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oz

Propolis kompleks yapiya sahip reginemsi bir karigimdir. Bilesimi, toplandigi boélgenin florasi,
toplanma bigcimi ve zamani, an irki gibi birgok degiskene bagh oldugu igin ham propolisin
standardize edilmesi oldukga zordur. Ancak, degisik ¢oziiciiler ile hazirlanan propolis ekstraklarinin
standardize edilmesi daha miimkiindiir. Yapilan bu galismada Anadolu'nun 13 farkh ilinden toplanan
propolis ornekleri ile hazirlanan etanol ekstraktlarinin temel komponentleri arastinidi. Ekstraktlarin,
mum, balsam, toplam polifenolik madde miktari (TFM), toplam flavanoid madde miktari(TFIM), toplam
tanen madde miktari (TTM) ve fenolik madde igerigi temel parametreler olarak ol¢iildii. Elde edilen
degerler, galisilan tiim parametrelerin propolisin toplandigi bélge florasina gore degistigini ancak,
propolis ekstraktlarinin standardizasyonu icin toplam polifenolik madde miktari, toplam flavonoid
madde miktari ve toplam tanen madde miktarinin 6nemli kriterler oldugunu gosterdi. Ayrica Anadolu
propolisi ile hazirlanan ekstraktlarin tanimlanmasinda kalitatif olarak kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit gibi fenolik asitlerin 6nemli kriterler oldugu goériilmistir. Sonug¢ olarak, propolis
ekstraklarinda tam bir standardizasyonun miimkiin olamayacagi, ancak etanolik propolis
ekstraktlarinin standardizasyonu agisindan TFM ve TFIM miktarlarinin en 6nemli kriterler oldugu
soylenebilir. Ayrica Anadolu propolisi ile hazirlanan etanol ekstraktlarinin kafeik asit, ferulik asit,
luteolin, t-sinnamik asit, p-kumarik asit yada tiirevlerini icermesi gerektigