestirilen
bir caligmada, propolisin etil alkol ekstraktlarinin C. albicans’ a karsi ortalama inhibisyon

zon ¢ap1 10,58 mm olarak belirlenmistir. 12,50 mm zon ¢ap1 ile en yiiksek antifungal
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aktivitelerin Amasya ve Mersin 6rneklerinde oldugu bildirilmistir (Altuntas vd., 2023).
Brezilya yesil propolis ekstraktinin agiz patojenik bakteri ve mantarlara karsi etkisini
inceleyen bir ¢alismada, etanol ekstraktinin C. albicans’ a karsi 16,3 £ 0,52 mm’ lik
inhibisyon zonu olusturdugu rapor edilmistir (Paula vd., 2006). Anadolu propolisinden
elde edilen etanolik &ziitlerin C. albicans iizerindeki inhibisyon etkisi literatiirde farkli
arastirmacilar tarafindan su sekilde bildirilmistir: Kujumgiev ve ark. (1999) 14-18 mm,
Kartal ve ark. (2003) 8-14 mm, Aliyazicioglu ve ark. (2013) 13-24 mm ve Silva ve ark.
(2019) 10,0-12,5 mm olarak rapor edilmistir (Kujumgiev vd., 1999; Kartal vd., 2003; F.
R. G. Silva vd., 2019; Turan vd., 2015).

Calismamiz da propolisin C. albicans’ a karsi doza bagli bir antifungal aktivite
gosterdigini ortaya koymaktadir. En yiiksek konsantrasyonda (16 mg) elde edilen 14,33 +
0,57 mm’ lik inhibisyon zon ¢api, propolisin belirgin bir antifungal etki gosterdigini
kanitlamaktadir. En diisiik konsantrasyonda (2 mg) 8,66 + 0,57 mm inhibisyon zon gap1
olglilmiis olup, 4 mg konsantrasyonunda 10,66 + 0,57 mm, 8 mg konsantrasyonunda ise
12,33 £ 0,57 mm zon ¢aplari elde edilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan streptomisin
antibiyotigi i¢in inhibisyon zon ¢ap1 22,0 + 0,0 mm olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak,
propolisin C. albicans’ a karsi doza bagimli bir sekilde etkili oldugu ve yiiksek
konsantrasyonlarda belirgin antifungal aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Bu bulgular,
propolisin antifungal ajan olarak potansiyelini destekleyen literatiirdeki diger ¢aligmalarla

uyumludur.




75

Sekil 4.24. Propolisin C. albicans’ a kars1 zon ¢api.

Farkl1 bal ve propolis 6rneklerinin antibakteriyel ve antifungal etkilerinin karsilastirildigi
bir caligmada, S. cerevisiae’ e karsi antimikrobiyal etkinligin inhibisyon zon ¢aplarinin 8-
20 mm arasinda degistigi bildirilmistir (Kolayli vd., 2020). Calismamizda, propolisin
%70 lik etil alkol ekstraktinin Saccharomyces cerevisiae' ye karst farkli
konsantrasyonlardaki antifungal etkinligi degerlendirilmistir. Uygulanan 16, 8 ve 4
mg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla 11,66 +0,57 mm, 8,66 £0,57 mm ve 7,00+ 0,00
mm biilyiikliigiinde inhibisyon zonlar1 gézlemlenmistir. En diisiik konsantrasyon olan 2
mg/mL i¢in ise inhibisyon zonu tespit edilememistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
streptomisin antibiyotigi, S. cerevisiae lizerinde 20,33 +0,57 mm biyikliginde bir
inhibisyon zonu olusturmustur. Bu bulgular, propolisin S. cerevisiae' ye karsi antifungal
aktivite gosterdigini ve bu etkinligin uygulanan konsantrasyona bagli olarak degistigini

ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, en diisiik konsantrasyonda herhangi bir inhibisyon

gozlemlenmemesi, diisiik dozlarda propolisin bu maya tiirii tizerinde yeterli antifungal

etki gostermedigini diistindiirmektedir.

Sekil 4.25. Propolisin S. cerevisiae’ e kars1 zon ¢ap1
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(Sunulan antimikrobiyal etkinlik ¢alismalari, li¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve

elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.)

Tablo 6 incelendiginde, antimikrobiyal test sonuglart dogrultusunda streptomisin ve farkl
konsantrasyonlarda uygulanan propolis etil alkol ekstraktinin ¢esitli mikroorganizmalara
kars1 etkileri ortaya konmustur. Streptomisin, test edilen tiim mikroorganizmalara karsi
belirgin bir bakterisidal aktivite gostermistir. Buna karsin, propolis etil alkol ekstrakti
uygulanan S. sanguinis ve L. acidophilus suslarinda, tiim konsantrasyonlarda bakterisidal
etki gdzlenmemistir. Bu bulgu, propolis ekstraktinin bu bakteriler {izerinde
bakteriyostatik, yani biiylimeyi inhibe edici ancak bakterileri 6ldiiriicii olmayan bir etki
mekanizmas1 ile hareket ettigini gostermektedir. Ancak, propolis ekstraktinin artan
dozlarda bakteriyostatik etkisinin yani sira bakterisidal etki de yapabilecegi
diistiniilmektedir. Diger mikroorganizmalarda, propolis ekstrakti konsantrasyon artisiyla
birlikte artan inhibisyon zon caplar1 ile kismi bakterisidal aktivite sergilemistir. Bu
sonuclar, propolisin antibakteriyel etkinli§inin hem mikroorganizma tiirliine hem de
uygulanan dozaja bagli olarak degistigini ortaya koymakta olup, bakteriyostatik ve
bakterisidal mekanizmalarin tiir ve konsantrasyon Ozelinde farklilik gosterebilecegini

desteklemektedir.

Tablo 4.6. Propolisin mikroorganizmalara kars1 gostermis olduklar1 zon ¢aplari

Mikroorganizma Adi Strepto- 16 mg 8 mg 4mg 2'mg
nycin (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

S. mutans 22,33+0,57 14,33+0,57 11,66 0,57 10,66 0,57 8,66+0,57

S. sanguinis 20,66 + 0,57

P. gingivalis 20,33 +0,57 15,0+0,00 13,0+0,00 10,66+ 0,57 8,33+0,57

L. acidophilus 20,33+ 0,57 - - -

S. aureus 22,0+0,00 19,66 + 5,50 14,00 0,0 12,66 0,57 9,66+0,57

E. coli 23,0£0,0 15,33+0,57 13,66+ 0,57 13,33+ 2,08 10+0,00

C.albicans 22,0 0,00 14,33+0,57 12,33+0,57 10,66+0,57 8,66 +0,57

S.cereviceae 20,33+0,57 11,66 £0,57 8,66+0,57 7,0£0,00
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Farkl1 propolis orijinlerinin ve propolis dziitlerinin elde edilmesinde kullanilan ¢oziiciiler,
propolisin antimikrobiyal aktivitesini etkileyebilmektedir. Bu baglamda yapilan
arastirmalar, propolisin antimikrobiyal etkinliginin, propolis tiirlerine, dozlarina ve
kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciilerine bagli olarak degisiklik gosterdigini ortaya
koymustur (Bakkaloglu ve Arici, 2019). Uzel ve ark. (2005), 4 farkli Anadolu propolisi
orneginin icerikleri tizerinde yaptiklar1 calismada; propolis drneklerinin esas igeriklerinin
flavonoidler (pinokembrin, pinostropin, isalpinin, pinobanksin, kuarsetin, naringenin,
galangin ve krisin) oldugunu ve tiim propolis drneklerinin gram pozitif bakteriler ve
mayalara kars1 giiclii antimikrobiyal etki gosterdigini rapor etmislerdir (Uzel vd., 2005).
Grange ve Davey (1990), propolisin gram pozitif bakterilere karsi aktif oldugunu, ancak
gram negatif bakterilere karsi sinirli bir etkinlik sergiledigini bildirmislerdir (Grange ve
Davey, 1990). Libério ve ark. (2009) propolisin S. mutans’ a kars1 Kariostatik
ajanlar olarak potansiyeli ve ¢iiriikk 6nleyici etkinligini inceledikleri ¢alisma da propolis
bilesiklerinin  biyoteknolojik iiriinlerin gelistirilmesinde kullanilabilecegini ileri
stirmislerdir (Libério vd., 2009). Propolisin etanollii ekstresinin gram (+) koklara (S.
aureus) kars1 yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi, fakat gram (-) bakteri (E. coli ve
P. aeruginosa) ve mayalara (C. albicans) kars1 zayif aktivite gosterdigi belirtilmistir
(Silici and Kutluca 2005).

4.3.1.2. Sekerlerin Agar Kuyucuk Metodu ile Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Ticari propolis damlalariimn oral patojen {izerinde antimikrobiyal etkisinin incelendigi
calisma da E. faecalis ile karsilastirildiginda, S. mutans’ lar1 daha fazla etkili oldugu, ve
propolis ekstrelerinin 6zellikle dis ¢ilirtiglinii 6nlemek i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir
(Ozan et al., 2021). Propolisli sekerli ve sekersiz sakizlarin elde edilen verilere gore;
sekerli propolisli optimum sakizlarda ¢igneme siiresinin S. mutans’ a kars1 antibakteriyel

aktivitede istatiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (Palabiyik vd., 2019).
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Tablo 4.7. Sekerlerin mikroorganizmalara karsi géstermis olduklar1 zon gaplari

Mikroorganiz-  Streptomycin  %12,5 seker %7,5 seker %2,5 Kont-
ma Adi (mm) (mm) (mm) seker rol

(mm) seker

(mm)
S. mutans 30 8 7 6 6
S.sanguinis 35 6 6 6 6
P. gingivalis 42 9 7 6 6
L. acidophilus 40 7 6 6 6
S. aureus 35 7 6 6 6
E. coli 25 6 6 6 6
C. albicans 26 8 7 6 6
S. cereviceae 24 11 9 7 6

Sekil 4.26. Sekerlerin mikroorganizmalara kars1 gostermis zon ¢ap1 goriintiileri

%12,5, %7,5 ve %2,5 oranlarinda propolis igeren sekerlerin antimikrobiyal etkileri,
yaygin agiz mikroorganizmalar1 iizerinde incelenmis; elde edilen sonuglar, c¢aptaki
biiytikliik artis1 (mm) dikkate alinarak degerlendirilmistir. En yiiksek antimikrobiyal etki,
%12,5 oraninda propolis iceren seker orneklerinde gozlenmistir. Bu grupta, ozellikle P.
gingivalis (9 mm), C. albicans (8 mm) ve S. cerevisiae (11 mm)"' ye karsi belirgin

inhibisyon zonlar1 olusmustur. Ag1z florasinda 6nemli bir patojen olan S. mutans' a kars1



79

da 8 mm’ lik bir inhibisyon goézlenmis, bu etkinin propolis konsantrasyonu azaldikca
anlamli sekilde diistiigii goriilmiistiir. Ote yandan, S. sanguinis’ te tiim seker gruplarinda
inhibisyon c¢eperi benzer diizeyde (6 mm) kalmis ve kontrol grubundan farklilik
gostermemistir. Bu durum, propolisin secici antimikrobiyal etkisinin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. ~ Kontrol = seker  grubunda  (propolis  icermeyen)  tiim
mikroorganizmalarda inhibisyon gdzlenmemistir. Propolisli sekerlerin 6zellikle maya
turic S. cerevisiae ve gram-negatif anaerob P. gingivalis' e karsi gosterdigi etkili
inhibisyon, propolisin potansiyel antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilirligini
desteklemektedir. Ayrica, elde edilen inhibisyon zonlarinin ¢aplari, pozitif kontrol olarak
kullanilan Streptomisin ile kiyaslandiginda daha diisiik olmakla birlikte, dogal bir {iriin

olan propolisin diisiik konsantrasyonlarda dahi anlamli etki gosterdigi anlagilmistir.

4.3.2. MiK ve MBC ile Antimikrobiyal Aktivite Degerlendirmesi

MIK, mililitre bagma mikrogram [pg/mL] olarak ifade edilir (Przybytek ve Karpinski,
2019). Propolisin ekstraktinin minimum inhibitér konsantrasyon degerini (MIK) 8-12
mg/mL araliginda oldugunu bildirmisler ayrica dis protezine sahip hastalarin propolisin
ekstraktinin  kullamiminda tiikiiriiklerinde ki Candida tiirlerin de azalma oldugu
gozlemlenmistir (Ota vd., 2001). Bu c¢alismada, propolisin yan1 sira farkh
konsantrasyonlardaki  (%2,5, %75 ve %12,5) scker c¢ozeltilerinin  ¢esitli
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkileri degerlendirilmistir. Propolisin, test
edilen tiim mikroorganizmalar iizerinde anlamli diizeyde antimikrobiyal aktivite

gosterdigi tespit edilmistir.



80

Tablo 4.8. MiK degerlerinin mikroorganizmalar bazinda karsilastiriimasi

i 0 0 0
Mikroorganizma Propolis Kontrol Seker %2,5 Seker %7,5 Seker %12,5 Seker

(ng/mkL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

S.mutans 100 12,5 3,125 3,125 6,25
S.sanguvalis 100 3,125 6,25 50 6,25
P.gingivalis 100 0,039 3,125 3,125 3.125
L.acidophilus 12.5 12,5 12,5 12,5 12,5
S.aureus 50 12,5 3,125 6,25 50

E. coli 50 6,25 6,25 6,25 12,5
C.albicans 100 0,078 1,562 6,25 12,5
S. cerevisiae 200 12,5 12,5 12,5 50

Propolis, test edilen mikroorganizmalar arasinda en diisiik MIK degerini L. acidophilus
susuna kars1 gostermistir (12,5 pg/mL). Bu sonug, propolisin bu bakteriye karst oldukca
giiclic bir inhibisyon kapasitesine sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Diger
mikroorganizmalara karst MIK degerleri ise genel olarak 50-200 pg/mL araliginda
degismekte olup, bu durum propolisin genis spektrumlu antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu desteklemektedir. S. cerevisiae gibi baz1 maya tiirlerine karsi ise daha yiiksek
MIK degerleri (200 pg/mL) gdézlemlenmis olup, bu durum fungal hiicrelerin propolisin

fenolik bilesenlerine kars1 daha direngli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Seker c¢ozeltileri incelendiginde, 6zellikle %2,5 konsantrasyonundaki seker ¢dzeltisinin
bazi mikroorganizmalara karst MIK degerlerini 6nemli odlgiide  diisiirdiigii
gdzlemlenmistir. S. mutans, S. aureus ve P. gingivalis gibi bakterilerde MIK degerleri
%2,5 seker ¢ozeltisinde 3,125 mg/mL’ ye kadar diigsmiistiir. Ancak seker konsantrasyonu
arttikca (dzellikle %7,5 ve %12,5), bazi mikroorganizmalarda MIK degerlerinin tekrar
yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu durum, sekerin antimikrobiyal etkisinin konsantrasyona
bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Sonug olarak, MIK verileri propolisin diisiik
konsantrasyonlarda dahi ¢ok sayida mikroorganizma iizerinde baskilayici etkiye sahip
oldugunu gostermekte; buna karsin seker c¢ozeltilerinin antimikrobiyal etkisinin
mikroorganizma tiirline ve sekerin konsantrasyonuna bagli olarak Onemli o6l¢iide

degiskenlik gosterdigi anlagilmaktadir.
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Tablo 4.9. MBC degerlerinin mikroorganizmalar bazinda kargilagtirilmasi

i 0, [0) 0]
Mikroorganizma Propolis Kontrol Seker %2,5 Seker %7,5 Seker %12,5 Seker

(ng/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
S.mutans 200 25 6,25 6,25 25
S.sanguvalis 400 12,5 12,5 50 12,5
P.gingivalis 200 — 6,25 12,5 12,5
L.acidophilus 100 — 50 25 50
S.aureus 100 50 12,5 12,5 50
E. coli 100 — 12,5 12,5 25
C.albicans 200 — 3,125 12,5 25
S. cerevisiae 800 — 25 25 50

Propolis ornekleri genel olarak test edilen mikroorganizmalar tizerinde diisik MBC
degerleri ile etkili olmus, oOzellikle L. acidophilus ve S. aureus gibi Gram-pozitif
bakteriler ile E. coli gibi Gram-negatif bakterilere karsi 100 pg/mL diizeyinde
bakterisidal etki gostermistir. P.gingivalis ve C.albicans gibi 6nemli patojenlere karsi ise
200 pg/mL gibi orta diizeyde etkili MBC degerleri tespit edilmistir. Bununla birlikte, S.
cerevisiae gibi maya tiirlerine kars1 daha yiiksek MBC degeri (800 png/mL) gozlemlenmis
olup, bu durum maya hiicrelerinin propolisin aktif bilesenlerine karsi daha direncli
oldugunu gostermektedir. MBC verileri, uygulanan ajanlarin yalnizca mikrobiyal
bliylimeyi baskilamakla kalmayip ayni zamanda mikroorganizmalarin Oldiiriilmesini

saglayip saglamadigini ortaya koymasi bakimindan énemlidir.

Seker c¢ozeltilerine ait MBC degerleri ise konsantrasyona bagli olarak degisiklik
gostermistir. Ozellikle %2,5 seker ¢ozeltisi bazi mikroorganizmalara karsi anlamli
bakterisidal etki gostermistir. S. mutans ve P. gingivalis’ te %2,5 seker grubunda MBC
degeri 6,25 mg/mL olarak tespit edilmistir. Ancak, seker konsantrasyonu arttik¢a bu etki
her tlirde artmamis, bazi suslarda etkinlikte azalma veya stabil seyir gozlemlenmistir.
Ozellikle S. sanguvalis ve S. cerevisiae gibi tiirlerde %7,5 ve %12,5 seker ¢dzeltilerinde
MBC degerleri 50 mg/mL seviyesine kadar ¢ikmistir. P. gingivalis, E. coli, C. albicans
ve S. cerevisiae mikroorganizmalarinda kontrol grubunda (seker ¢ozeltisi) bakterisidal
etkinligin tespit edilemedigi, bu gruplarda MBC degerlerinin belirlenemedigi
kaydedilmistir.
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C. albicans

Sekil 4.27. Propolis ekstraktlariin mikroorganizmalara karst MBC goriintiileri

Propolisin antimikrobiyal etkileri iizerine yapilan cesitli ¢aligmalar, farkli cografi
kokenlere sahip propolis orneklerinin antimikrobiyal etkinliklerinde belirgin farkliliklar
gosterdigini ortaya koymustur. De Luca ve ark. (2014), propolis oziitiiniin minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC)
degerlerini 0,6—1,2 mg/mL araliginda tespit etmistir (De Luca vd., 2014). Dziedzic ve
ark. (2013) ise farkli cografyalardan elde edilen propolis Orneklerinin bazi oral
patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitelerini incelemis; etanol ile hazirlanan propolis
oziitlerinin mutans streptokoklar i¢in MiK degerini 1,10 + 0,45 mg/mL, laktobasiller i¢in
ise 0,7 £ 0,29 mg/mL olarak belirlemistir. Ayn1 ¢aligmada, MBC degerleri sirasiyla 9,01
+ 3,85 mg/mL ve 5,91 + 3,62 mg/mL olarak rapor edilmistir (Dziedzic vd., 2013).

Serra ve Escola (1995), 12 farkli propolis Orneginin antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmis ve S. aureus’un inhibisyonu i¢in en az 60—80 ug/mL, E. coli i¢in ise 600—
800 pg/mL propolis 6ziitii gerektigini bildirmistir (Serra ve Escola, 1995). Regueira ve
ark. (2017), Brezilya propolisinin E. coli suslarina karst MiK degerlerini 128-512 pg/mL,
S. aureus suslarina kars1 ise 64—1024 pg/mL olarak bildirmistir (Regueira vd., 2017).

Agarwal ve ark. (2012), Cin propolisinin etil alkol ekstraktinin P. gingivalis’ e karst MIK
araligimi 0,1-0,0125 pg/mL olarak bildirirken, Yoshimasu ve ark. (2018) propolisin P.
gingivalis' e kars1 100 pg/mL MIK degerine sahip oldugunu belirtmistir (Agarwal vd.,
2012; Yoshimasu vd., 2018). P. gingivalis' in propolise ve fenol agisindan zengin
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fraksiyonlara duyarlilig1 yiiksek olup, MIK degerinin 128-256 ug/mL arasinda degistigi
belirlenmistir (Santos vd., 2002).

Brezilya kirmizi propolisinin incelendigi bir ¢alismada, S. mutans icin MIK degerleri
31,2-62,5 pg/mL, MBC degerleri ise 62,5-250 pg/mL arasinda bulunmustur. Ayni
calismada S. aureus icin MIK 31,2-125 pg/mL, MBC ise 62,5-125 pg/mL olarak
belirlenmistir (Bueno-Silva vd., 2017). Navarro-Pérez ve ark. (2021), Ispanyol
propolisinin etil alkol ekstraktinin oral Streptococcus tiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitesini degerlendirmistir. Calismada, S. mutans’ a kars1 MIK degeri 240 pg/mL ve
MBC degeri 480 ug/mL, S. sanguinis i¢in ise MIiK 60 pg/mL ve MBC 120 pg/mL olarak

Ol¢iilmiistiir (Navarro-Pérez vd., 2021).

Zeighampour ve ark. (2014) galismasinda, propolis etanol ekstraktinin S. aureus’ a karsi
MIK degeri 11,7 pg/mL, MBC degeri ise 23,4 pg/mL olarak tespit edilmistir
(Zeighampou vd., 2014). Kronik periodontitis vakalarindan izole edilen farkli Candida
tirlerine kars1 propolisin fungistatik ve fungisidal aktivitelerinin degerlendirildigi bir
calismada, kirmiz1 propolisin alkollii 6ziitiiniin C. albicans igin fungistatik aktivitesinin
32-64 pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir (Siqueira vd., 2015). Bursa-Orhangazi
bolgesinden elde edilen propolisin C. albicans icin MIK degeri 4 ng/mL, E. coli igin 16
ug/mL, S. mutans ve S. aureus igin ise 8 ug/mL olarak tespit edilmistir (Uzel vd., 2005).
Kayseri’ den elde edilen propolisin etanol ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesinin
degerlendirildigi bir calismada, MIK degerleri S. aureus icin 64 ug/mL, E. coli i¢in 1024
ug/mL ve C. albicans igin 128 pg/mL olarak rapor edilmistir (Kaya, 2012). Tirk
propolisinin antimikrobiyal etkisini inceleyen ¢aligmalardan biri olan Topcuoglu ve ark.
(2019) arastirmasinda, etanolik propolis oziitiiniin S. mutans’ a karst MIK degeri 25
ug/mL olarak rapor edilmistir (Topcuoglu vd., 2019). Tiirk ar1 poleni ve propolisinin
etanolik Oziitlerinin incelendigi bir ¢aligmada, propolisin S. aureus ve E. coli’ ye karsi
MIK degerinin 6,25 mg/mL, MBC degerlerinin ise 12,5 mg/mL oldugu rapor edilmistir
(Kahraman vd., 2022).

Ak¢a vd. (2016) yaptigi ¢alismada, etanolik propolis ekstraktinin  gesitli
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisi incelenmis ve MIK ile MBC degerleri

sirastyla S. mutans i¢in 1024 pg/mL, L. acidophilus i¢in 512 pg/mL, P. gingivalis i¢in
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128 pg/mL ve 256 pg/mL, C. albicans i¢in 64 pg/mL ve 128 pg/mL, S. aureus igin ise
128 pg/mL ve 256 pg/mL olarak belirlenmistir (Akca vd., 2016).

Literatiirde bildirilen ¢alismalar ile karsilastirildiginda, bu calismada elde edilen MIK ve
MBC degerlerinin baz1 mikroorganizmalar i¢in benzer araliklarda oldugu, bazilarinda ise
farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bu farkliliklarin, propolisin kimyasal bilesenlerindeki
bolgesel degisimlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle propolisin fenolik
ve flavonoid igerigi, antimikrobiyal aktivite iizerinde belirleyici bir rol oynamaktadir.
Sonug olarak, propolisin dogal bir antimikrobiyal ajan olarak degerlendirilmesi ve farkli
mikroorganizmalara karsi etkinliinin ayrintili olarak incelenmesi, fitokozmetik ve

farmasotik alanlarda yeni uygulamalara 11k tutabilir.

S. mutans

S.sanguvalis

P. gingivalis
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C.albicans

S.cereveceaea

Sekil 4.28. Kontrol sekerlerinin ¢aligsilan mikroorganizmalara karst MBC goriintiileri
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S. mutans

S.aureus
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Sekil 4.30. %7,5 Propolisli sekerlerin mikroorganizmalara karst MBC goriintiileri



S. mutans
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C. albicans

S. cereveceaea

Sekil 4.31. %12,5 Propolisli sekerlerin mikroorganizmalara karst MBC goriintiileri

4.4. Sitoksitite

HGF’ ler (insan diseti fibroblastlari), periodontal bag dokusunun ana hiicre
populasyonunu olusturur ve bu nedenle digeti doku fizyolojisini, yara iyilesmesini ve
inflamatuar yanitlar in vitro ortamda degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan model
hiicrelerdir (I. Lee vd., 2013). Bu ¢alismada, propolis ekstrakti ve propolis igeren seker
formiilasyonlarinin insan dermal fibroblastlart (HDF) ve insan dis eti fibroblastlari (HGF)
tizerindeki etkileri XTT testi ile degerlendirilmis olup, sonuglar ortalama + standart

sapma (n=3) seklinde sunulmustur.

4.4.1. Propolisin Fibroblast Hiicrelerine Sitotoksik Etkisi

Gergeklestirilen XTT testi sonuglarina gore, propolis ekstraktinin HDF hiicreleri
iizerindeki etkisi konsantrasyona bagli olarak degisiklik gostermistir. 1000 pg/mL
konsantrasyonda hiicre canliligit %45’ in altina diiserken, bu oran azalan

konsantrasyonlarla birlikte artmis ve 31,25 ug/mL seviyesinde %75 civarina ulagmustir.
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Sekil 4.32. Propolis ekstraktlarinin HDF hiicre hattinda canlilik {izerine etkisi

Tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gbzlenmistir. Bu veriler, yliksek doz propolisin HDF hiicreleri lizerinde sitotoksik etki

gosterebilecegini, ancak diisiikk dozlarda hiicre canliliginin biiylik dl¢lide korundugunu

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.33. Propolis ekstraktlarinin HGF hiicre hattinda canlilik {izerine etkisi
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Farkli konsantrasyonlardaki propolis ekstraktinin HGF hiicreleri iizerindeki etkisi XTT
testi ile degerlendirilmis kontrol grubunda hiicre canliligt %100 olarak alinmistir.
Propolis ekstraktinin yliksek konsantrasyonlari (1000 ve 500 pg/mL) hiicre canliliginda
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiise neden olmustur. Konsantrasyon
azaldik¢a hiicre canliligi artmis ve 31,25 pg/mL konsantrasyonunda canlilik %75-80
seviyelerine kadar yilikselmistir. Tiim konsantrasyonlarda ise hiicre canliligi %20’ nin
altina diismemistir, bu da propolis ekstraktinin yiliksek konsantrasyonlarda bile hiicreler
iizerinde ciddi sitotoksik etki olusturmadigini gostermektedir. Bu sonuglar, propolis
ekstraktinin doza bagli olarak hiicre canliligini azalttigin1 ancak biyouyumlu oldugunu

desteklemektedir.

Literatiirle karsilastirildiginda, Al-Shaher ve ark. (2004) propolisin farkli ¢oziiciilerde
¢coziinmiis hallerinde PDL fibroblastlarinda %44-75 arasinda canlilik sagladigini rapor
edilmistir (Al-Shaher vd., 2004). Khayyal ve ark. (2003) propolisin kloreksidine gore
daha az sitotoksik oldugunu belirtmistir (Khayyal vd., 2003). Oda ve ark. (2016) ile
Ozan ve ark. (2007) ¢aligmalarinda da propolisin oral fibroblastlarda biyouyumlu oldugu,
hiicre canliligin1 yiiksek diizeyde korudugu teyit edilmistir (Ozan vd., 2007; Oda vd.,
2016). Yazdanian ve ark. (2022) propolisin konsantrasyonun azalmasiyla hiicre
canliliginin arttigint gostermistir (Yazdanian vd., 2022). Bu veriler, ¢alismamizdaki
sonuglarla paralellik gdstermekte ve propolis igeren formiilasyonlarin uygun
konsantrasyonlarda fibroblast hiicrelerinde giivenle kullanilabilecegini desteklemektedir.
Ancak, propolisin yliksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginda diisiise neden oldugu ve

dikkatli dozajin 6nemli oldugu literatiirde de vurgulanmistir (Sonmez vd., 2005).

Propolis ekstraktinin  HDF ve HGF hiicreleri tizerindeki etkileri XTT testi ile
karsilastirildiginda, her iki hiicre tipinde de hiicre canliliginin doz bagimli olarak azaldig:
goriilmiistiir. Ancak, HGF hiicreleri, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda (1000 ve 500
pg/mL) HDF'ye kiyasla daha fazla sitotoksisiteye maruz kalmistir; HGF'de hiicre
canlilig1 %30’un altina kadar diiserken, HDF’de bu oran %45 civarinda kalmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda (31.25-125 pg/mL) ise her iki hiicre hattinda da hiicre canliliginin
%70’ in lizerinde seyrettigi ve bu diizeylerde propolisin hiicrelerce daha iyi tolere edildigi

anlasilmistir. Bu sonuglar, dermal fibroblastlara kiyasla gingival fibroblastlarin propolis
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ekstraktina karsi daha hassas oldugunu gostermekte ve formiilasyon gelistirme siirecinde

hiicre tipi bazinda doz ayarlamasinin 6nemine isaret etmektedir.

4.4.2. Model Uriiniin Fibroblast Hiicrelerine Sitotoksik EtKisi

Propolis igeren seker formiilasyonlarinin insan dis eti fibroblastlar1 (HGF) ve insan
dermal fibroblast hiicreleri (HDF) tizerindeki etkileri XTT testi ile degerlendirilmis olup,

sonuclar ortalama + standart sapma (n = 3) olarak sunulmustur.

Bu c¢alismada, HDF hiicreleri iizerinde farkli oranlarda propolis iceren sekerlerin (%2,5,
%7,5 ve %12,5) ve kontrol sekerin etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular, propolis
iceriginin artmastyla birlikte hiicre canliliginda belirgin bir azalma oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle %]12,5 propolisli seker grubunda hiicre canliligi en diisiik
seviyelerde gozlemlenmis, bu durum yiiksek propolis oranlarinin sitotoksik etkiler
olusturabilecegini diislindiirmiistiir. Diger yandan, %2,5 oranindaki propolisli seker
grubu, hem hiicre canliligimi biiylik dl¢tide korumus hem de kontrol seker grubuna en
yakin sonuglart vermistir. Bu veriler, propolisin hiicreler {izerindeki etkisinin doza bagl
oldugunu ve diisiik oranlarda kullaniminin HDF hiicre canlilifi agisindan daha uygun
olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla, propolisin fonksiyonel gida ya da takviye iiriin
formiilasyonlarinda kullanilmasinda uygun doz araliginin dikkatle belirlenmesi gerektigi

sonucuna varilmistir.

120 -
~ 100 -
S
s 80 - M %2,5 propolisli seker
g 60 - B %7,5 propolisli seker
g 40 - M %12,5 propolisli seker
H=}
T 0 - [ Kontrol seker

o - B Kontrol

50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625
Konsantrasyon ( mg/mL)

Sekil 4.34. Propolisli sekerlerin HDF hiicre canliligina etkisi
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Propolis igermeyen kontrol seker formiilasyonunda hiicre canliligi yaklasik %70
seviyesinde olup, bu da formiilasyonda bulunan izomalt ve balin HDF hiicre canlilig
iizerinde bir miktar etkisi oldugunu gostermektedir. Propolis igeren seker
formiilasyonlarinda ise hiicre canliligi, kontrol sekere kiyasla anlamli derecede daha
diisiik bulunmustur ve %60-65 civarinda seyretmektedir. Bu sonug, propolisin
formiilasyona eklenmesiyle hiicre canliliginda hafif bir azalma oldugunu gostermektedir.
Ancak canlilik oranlarinin %50’nin altina diigmemesi, bu formiilasyonlarin hala biiyiik

Olciide biyouyumlu oldugunu ve sitotoksik olmadigini ortaya koymaktadir.

Propolis iceren seker formiilasyonlarimin insan dis eti fibroblastlari (HGF) hiicre
hattindaki canlilik etkisi XTT testi ile degerlendirilmistir. Kontrol grubunda hiicre
canlilig1 %100 olarak belirlenmis olup, bu grup referans olarak alinmistir. %2,5, %7,5 ve
%12,5 oranlarinda propolis iceren seker gruplarinda hiicre canliliginda anlamli diizeyde

azalma gozlenmistir.

M %2,5 propolisli seker
M %7,5 propolisli seker
M %12,5 propolisli seker

Hiicre Canlihgi (%)

[ Kontrol seker

M Kontrol

50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.35. Propolisli sekerlerin HGF hiicre canliligina etkisi

Bu calismada, kontrol seker grubu ile farkli oranlarda propolis igeren seker gruplarinin
(%2,5, %75 ve %12,5) cesitli konsantrasyonlardaki etkileri karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, kontrol seker grubu genel olarak tiim
konsantrasyonlarda propolisli seker gruplarina kiyasla daha yiiksek degerlere sahiptir. Bu
durum, sekerin tek basina herhangi bir baskilayici etki géstermedigini diisiindiirmektedir.
Propolis iceren seker gruplarinda ise propolis oranmi arttik¢a olgiilen degerlerin belirgin
sekilde azaldig1 gdzlemlenmistir. Ozellikle %12,5 propolisli seker grubunda bu diisiis
daha dikkat ¢ekici olup, yiiksek orandaki propolisin potansiyel olarak baskilayici ya da



96

toksik etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. %2,5 propolisli seker grubu, tim
propolisli gruplar iginde en yiiksek degerlere sahip olmus ve bu grup, kontrol seker
grubuna en yakin sonuglar1 vermistir. Bu bulgular, propolisin biyolojik etkilerinin doza
bagl oldugunu, diisiik oranlarda olumlu etkiler saglarken yiiksek oranlarda ters etkilere

yol agabilecegini ortaya koymaktadir.

Sekerleme igeriginde R.mucilaginosa kaynakli pigmentin biyofonksiyonel katki maddesi
olarak degerlendirilmesinde, pigment dort farkli konsantrasyonda (10, 20, 30 ve 40 pg)
MCF-7 hiicre hattina uygulanmistir. Sonugclar, pigmentin kanser hiicrelerinin canliligini
azalttigin1 gostermistir. 10 pg’da %12,05 canlilik artist gézlenmis, 20 pg’da bu oran
%12,34 azalmig, 40 pg’da ise %21,21°lik hiicre inhibisyonu gergeklesmistir (Sharma ve
Ghoshal, 2021).

4.5. Model Uriin Analizleri

45.1. HMF Analizi

HMF (5-hidroksimetilfurfural) miktarinin belirlenmesi, gida iriinlerine uygulanan 1sil
islemin derecesini ve depolama kosullarin1 degerlendirmek i¢in bir gosterge olarak
kullanilmaktadir (Tiifekci ve Fenercioglu, 2010). HMF, bazi gida triinlerinde kotii kalite
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Gokmen ve Senyuva, 2006). Depolama siiresi veya
uygulama sicakligl artttkca HMF miktar1 da artmaktadir. Sicaklik disinda, gidalardaki
HMF olusumu seker tipi, pH, su aktivitesi ve pozitif yiikli iyon konsantrasyonuna da
bagli olarak degismektedir (Capuano ve Fogliano, 2011). HMF analizi, genellikle
sekerlemelerde 1stya bagli bozunmalar1 ve sekerin karamelizasyon siirecini
degerlendirmek i¢in kullanilir. HMF, 6zellikle yiiksek sicaklikta ve uzun siireli islem
streclerinde sekerlerin donilistimiinden kaynaklanir ve yiiksek seviyeleri {lriiniin
kalitesizlestigini veya bozuldugunu gosterebilir. Sekerleme Ornegimizde olg¢iilen HMF
seviyesi 14.538 mg/kg olup, genellikle sekerlemelerde HMF miktarinin 15 mg/kg'
gecmemesi beklenir. Bu sonug, limitin hemen altinda kalmaktadir ve dolayisiyla kabul

edilebilir bir deger olarak degerlendirilebilir. Yapilan analiz sonucu (EK 1) verilmistir.
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Uziim, dut ve kegiboynuzu pekmezi jeli sekerlerinin HMF degerleri sirastyla 3,61 + 0,01,
4,20 + 0,03 ve 2,54 + 0,01 mg HMF/100 g kuru madde olarak belirlenmistir (Ozgcelik vd.,
2022). Sekerleme 6rnegimizde Slgiilen HMF seviyesi ise yaklasik 2,23 mg/100 g kuru
madde olarak hesaplanmis olup, bu deger liziim, dut ve kegiboynuzu pekmezi jeli
sekerlerinde bildirilen HMF seviyelerine kiyasla daha diisiik veya benzer diizeydedir. Bu
durum, sekerleme 6rneginin HMF igeriginin pekmezli jeli sekerlerle karsilastirildiginda

uygun aralikta oldugunu gostermektedir.

4.5.2. pH Degeri

Sekerlemelerde pisirme sirasinda ve sekillendirilmeden once stabilitesi i¢cin pH ¢ok
onemlidir (Lees ve Jackson, 1995). pH ve su aktivitesi, gida maddelerinde istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesini kontrol eden en oOnemli faktorlerdir (Gibson ve
Hocking, 1997).

3 farkli konsantrasyon ve kontrol sekerleme 6rneklerimizde zamanla pH degerleri artis
gostermektedir. Bu artisin sebebi olarak zamanla propolisin etkisiyle asidik bilesiklerin
kaybolmast veya alkali bilesiklerin artmasi nedeniyle pH yiikselmektedir. Bu artis,
ozellikle %2,5 ve %7,5 propolisli sekerlerde daha belirginken, %12,5' lik propolisli

sekerlerde daha sinirli kalmistir.

Kontrol Grubu: pH degeri, 90. giine kadar siirekli bir artis gostermektedir. Bu, sekerin
iceriginde dogal olarak asidik bilesiklerin azalmasi veya alkali bilesiklerin birikmesiyle

ilgili olabilir.

%2,5 Propolisli Seker: kontrol grubuna benzer sekilde, pH degerinde belirgin bir artis
gozlemlenmistir. Baslangicta daha diisiik olsa da, zamanla artan pH degeri, propolisin

etkisinin zamanla dengeye oturdugunu gosteriyor.

%7,5 Propolisli Seker: bu grup da kontrol grubuna benzer sekilde pH artisi
gostermektedir, ancak baglangictaki pH degeri biraz daha yiiksek oldugu i¢in, artig daha
belirgin ve daha hizli gergeklesiyor.
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%12,5 Propolisli Seker: Bu grupta pH artis1 en diisiik seviyededir. Baglangigtaki asidik
bilesiklerin etkisi daha uzun siire devam etmis olabilir ve bu nedenle pH artis1 sinirh
kalmistir. Propolis oraninin yiiksek olmasi, asidik bilesiklerin etkisini daha fazla

korumasina yol agmis olabilir.

Propolisin asidik bilesenleri, sekerin ilk giinlerinde pH" diisiiriir. Zamanla, propolisin
icerdigi asidik bilesiklerin bazilar1 bozulabilir veya ¢ozlinerek ortamdan kaybolabilir. Bu
da pH’in artmasina neden olur. Asidik bilesiklerin azalmasiyla sekerin pH" ylikselir,
¢linkii daha az asidik bilesik mevcut olur ve bu durum sekerin daha alkali olmasina yol

acmaktadir.

Tablo 4.10. Seker orneklerinin pH analizi verileri.

Numune Ad1 0. Giin 60.Giin 90.Giin

%2,5 propolisli seker 4,06+0,01 4,13+0,02 5,38+0,05
%7,5 propolisli seker 4,20 £0,05 4,33+0,03 5,35+0,01
%12,5 propolisli seker 4,18+0,01 4,24+0,02 4,32+0,02
Kontrol Seker 4,14+0,01 4,22+0,01 5,39+0,01

Elde edilen bu sonuglar literatiirde bildirilen ¢esitli verilerle karsilastirildiginda, genel
anlamda benzerlik gostermektedir. Mutlu ve ark. (2018), bal kullanilarak iiretilen joleli
sekerlerde pH degerlerinin 4,26 +£0,24 ile 5,03 +0,02 arasinda degistigini rapor
etmiglerdir (Mutlu vd., 2018). Khouryieh ve ark. (2005) ise sekerlerin pH degerlerini
3,35-3,39 arasinda bildirmistir (Khouryieh vd., 2005). Ventura ve ark. (2013) ise 3,65—
4,29 araliginda degerler elde etmislerdir (Ventura vd., 2013). Aydin (2019) tarafindan
yapilan bir bagka caligmada, propolis ilaveli yumusak sekerin pH degeri 4,02 + 0,05
olarak verilmistir (Aydin, 2019). Ayrica, Shen ve ark. (2017), formiilasyonunda gida
asitleri igeren sekerlemelerin pH degerlerini 4,5’in altinda bulmus ve en diistiik pH’1 2,99
+ 0,49 olarak raporlamistir (Shen vd., 2017). Farkli pekmezlerin seker formiilasyonunda
kullanildig1 calisma da sekerlerin pH degerleri 5.65+0.05, 6.36+0.04 ve 5.52+0.08
arasinda oldugu rapor edilmistir (Ozgelik vd., 2022).

Calismamizda elde edilen pH degerlerinin ¢ogunlukla literatiirdeki araliklarla uyumlu

oldugu, ancak depolama siiresine bagli olarak 6zellikle diisiik konsantrasyonlu propolis
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iceren Orneklerde pH artisinin daha belirgin oldugu gézlenmistir. Bu artig, formiilasyonda

kullanilan bilesenlerin zamanla asidik karakterini kaybetmesiyle agiklanabilir.

4.5.3. Renk Analizi

Sert seker iiriinlerinde kalite parametrelerinden biri de renktir (Smidova vd., 2003). Gida
irlinlerinin tercih edilirligini etkileyen Onemli bir kriter olan renk iirlin gelistirme
slireclerinde biiylik 6nem tagimaktadir (Sukkwai vd., 2018). Son yillarda, tiiketicilerin
gidalarda kullanilan sentetik renklendiricilerin giivenilirligine dair kaygilart ve yasal
diizenlemeler nedeniyle, yaygin olarak kullanilan sentetik boyalara alternatif olarak dogal
pigmentlerin kullaniminda da bir artis gézlemlenmektedir (Kog¢ vd., 2012). Propolis
oOziitlerinin formiilasyonlara eklenmesi, eklendigi gidaya rengini vermektedir (Gongalves
vd., 2011). Bu durum, tiiketici kabul edilebilirligini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Dogal
renk maddeleri, iirlinde istenilen rengi saglamalarinin yani sira, biyoaktif o6zellikleri
sayesinde serbest radikallerin neden oldugu saglik problemlerini Onleyici etkileriyle
tercih edilmektedir. Bal ve propolis, yiiksek biyoaktif 6zellikleriyle bircok gida maddesi

iceriginde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tablo 4.11. Seker 6rneklerinin renk analizi sonuglari

Numune Adi L* a* b*

%2,5 propolisli seker 40,03 1,51 17,24
%7,5 propolisli seker 46,60 4,23 24,14
%12,5 propolisli seker 37,88 6,51 26,53
Kontrol seker 53,44 -0,47 10,92

Calismamiz da propolisin farkli konsantrasyonlarda kullanilmasiyla hazirlanan seker
numunelerinde farkli renkler gozlemlenmistir. Propolis konsantrasyonunun artmasi,
sekerin renginde belirgin degisikliklere yol agcmis: L* degeri (agiklik) diiserken, a*
(kirmiz1) ve b* (sar1) degerleri artmaktadir. Propolis ilavesiyle sekerlemelerin parlaklik
(L*) degerlerinin genelde azaldigi bu durum propolisin dogal yapisinin sekerleme
yiizeyinde opaklik olusturarak parlakligi azaltabilecegini gostermektedir. %12,5 propolis
konsantrasyonuna sahip sekerlemelerde en diisiik L* degeri (37,88) olgiiliirken, kontrol

grubunda ise en yiiksek L* degeri (53,44) elde edilmistir. Bu durum, propolisin
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sekerlemelerin parlaklik degerini diisiirdiigiinii ve eklenen propolis miktarinin,

sekerlemenin daha mat bir gériiniime sahip olmasina yol actigin1 gostermektedir.

Kontrol grubunun a* degeri -0,47 ile yesil tonlara yakinken, propolis konsantrasyonu
arttikca a* degeri de artmig ve sekerlemelerde kirmiziya dogru bir kayma
gozlemlenmistir. Propolis miktar1 arttik¢a sekerin daha kirmizimsi bir ton aldigi, bu
durumun da propolisin renk Ozelliklerinin sekerin rengini degistirdigini gosterdigi
sOylenebilir. Kontrol grubunun b* degeri 10,92 ile sar1 tonlarina yakin bir degerdedir.
Propolis miktarinin artmasiyla sekerin sar1 tonunda belirgin bir artis gdzlemlenmektedir.
Sariliktaki bu arti, propolisin yapisindaki sari-kahverengi pigmentlerin sekerin yiizey
renklenmesine etkisini acik¢a ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, propolisin renk

ozelliklerinin sekerin renk profili izerinde giiclii bir etkisi oldugunu gdstermektedir.

Sekerleme {irtinlerinde biyofonksiyonel katki maddesi olarak degerlendirilen R.
mucilaginosa kaynakli pigmentin karakterizasyonunda, karotenoid igerigindeki artigla
birlikte L* degerinde azalma gozlendigi, kirmizilig1 ifade eden a* degeri 0,24-1,39
arasinda degismis ve karotenoid konsantrasyonu arttikga bu deger artmistir. Sariligi
temsil eden b* degeri ise 0,07—1,55 araliginda oldugu bildirilmistir (Sharma ve Ghoshal,
2021). Jeon ve ark. (2011) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, izomalt i¢eren sakkar0ozsuz
sert seker formiilasyonlarinda izomalt kullaniminin renk Ozellikleri iizerinde belirgin
etkiler olusturdugu; sarilik (b) ve kirmizilik (a) degerlerinde artisa, parlaklik (L*)
degerinde ise diisiise neden oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde, yiiriitiilen ¢alismamizda
seker formiilasyonuna eklenen bitki Oziitlinlin, sekerlemenin parlaklik (L*) degerini
azaltirken, kirmizilik (a) ve sarilik (b) degerlerini artirdigi gézlemlenmistir (J.-G. Jeon
vd., 2011). Farkli pekmez tiirlerinden hazirlanan jeli sekerlerin renk 6zelliklerinin
bildirildigi bu calisma da dut jeli sekeri, yliksek a* (8,42) ve b* (1,96) degerleriyle
kirmizimst ve hafif sarimsi bir renge sahipken, iiziim jeli sekeri daha diistik a* (3,87) ve
b* (0,59) degerleriyle daha soluk ve notr bir renk profili gostermistir. Ke¢iboynuzu jeli
sekeri ise en diigiik L* (24,09) degeri ile daha koyu bir ton sergilemis, orta diizeyde a*
(6,25) ve b* (2,70) degerleriyle kahverengimsi bir renk karakteristigi ortaya koymustur.
Jeli sekerlerin renk yapisinin kullanilan pekmez cesidine bagli olarak farklilik gosterdigi

rapor edilmistir (Ozgelik vd., 2022).
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4.5.4. Titre Edilebilir Asitlik Tayini

Propolisin varlig1 ve farkli konsantrasyonlar1 sekerlerde titre edilebilir asitlik iizerinde
etkili olmustur. Hazirlanan tiim sekerlerde titre edilebilir asitlik zamanla azalmaktadir. Ph
degerlerinde ki artis titre edilebilir asitlikte azalma birbirini tamamlar niteliktedir. Kontrol

grubunda titre edilebilir asitlik, zamanla belirgin sekilde azalmaktadir.

%?2,5 propolis iceren sekerin titre edilebilir asitligi kontrol grubundan diislik baglamis ve
zamanla benzer bir azalma egilimi gostermistir. Bu, diisiik propolis oranmin asitlik

izerindeki etkisinin sinirl oldugunu gosterebilir.

%7,5 propolis iceren sekerin titre edilebilir asitlik zamanla daha yavas bir azalma
gostermistir. Propolisin artan konsantrasyonu, asidik bilesiklerin korunmasina veya yavas

bozulmasina katkida bulunmus olabilir.

%12,5 propolis igeren sekerin baslangig titre edilebilir asitligi en diisiikk seviyededir.
Ancak, 60. giinde hafif bir artis gosterdikten sonra 90. giin itibariyla tekrar diismiistiir. Bu
artis, propolisin bilesimindeki asidik bilesiklerin zamanla daha etkin hale gelmesiyle

aciklanabilir.

Propolisli sekerler, kontrol grubuna gore titre edilebilir asitlik agisindan daha diistik
baslangi¢ degerlerine sahiptir. Kontrol grubunda titre edilebilir asitlik zamanla daha hizli
azalmis, propolisli sekerlerde bu azalma daha yavas olmustur. Zamanla sekerlerdeki
asidik bilesiklerin kaybolmasi, hem titre edilebilir asitligin diismesine hem de pH’in

yiikselmesine neden olmaktadir.

Tablo 4.12. Seker 6rneklerinin titre edilebilir asitlik sonuglari

Numune Adi 0. Giin 60. giin 90. giin
(9/mL) (9/mL) (9/mL)
%2,5 propolisli seker 0,031+0,00 0,025+0,00 0,017+0,00
%7,5 propolisli seker 0,021+0,00 0,018+0,00 0,014+0,00
%12,5 propolisli seker 0,019+0,00 0,016+0,00 0,012+0,00
Kontrol Seker 0,040+0,00 0,034+0,00 0,021+0,00
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Bu c¢alismada sert seker Orneklerinin titre edilebilir asitlik degerleri zamanla azalma
egilimi gostermistir. 0. giin verilerine gore, en yiiksek titre edilebilir asitlik degeri kontrol
grubunda (0,040 = 0,00 g/mL), en diisiik deger ise %12,5 propolis i¢eren drnekte (0,019 +
0,00 g/mL) gozlemlenmistir. Depolama siiresi boyunca (60. ve 90. giin) tiim 6rneklerde
belirgin bir azalma izlenmis; 90. giin sonunda bu degerler sirasiyla %2,5 propolisli seker
icin 0,017 £ 0,00 g/mL, %7,5 propolisli i¢in 0,014 + 0,00 g/mL, %12,5 propolisli i¢in
0,012 + 0,00 g/mL ve kontrol seker i¢in 0,021 + 0,00 g/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Bu diisiis,
asidik bilesiklerin zamanla pargalanmasi veya seker matrisine baglanarak titrasyona

katilamamasindan kaynaklantyor olabilir.

Literatiirde, 6zellikle yumusak jole tipi sekerlemeler iizerine yapilan caligsmalarda daha
yiiksek titre edilebilir asitlik degerleri rapor edilmistir. Unal (2021), jole tipi
sekerlemelerde bu degeri 0,21-0,43 g/mL araliginda bildirmistir (Unal, 2021). Aydm
(2019), tarafindan propolis ilaveli yumusak sekerleme i¢in bildirilen 0,26 = 0,00 g/mL’lik
asitlik degeri de bu ¢aligmadaki sert seker 6rneklerine kiyasla oldukea yiiksektir (Aydin,
2019). Organik pekmezlerden elde edilen jeli sekerlerde asitlik degerleri pekmez tiiriine
gore degisiklik gosterdigi; liziim ve dut pekmezinden yapilan jeli sekerlerin asitligi diisiik
(%1,88 ve %1,48) iken, ke¢iboynuzu pekmezi jeli sekerinde (%3,00) asitlik daha ytliksek
rapor edilmistir (Ozcelik vd., 2022). Prakash ve Priya (2016) ise, yaban mersini oraninin
artmastyla birlikte titre edilebilir asitlikte de artis gozlendigini ve bunun antioksidan

icerikle baglantili olabilecegini vurgulamistir (Prakash ve Priya, 2016).

Bu farklilik, ¢alisjmamizda kullanilan {riin =~ formunun, kullanilan propolis
konsantrasyonlarinin diisiik olmas1 ve formiilasyonda sitrik asit gibi dis kaynakli asidik

bilesiklerin kullanilmamasi ile agiklanabilir.

4.5.5. Suda Coziiniir Kuru Madde Tayini

Propolisli ve kontrol grubu sekerleme Orneklerinin zamanla suda ¢6ziinlir kuru madde
(%) igerikleri degerlendirildiginde, tiim gruplarda belirgin bir artis gdézlemlenmistir.
Ozellikle propolis iceren sekerleme &rneklerinde bu artis daha belirgin olup, propolis

orani arttikca baslangigtan itibaren daha yiiksek kuru madde degerleri elde edilmistir.
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Ilk giin yapilan &lgiimlerde %2,5 propolis iceren sekerleme %52,1, %7,5 oraninda
propolis iceren sekerleme %63,2 ve %12,5 propolisli sekerleme ise %71,5 oraninda suda
¢oziiniir kuru madde igerigine sahipken, kontrol grubunda bu deger % 55,3 olarak

belirlenmistir.

Depolamanin 60. giinlinde, tiim gruplarda kuru madde oranlar1 artig géstermis ve sirasiyla
%61,7, %70,0 ve %78,3 degerlerine ulasmistir. Kontrol grubunda ise bu artis oldukca

siirli kalmis ve yalnizca %56,0 olarak dlgiilmiistiir.

Depolama siiresi 90 giine ulastiginda en yiiksek kuru madde orant %12,5 propolisli
sekerlemede %80,0 olarak tespit edilirken, diger propolisli gruplarda da artis devam etmis
ve sirastyla %66,7 ve %71,7 degerleri kaydedilmistir. Kontrol grubundaki artis ise yine
siirli kalmis ve % 61,7°de sabitlenmistir. Bu bulgular, propolis ilavesinin sekerleme
iiriinlerinde suda ¢oziinlir kuru madde miktarim1 hem baslangicta hem de zamanla
artirdi@in1 géstermektedir. Propolis igerigindeki fenolik ve diger ¢oziiniir aktif bilesiklerin

bu artista etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Tablo 4.13. Sekerleme 6rneklerinin zamanla suda ¢6ziiniir kuru madde (%)

Numune Adi 0.Giin 60. giin 90. giin
(%) (%) (%)
%2,5 propolisli seker 52,1+0,00 61,7+0,00 66,7+0,00
%7,5 propolisli seker 63,2+0,00 70+0,00 71,7+0,00
%12,5 propolisli seker 71,5+0,00 78,3+0,00 80+0,00
Kontrol Seker 55,3+0,00 56+0,00 61,7+0,00




104

7 |- = Kontrol
_| |- ® %2.5 Propolis
80 A %7.5 Propolis v
v %12.5 Propolis v
3
5 75
£
> v A
5 70 4
=
S
:g 9
13 65
o A
: ° n
© 60
=]
n
=} -
°\55_ - *
L
50 T T T T
0 30 60 90
Gun

Sekil 4.36. Sekerleme drneklerinin zamanla suda ¢dziiniir kuru madde tayini

Jelatin kullanilarak hazirlanan sekerleme Grneklerinin su ¢oziinebilir kati degerleri 80°
Brix' in tizerinde olduklar bildirilmistir (Delgado ve Bafion, 2018). Farkli pekmez tiirleri
kullanilarak hazirlanan jeli sekerlemelerin suda ¢oziiniir madde miktarlar {izim pekmezli
jeli sekeri %32,30+0,34, dut pekmezi jeli sekeri %32,10+£0,31 ve kegiboynuzu pekmezi
jeli sekeri %31,72+0,21 olarak bildirilmistir (Ozgelik vd., 2022). Propolis iceren
sekerleme 6rneklerimizde suda ¢6ziiniir kuru madde oranlari, propolis konsantrasyonu ve
depolama siiresi arttik¢a belirgin bir artis gostermistir.  Bu bulgular, propolis
eklenmesinin sekerlemelerde suda ¢oziinlir kuru madde miktarin1 artirarak iirliniin
kimyasal stabilitesine ve muhtemelen raf Omriine olumlu katki sagladiginm
gostermektedir. Ayrica, propolis konsantrasyonunun yiikselmesi ile suda ¢oziiniir madde
oranindaki artig, Uriin formiilasyonunda propolisin islevsel bir bilesen olarak

kullanilabilecegine isaret etmektedir.

4.5.6. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Analizi

Maillard reaksiyonu, amino gruplar1 ile indirgen sekerler arasinda gerceklesen bir
kimyasal tepkimedir. Bu reaksiyon, 6zellikle yiiksek sicakliklarda hizlanarak gidalarin
renk, tat ve aroma ozelliklerinde onemli degisikliklere neden olmaktadir (Martins vd.,

2000). Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari, sekerlemelerin hem gorsel hem de
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lezzet kalitesini belirleyen temel siireclerden biridir (Bagdatlioglu ve Hisil, 1993).

Kontrol grubu ve diger tiim seker orneklerinde suda ¢oziiniir kuru madde oran1 zamanla
artis gostermektedir. Bu artis sekerin zamanla daha fazla su kaybetmesi ve kimyasal
reaksiyonlarin devam etmesiyle daha yogun hale geldigini ve esmerlesme siirecinin
devam ettigini gostermektedir. Sekerlemeye propolis ekstraktinin ilavesinin enzimatik

olmayan esmerlesme reaksiyonunu artirdigr gozlenmistir.
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Sekil 4.37. Sekerleme drneklerinin zamanla enzimatik olmayan esmerlesme verileri

Yumusak jole tipi sekerlemelerin yer aldig1 ¢aligma da enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonu sonuglari 0.197-0.880 OD/g araliginda degiskenlik gosterdigi belirtilmistir
(Aydin, 2019). Sekerleme Orneklerimizin enzimatik olamayan esmerlesme verileri 0,09

ila 0,531 OD/g araliginda tespit edilmistir.

Tablo 4.14. Sekerleme 6rneklerinin zamanla enzimatik olmayan esmerlesme verileri

Numune Adi 0. giin 60. giin 90. giin
(OD/g) (OD/g) (OD/g)
%2,5 propolisli seker 0,179+0,00 0,318+0,00 0,421+0,00
%/7,5 propolisli seker 0,423+0,00 0,44+0,01 0,477+0,00
%12,5 propolisli seker 0,458+0,00 0,463+0,00 0,531+0,00
Kontrol Seker 0,09+0,00 0,163+0,00 0,251+0,01
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Tim sekerleme Orneklerinde depolama siiresi boyunca absorbans degerlerinde artig
gbozlemlenmistir. Bu artis, Ozellikle propolis igeren gruplarda baslangi¢ degerinden
itibaren daha yiiksek diizeydedir. Depolamanin 0. giinlinde %2,5 propolis iceren
sekerleme Ornegi 0,179 degerinde absorbans gosterirken, bu deger %7,5 propolisli
ornekte 0,423, %12,5 propolisli 6rnekte ise 0,458 olarak Sl¢iilmiistiir. Ayni giin kontrol
grubunun absorbans degeri 0,090 ile en diisiik seviyede kalmistir. Depolamanin 60.
giiniinde %2,5’ lik grupta anlamh bir artis goriilmiis (0,318), diger gruplarda ise daha
siirli bir yiikkselme gergeklesmistir. 90. giin itibariyla esmerlesme reaksiyonu tiim
gruplarda devam etmis ve en yliksek absorbans degeri %12,5 propolisli sekerleme
orneginde 0,531 olarak belirlenmistir. Bu Ornekleri sirasiyla %7,5 (0,477) ve %2.,5
(0,421) propolisli sekerler takip etmistir. Kontrol grubundaki deger ise 90. giin sonunda
0,251'e ulasarak diger gruplarin gerisinde kalmistir. Bu sonuglar, propolis ilavesinin
sekerleme {irtinlerinde esmerlesme reaksiyonunu artirdigini, bunun da muhtemelen
propoliste bulunan bazi fenolik bilesiklerin Maillard reaksiyonuna katki saglamasindan
kaynaklandigin1 gostermektedir. Ayrica depolama siiresinin uzamasiyla birlikte bu
reaksiyonun daha da ilerledigi ve renk degisiminin zamanla daha belirgin hale geldigi

anlasilmaktadir.

4.5.7. Kuru Madde Analizi

Kontrol grubundaki kuru madde yalnizca seker alkolii ve baldan kaynaklanmaktadir. Bu
grupta propolis ilavesi olmadigindan kuru madde orami diger gruplara gore daha
distiktiir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan seker 6rneklerinde artan konsantrasyon
orneklerin de kuru madde miktar1 artis gostermistir. Propolis konsantrasyonu arttik¢a
seker ornekleri igerisinde ki kuru madde miktarlart da artis gostermistir. Bu durum,
propolisin bilesenlerinin sekerin ¢Oziiniir madde igerigini zenginlestirdigini ve
esmerlesme siireclerini etkiledigini ortaya koymaktadir. Enzimatik olmayan esmerlesme
sonuglarinda en yiiksek oran, %12,5 propolisli seker 6rneklerinde belirlenmistir ve bu

ornek ayni zamanda en yliksek kuru madde igerigine sahiptir.
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Tablo 4.15. Sekerleme 6rneklerinin kuru madde miktarlart

Numune Ad1 %
Kontrol Seker 81
%2,5 propolisli seker 94
%7,5 propolisli seker 95
%012,5 propolisli seker 97

Sekerleme Orneklerinde elde edilen kuru madde miktarlar1 incelendiginde, kontrol
grubunda %81, %2,5 propolisli sekerde %94, %7,5 propolisli sekerde %95 ve %12,5
propolisli seker drneginde %97 olarak belirlenmistir. Bu degerler, literatiirde propolis
ilaveli seker 6rnegi igin bildirilen %82,80 + 0,46 (Aydm, 2019) degerinden anlamli
sekilde yiiksektir. Bu farklilik, propolis ilavesiyle birlikte sekerleme matrisinde su
iceriginin azalmasi ve formiilasyondaki bilesen yogunlugunun artmasia bagli olabilir.
Ote yandan, Ozgelik ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada pekmez bazli jeli
sekerleme Orneklerinde toplam kuru madde miktarlar1 {iziim pekmezli jeli seker icin
%63,63 £ 0,29, dut pekmezli jeli seker igin %61,30 + 0,38 ve kegiboynuzu pekmezli jeli
seker icin %63,52 + 0,37 olarak bildirilmistir (Ozcelik vd., 2022). Bu degerler, hem bizim
kontrol sekerimize hem de propolis ilaveli gruplara kiyasla oldukca diisiiktiir. Bu durum,
pekmezlerin yiiksek su igerigine sahip olmast ve jeli formiilasyonlarin farkli yapisal
bilesenler icermesiyle iliskilendirilebilir. Sonu¢ olarak, bu c¢alisma propolis ilavesinin
sekerlemelerde kuru madde miktarin1 artirdigina ve bu artisin literatiirdeki benzer

iirlinlerle kiyaslandiginda belirgin olduguna isaret etmektedir.

4.5.8. Camsi Gegis Sicakhgi

Isitma sonrasinda camsi katinin lastiksi bir yapiya doniistiigii noktaya da camsi gecis
sicakligi denilmektedir (Tan ve Kerr, 2017). Amorf bilesen igeren gidalar camsi gegis
sicakliklarinin (Tg) tizerindeki sicakliklarda muhafaza edildiklerinde molekiillerdeki
mobilite artmakta ve bozulmalar hizlanmaktadir (Kilic ve Evranuz, 2006). Cams1 gegis
sicaklig, sert sekerler gibi amorf bilesenler igeren iirlinlerin dayanikliliklari iizerine etki
eden bir parametredir (Ergiin ve Tekgiil, 2021). Sert sekerlerin nem igerigi genellikle
%5’1n altindadir. Sert seker gibi diisilk nem icerigine sahip olan iiriinlerde sekerler camsi

- amorf yapida bulunmaktadir. Camsi gecis sicakligi (Tg)’nin altinda depolanan sert
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seker, depolama esnasinda uzun siire stabil kalabilmekte; ancak depolama sicaklig
Tg'nin iizerinde olursa seker camsi yapisini kaybedip yapiskan bir form almakta ve bu
durum {riiniin fiziksel, kimyasal ve duyusal kalitesini olumsuz etkilemektedir (Yilmaz
vd., 2019). Sert sekerlerin camsi geg¢is sicakliginin oda sicakliginin hemen iizerinde
olmas1 gerektigini ve boylelikle parlakliklarint ve sert yapilarini koruyabilecekleri

belirtilmistir (Ergun vd., 2010).

Sekil 4.38. %2,5 propolisli seker 6rneginin DSC grafigi.

DSC analizi sonucunda, %2,5 oraninda propolis i¢eren sert sekerleme 6rneginde iki farkli
cam gecis sicakligr (Tg) gozlemlenmistir (2,80 °C ve 22,84 °C). Bu durum, {iriin
matrisinde amorf yapinin yani sira heterojen fazlarin da bulundugunu diistindiirmektedir.
Ayrica, 17,33 °C, 18,16 °C, 19,50 °C ve 31,85 °C sicakliklarinda endotermik pikler
kaydedilmistir. Ozellikle 31,85 °C'deki endotermik olay, diisiik entalpi (AH = 0,0412 J/g)
degeri ile propolis bilesenlerinin kismi erimesine isaret etmektedir. Bu veriler, propolis
ilavesinin {irtintin 1511 6zelliklerini etkiledigini, disiik sicakliklarda cam halini
koruyabilen ve kismen kristalin yapilar igeren bir sekerleme matrisi olusturdugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.39. %7,5 propolisli seker 6rneginin DSC grafigi

%7,5 oraninda propolis ilave edilmis sert sekerleme 6rneginde gergeklestirilen DSC
analizi sonucunda iki belirgin cam ge¢is sicakligt (Tg) belirlenmistir: 27,64 °C ve
31,43 °C. Ayrica 14,79 °C, 38,14°C ve 47,14°C sicakliklarinda endotermik pikler
gozlemlenmistir. En belirgin endotermik geg¢is, 47,14 °C’de olup, 0,1945 J/g entalpi (AH)
degeriyle propolisin fenolik bilesenlerinden kaynaklanabilecek diisiik erime olayina isaret
etmektedir. Bu sonuglar, artan propolis konsantrasyonunun 1sil davranis iizerinde etkili
oldugunu, iirlinlin cam gegis sicakligini artirarak termal stabilitesini kismen iyilestirdigini

gostermektedir.

Sekil 4.40. % 12,5 propolisli seker 6rneginin DSC grafigi

%12,5 oraninda propolis i¢eren sert sekerleme 6rneginin DSC analizi sonucunda tek bir
cam geg¢is sicakligl (Tg) 35,25 °C’de gozlemlenmistir. Cam gegis sicakligindaki bu artis,

propolisin yapiya entegre olarak iiriin matrisinin amorf yapisini stabilize ettigini ve termal
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dayanimi artirdigim gostermektedir. Ozellikle 50,75 °C’deki belirgin endotermik pik,
formiilasyondaki bazi bilesenlerin erime ya da yeniden diizenlenme davranisina isaret
etmektedir. Bu sonuglar, artan propolis oraninin sekerleme yapisinda daha belirgin termal
olaylara neden oldugunu ve {iriiniin cam ge¢is davranisini olumlu yonde etkiledigini

gostermektedir.

Sekil 4.41. Kontrol seker 6rneginin DSC grafigi

Kontrol sekerinde Tg degerleri 5.68 °C ve 24.70 °C olarak belirlenmistir. Bu durum,
sekerleme matrisinin ¢ok bilesenli bir yapiya sahip oldugunu ve matris i¢inde amorf
fazlarin birden fazla termal gecis sergileyebilecegini gostermektedir. 15,51 °C, 18,85 °C,
24,51 °C, 50,10°C, 68,27°C ve 88,26 °C sicakliklarinda endotermik pikler tespit
edilmistir. 50,10 °C’deki yiiksek enerjili endotermik gecis, sekerleme yapisindaki kristal
bilesenlerin erimesine veya faz degisimlerine isaret etmektedir. Bu sonuglar, kontrol
orneginin termal olarak daha dengesiz bir yapiya sahip oldugunu ve propolis ilavesinin

termal davranis lizerinde yapisal bir diizenleyici etkisi oldugunu diistindiirmektedir.

DSC analiz sonuglari, propolis ilavesinin sert sekerleme formiilasyonlarinin 1sil
davraniglari tizerinde 6nemli degisimlere yol actigini ortaya koymustur. Kontrol sekerde,
cam gecis sicakliklar1 (Tg) oldukga diisiik (5,68 °C ve 24,70 °C) bulunmus ve genis bir
sicaklik araliginda ¢ok sayida endotermik gecis gozlenmistir. Bu durum, izomalt bazlh
yapinin amorf ve kristalin bolgelerden olusan c¢ok fazli, diizensiz bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. %2,5 propolisli 6rnekte, cam gegis sicakliginin 22,84 °C’ye

yiikselmesi ve endotermik gegis sayisinin azalmasi, daha homojen bir yap1 olustuguna
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isaret etmektedir. %7,5 propolis i¢eren drnekte ise Tg nin 27,64 °C ve 31,43 °C gibi daha
yiikksek degerlere ¢iktigi goriilmiis, ayrica endotermik piklerin daha net ve belirgin
olmasi, propolisin sekerleme matrisinde yapisal dengeyi artirdigini gostermektedir.
%12,5 propolisli 6rnekte ise cam gecis sicakliginin 34,67 °C’ye ulastig1 ve 50,65 °C'deki
endotermik pikle birlikte daha kararli bir 1s1l davranis sergilendigi tespit edilmistir. Artan
propolis oraniyla birlikte cam gegis sicakliklarindaki yiikselis ve endotermik olaylarin
entalpi degerlerindeki azalma, sekerleme yapisinin daha stabil hale geldigini ve
propolisin fiziksel-mekanik biitiinliigii destekledigini gostermektedir. Sonug olarak,
propolis ilavesi hem cam gecis sicakliklarini yiikselterek sekerlemenin 1s1l stabilitesini
artirmig, hem de yapmin daha diizenli ve homojen hale gelmesini saglamistir. Bu da
irliinlin depolama siirecinde yapisal bozulmalara karsi daha direngli olabilecegini

gostermektedir.

DSC analizinde elde edilen 27,64°C ve 31,43°C’lik cam gecis sicakliklari, sert
sekerleme matrisinde diislik oranl propolis ilavesinin cam ge¢is davranisi iizerinde sinirl
etkisi oldugunu, ancak amorf yapinin varligini siirdiirdiigiinii géstermektedir. Literatiirde
belirtildigi gibi, sert seker iriinleri genellikle tek bir Tg yerine bir cam gecis araligi
gosterebilecek kompleks bilesen karisimlaridir (Saavedra-Leos vd., 2012). Bu baglamda
calismada gozlenen iki ayr1 Tg degeri, lirlin matrisindeki farkli bilesenlerin cam gecis

davranigina farkli katkilar sundugunu gostermektedir.

Ayrica, su igeriginin bir plastiklestirici gibi davranarak Tg degerini diislirebilecegi
bilinmektedir (Y. Roos ve Karel, 1991). Bu nedenle, diisiik oranda propolis ilavesiyle
elde edilen sekerlemede gbzlenen cam gecis sicakliklarinin oda sicakligina yakin olmasi,
muhtemelen {riiniin diisiik nem igerigine bagli olarak sekillenen termal ozellikleriyle

iliskilendirilebilir.

Dranca ve ark. (2022) aygicegi bali igeren numunelerde gozlemledigi -51,88 °C ile -33,94
°C arasinda degisen Tg degerleri, bal gibi yiikksek oranda plastiklestirici igeren
bilesenlerin matris iginde Tg degerlerini ne denli diistirebildigini gostermektedir (Dranca
vd., 2022). Calismamizda ise Tg’ nin ¢ok daha yiiksek degerlerde seyretmesi, sekerleme
matrisinin  nispeten daha kuru ve amorf faz acisindan daha stabil oldugunu

desteklemektedir.
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Raudonus ve ark. (2000), calismasinda da vurgulandigi gibi, su igerigi arttikca Tg
degerinde azalma, buna karsin oligomerik veya polimerik katki maddelerinin artigiyla
Tg'de yiikselme gozlenmistir. Bu baglamda, iiriiniiniizde diisiik oranli propolis katkisina
ragmen Tg’nin 30 °C civarinda seyretmesi, matrisin nispeten kuru ve termal olarak stabil

bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir (Raudonus vd., 2000).

Calismada elde edilen Tg degerlerinin literatiirde yer alan benzer (iriinlerle
karsilastirildiginda oldukca yiiksek olmasi, caligmada gelistirilen sert seker matrisinin
nem agisindan daha diislik, yapisal olarak ise daha stabil bir sistem oldugunu ortaya

koymaktadir.

4.5.9. Tekstiir Profili Analizi

Sertlik, deformasyona kars1 direng olarak tanimlanmakta ve iirline baslangicta uygulanan
sikistirma sirasinda 6lgiilen maksimum kuvvetle ifade edilmektedir (Siegwein vd., 2011).
Esneklik ise ozellikle jole tiirii iiriinlerin gelistirilmesinde 6nemli bir parametre olarak
one cikmaktadir (Tireki, 2017). Sertlik ve yaylanma, tiiketici algisinda Onemli
parametrelerdir, ¢linkii bu 6zellikler yeme sirasinda {iriiniin kalitesini dogrudan etkiler.
Sertlik, bir {irtinii agizda kirmak veya 1sirmak ic¢in gereken kuvvet olarak tanimlanirken,
yaylanma, irliniin agizdaki ilk 1siriktan sonra kendini toparlama 6zelligi olarak ifade
edilir (McKenna ve Kilcast, 2004). Sekerlemelerde bu o6zellikler, iirin kalitesinin
belirlenmesinde  kritik rol oynar (DeMars ve Ziegler, 2001). Sekerleme
formiilasyonlarinda jelatin veya nisasta konsantrasyonunda bir azalma meydana
geldiginde, jel giicliniin azaldigi ve molekiiller arast etkilesimlerin zayifladigi
gortilmektedir (Schwenke, 1997). Efe ve ark.(2019) ¢alismasinda, jelatin bazli, maltitol,
sorbitol ve izomalt igeren diisiik kalorili yumusak sekerlemelerde esneklik degerinin

68,57-96,25 arasinda degistigi bulunmustur (Efe vd., 2019).
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Tablo 4.16. Sekerleme 6rneklerinin tekstiir analizi verileri

Numune Ad1 Sertlik (g) Esneklik
Kontrol Seker 25803,18 4,928
%2,5 propolisli seker 22664,87 6,6095
%7,5 propolisli seker 43304,93 5,9535
%12,5 propolisli seker 51751,57 6,901

TPA analizinde elde edilen bulgular, propolis orani arttik¢a seker drneklerinin hem sertlik
hem de esneklik degerlerinde artis oldugunu gdstermektedir. Bu durum, propolisin seker
matrisinde hem fiziksel hem de kimyasal olarak yapiyr gii¢lendirici bir rol oynadigini
ortaya koymaktadir. Propolis, dogal re¢ineler, balmumu, flavonoidler ve polifenoller
iceren kompleks bir yapiya sahiptir. Bu bilesenler, sekerleme matrisinde ag benzeri bir
yapt olusturarak yapisal sikiligi artirabilir. Sertligin artmasi, bu bilesenlerin seker
matrisinde daha kompakt ve yogun bir yap1 olusturmasina baglanabilir. Propolis, matrise
katildiginda su aktivitesini azaltarak kristallesme davranisini degistirebilir ve sonugta
daha rijit bir yap1 olusturabilir. Bununla birlikte esneklik degerindeki artis, matrise
eklenen propolisin ayni1 zamanda plastiklestirici veya elastikiyeti destekleyici ozellikler
tastyan bazi bilesenler icermesinden kaynaklanabilir. Bu sonuglar, propolisin
sekerlemenin hem sertlik hem de esneklik 6zelliklerini etkileyen 6nemli bir bilesen

oldugunu ortaya koymaktadir.

Suyun numune i¢indeki dagilimi, sert sekerlerde artan nemin genellikle azalan sertlikle
iliskilendirilmesi nedeniyle dokusal 6zellikler agisindan kritiktir (Sahlan vd., 2019). Sert
seker Orneklerinin dokusal oOzellikleri, agizda kalma siiresi, oral davranis ve tat ile
aromatik bilesenlerin salimimini etkileyerek tiiketici algisini sekillendirmektedir (Choi ve
Regenstein, 2000). Salatino ve ark. (2005), propolisin sertliginin igeriginde yer alan
triterpenoid miktarma gore degiskenlik gosterdigini belirtmigtir (Salatino vd., 2005).
Benzer sekilde, Cudrania tricuspidata ekstresi ile gii¢lendirilmis sakkarozsuz sert
sekerlerin formiilasyon ¢aligmalarinda, sekerleme sertliginin izomalt seviyesindeki artisla
yiikseldigi, ancak maltitol surubu ve ksilitol seviyesindeki artisla azaldigi rapor edilmistir
(Jeon et al., 2021). Sekerleme Orneklerinin sertlik analizi sonuglarin1 231,17-719,99 g
araliginda oldugunu bildirmistir (Aydim, 2019). Uziim, dut ve kegiboynuzu pekmezi jeli
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sekerlerinin elastikiyet degerleri sirasiyla 11,26 + 0,01, 12,56 + 0,40 ve 11,96 + 0,83
olarak tespit edilmistir (Ozgelik vd., 2022).

4.5.10. Raf Omrii Analizleri

Tablo 4.17. Sekerleme Orneklerinin raf dmrii analiz sonuglari

- .- %12,5
Analiz Ksor:(trl?l %2,5SPlr(ol;?oI|sI| %7,5$Plr(0follsll Propolisli
eke eke eke Seker
0.Giin
pH 4,14 4,06 4,20 4,18
Titrasyon
0,04 0,03 0,02 0,01
Asitligi
Esmerlesme 0,09 0,179 0,423 0,458
Brix %5,53 %5,21 %6,30 %7,15
60. Giin
pH 4,22 4,13 4,33 4,24
Titrasyon
0,034 0,025 0,0187 0,0163
Asitligi
Esmerlesme 0,1633 0,318 0,44 0,463
Brix %5,60 %6,17 %7,00 %7,83
90. Giin
pH 5,39 5,38 5,35 4,32
Titrasyon
0,0217 0,0177 0,0147 0,0123
Asitligi
Esmerlesme 0,2513 0,421 0,477 0,5317
Brix %6,17 %6,67 %7,17 %8,00

Propolis ilavesinin seker 6rneklerinin bazi kimyasal 6zellikleri tizerindeki etkisi 0, 60 ve

90. giinlerde degerlendirilmis ve veriler Tablo 23’de verilmistir.

Yapilan analizler sonucunda, sert sekerleme 6rneklerinde farkli oranlarda (%2,5, %7,5 ve
%12,5) propolis ilavesinin pH degerine etkisi 0., 60. ve 90. giinlerde incelenmistir. Tim
gruplarda zamanla pH artis1 gézlenmis olmakla birlikte, en belirgin artis %2,5 propolisli
seker (4,06 — 5,38) ve kontrol grubunda (4,14 — 5,40) kaydedilmistir. Buna karsilik,
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%12,5 propolisli sekerleme 6rnegi yalnizca 0,15 birimlik bir artis gostermis (4,18 —
4,33) ve pH bakimindan en stabil formiilasyon olmustur. Bu durum, yiiksek
konsantrasyonda propolisin igerdigi fenolik bilesiklerin tamponlayici etkisiyle ortam pH’
mi1 dengeledigini diisiindiirmektedir. Diisiik propolis orani1 ve propolis igermeyen kontrol
grubunda gozlenen ani pH artislari, sekerleme matrisinde kimyasal bozunmalar veya
mikrobiyal gelisme riskine isaret edebilir. Elde edilen veriler, raf omrii agisindan en
uygun ve kararli formiilasyonun %12,5 oraninda propolis igeren sekerleme oldugunu

ortaya koymaktadir.

Brix analiz sonuglari, sert sekerleme 6rneklerinde propolis ilavesinin iiriin stabilitesi ve
dolayistyla raf omrii ilizerinde olumlu etkileri oldugunu ortaya koymustur. Raf omrii
degerlendirmelerinde, Brix degerinin zamanla artmasi genellikle {irin igerisindeki su
miktarmin azalmasi ve seker konsantrasyonunun artmasiyla iligkilidir; bu durum
mikrobiyal gelisimi baskilayarak bozulma riskini azaltir. Calismada kontrol grubunda
Brix degeri 90. giin sonunda 61,7 ye ulasirken, %12,5 propolis iceren sekerleme
orneginde bu deger 80,0 olarak belirlenmistir. Bu bulgu, yliksek propolis oraninin su
aktivitesini diistirerek {riiniin daha konsantre ve mikrobiyal ag¢idan daha direngli hale
geldigini gostermektedir. Ayrica propolisin dogal antimikrobiyal bilesenler icermesi de
bu koruyucu etkiye katki saglamaktadir. Ozellikle %7,5 ve %12,5 oranindaki propolis
ilavesi, Brix degerlerindeki istikrarli artis ile raf Omrii agisindan daha avantajli ve
dayanikli formiilasyonlar olarak one ¢ikmaktadir. Sonu¢ olarak, propolis katkisi sert
sekerlemelerin nem igerigini kontrol altina alarak {iriinlin fizikokimyasal stabilitesini
korumakta ve raf Omriini uzatmada potansiyel bir katki maddesi olarak

degerlendirilebilmektedir.

Enzimatik olmayan esmerlesme degerleri, zamanla tim sekerleme gruplarinda artig
gostermistir. Kontrol grubunda bu artis sinirh diizeyde gergeklesmisken (0,09 — 0,25),
propolisli gruplarda 6zellikle baslangic diizeyleri daha yiiksek bulunmustur. Bu durum,
propolisin bilesiminde bulunan fenolik ve seker tiirevlerinin Maillard reaksiyonlarina
katk1 saglayarak esmerlesmeyi hizlandirabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle %12,5
propolis igeren Ornekte en yliksek absorbans degeri (0,532) kaydedilmis, bu da yogun

propolis varliginin renk degisimi tizerinde belirgin etkili oldugunu gostermektedir.
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Titrasyon asitligi verilerine bakildiginda, tiim formiilasyonlarda belirgin bir azalma
gozlenmistir. Kontrol grubunda titrasyon asitligi 0. giinde 0,04 iken, 90. giinde 0,0217" ye
diigmiistiir. Diger propolisli seker gruplarinda da benzer bir azalma s6z konusudur, ancak
%2,5, %7,5 ve %12,5 propolisli seker formiilasyonlarinda titrasyon asitligi daha diisiik
seviyelere inmistir. Ozellikle %12,5 propolisli seker grubunda titrasyon asitligi 0,0147'ye
diismiistiir. Bu, propolisin sekerli formiilasyonlardaki asidik 6zellikleri artirabilecegini ve

zamanla asidik ortamin daha belirgin hale geldigini gostermektedir.

Sonug olarak, propolisli seker formiilasyonlarinin pH, titrasyon asitligi, esmerlesme ve
Brix degerleri iizerinde belirgin etkileri oldugu gdzlemlenmistir. Zamanla artan asidik
ortam, esmerlesme ve Brix degerlerinin yiikselmesi, propolisin bu formiilasyonlar
lizerindeki kimyasal ve fiziksel etkilerini ortaya koymaktadir. Ozellikle propolisin yiiksek
konsantrasyonlari, sekerli bilesiklerin asidik ozelliklerini artirarak, esmerlesme ve tat
yogunlugunu artirmistir. Bu veriler, propolisli sekerlerin formiilasyonlarinin zamanla

daha asidik, tatl ve esmerlesmis bir yapiya biiriindiiglinli gostermektedir.

4.5.11. Model Uriinde Antioksidan Analizler
Gidalarda bulunan fenolik bilesikler biyoaktif bilesenler olup ve saglik agisindan faydal
ozelliklerden sorumludurlar (Sehwag ve Das, 2016). Farkli konsantrasyonlarda

hazirlanan seker o6rneklerinin antioksidan aktiviteleri Tablo 24' da verilmistir.

Tablo 4.18. Seker 6rneklerinin antioksidan analiz sonuglari

Toplam Fenolik Madde ~ Toplam Flavonoid Madde DPPH
(mg GAE/Q) (mg KE/g) (%)

Kontrol Seker 0,037 £ 0,002 0,18 +0,009 27,85+0,18
%?2,5 propolisli seker 0,333+ 0,001 1,68 £0,009 49,68+0,07
%7,5 propolisli seker 0,477 + 0,003 2,97 £0,02 54,46+0,07
%12,5 propolisli 0,741 +£0,004 3,82+0,015

seker 62,58+0,07
BHA 84,46+0,18

Besinsel olarak, zencefil takviyeli jel sekerlerin toplam fenol igeriginin 6,98-10,32

mg/100 g ve antioksidan aktivitesinin %37,31-43,12 arasinda degistigi, meyve suyu
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takviyeli jel sekerlerde ise maksimum antioksidan aktivitenin %43,12+0,17 oldugu tespit
edilmistir (Suman vd., 2021). Martis ve ark. (2020), guarana tozu antioksidanlari igeren
dogal iceriklerle birlestirilmis yeni bir islevsel bitkisel jel seker gelistirmeyi ve bu {iriinii
karakterize etmeyi amaclamistir. Calismada, yumusak seker formiilasyonunda %72,66
guarana tozu kullanilmis ve guarana tozu ilavesinin antioksidan aktivitesini ve dolayl
olarak polifenol igerigini artirarak {irlinlin islevselligini maksimize ettigi, ayrica renk
ozelliklerini 1iyilestirdigi belirlenmistir (Martis vd., 2020). Ibrahim ve ark. (2020),
keciboynuzu tozunun fizikokimyasal ve antioksidan aktivitelerini aragtirmis ve
keciboynuzunun fonksiyonel igecekler ve sekerleme iiriinleri hazirlamada kullanimina
yonelik bir ¢alisma gergeklestirmistir. Caligma sonucunda, %35 kegiboynuzu konsantresi
ilavesinin, tofi irinlerinde polifenol igerigini 6,59 kat, DPPH inhibisyonunu 3,80 kat ve
FRAP antioksidan aktivitesini 6,76 kat artirdigi tespit edilmistir (Ibrahim vd., 2020).
Sehwag ve Das (2016), jamun bazli fonksiyonel sekerleme' nin incelendigi ¢alisma da
fenolik iceriginin 1,62 = 0,01 ile 3,72 + 0,03 mg GAE/g kuru madde arasinda degistigini
rapor etmistir (Sehwag ve Das, 2016). Formiile edilmis sert sekerlere bitkisel Oziit
karigiminin ilavesi, iriiniin toplam fenolik madde, flavonoid ve kiil icerigini anlamli
diizeyde artirmistir. Bu kapsamda, elde edilen degerler sirasiyla 10,90 + 0,50 mg GAE/g,
0,054 £ 0,02 mg CE/g ve 0,018 £ 0,009 olarak belirlenmistir. Ayrica, DPPH serbest
radikal giderme aktivitesi %26,4 olarak ol¢iilmiis ve bu da formiilasyona eklenen bitkisel
oziitlerin iyi diizeyde antioksidan kapasite kazandirdigini ortaya koymustur (Souiy vd.,
2023).
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Sekil 4.43. Seker orneklerinin DPPH serbest radikal giderim yiizdeleri

Ramakrishna ve ark. (2015), %0,5, 1 ve 1,5 oranlarinda Coleus aromaticus ve seker
yerine fruktooligosakarit ekleyerek hazirladiklar jel sekerlerin toplam polifenol igerigini

66,7-107,6 mg/kg arasinda belirlemistir (Jeon et al., 2021). Wijayanti (2017), 20 mL, 30
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mL, 40 mL, 50 mL ve 60 mL kahve yapragi ekstrakti kullanarak hazirladigi sert
sekerlerin polifenol igerigini 720-1423,33 mg GAE/g olarak, DPPH radikal tutucu
aktivitesini ise %40,61-78,52 olarak tespit etmistir (Wijayanti, 2017). Hooda (2015),
cesitli icerik ve formiilasyonlarla hazirladigr sert sekerlerin 6n denemelerine dayanarak
%S5 tarcin, %10 zencefil, ¢cay ve Ginkgo biloba ekstraktlarini kullanmay1 uygun bulmus
ve bu calismada DPPH radikal tutucu aktiviteyi %59,62 olarak belirlemistir (Hooda,
2015). Uziim, dut ve kegiboynuzu pekmezi jeli sekerlerinin toplam fenolik madde
miktarlar1 sirasiyla 886,37; 1065,81 ve 3171,29 ug GAE/g KM, DPPH degerleri 132,29;
157,61 ve 331,45 mg TE/100 g KM, toplam flavonoit miktarlart ise 37,07; 67,70 ve 67,73
mg Rutin/100 g KM olarak bildirilmistir (Ozgelik vd., 2022).

Propolis igeriginin artmasiyla sekerlerin fenolik ve flavonoid madde igerigi ile
antioksidan aktivitesinin arttigin1 gostermektedir. Propolisli sekerlerin dogal bir

antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bal, propolis ve diger ar1 iirlinleri yalnizca besleyici 6zellikleriyle degil, ayn1 zamanda
islevsel ve biyolojik aktiviteleriyle de saglik agisindan onemli faydalar sunan dogal
iirlinlerdir. Bu iriinlerin insan viicudu {izerinde sundugu cok sayida faydali etki, onlari
cesitli gidalarda potansiyel igerikler olarak degerlendirme olanagi sunmaktadir. Son

yillarda bu iirlinlerin kullanimi geleneksel ve modern tipta yayginlasmaktadir.

Sekerlemeler, farkli yas gruplari tarafindan genis bir yelpazede tiiketilen bir iiriin
grubudur. Ancak asir1 sekerleme tiiketimi saglik problemlerine yol agabilmektedir. Bu
durum, fonksiyonel sekerleme iiretimine yonelik egilimleri artirmistir. Fonksiyonel
sekerlemeler, vitamin ve mineral, seker yerine seker alkolleri, bal, bitkisel ekstraktlarin
eklenmesiyle saglik yarar1 saglayan 6zelliklere sahip tiriinlerdir. Yapilan iiriin gelistirme
caligmalar1 sonucunda, propolisin fonksiyonel bir seker formiilasyonuna entegre
edilmesiyle sekerlemelere dogal renk ve lezzet olusumunu destekledigini ve saglik
acisindan cesitli yararlar sundugunu ortaya koymaktadir. Propolisli seker, dogrudan
tiketim imkani, tasima ve muhafaza kolayligi gibi pratik avantajlarimin yani sira;
ozellikle ¢ocuklar igin fonksiyonel ve ulasilabilir bir alternatif sunmaktadir. Propolisli
sekerin tiiketimi, kullanici acisindan ¢esitli  kolayliklar saglamaktadir.  Sivi
formiilasyonlara kiyasla dogrudan agiz yoluyla tiiketilebilmesi, pratiklik kazandirmakta
ve saklama/tasima kolayligi sunmaktadir. Ayrica sekerin agizda yavas ¢Oziinmesi,
propolisin faydali bilesenlerinin oral mukozadan emilimini artirmakta ve etki

potansiyelini giiclendirilecegi diisiiniilmektedir.

%12,5 propolis iceren seker, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite, pH stabilitesi ve
diisiik asidite agisindan en iyi performanst gostermistir. Renk ve kuru madde analizleri de
bu formiilasyonun en dogal ve yogun yapiya sahip oldugunu desteklemistir. Ama %7,5
propolisli seker ise termal olarak daha dengeli ve kontrollii erime davranis1 sergileyerek
formiilasyon agisindan optimum diizeyde oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar %7,5 ve
%12,5 propolisli sekerin hem kalite hem de raf omrii agisindan en uygun formiilasyon

oldugunu gostermektedir.
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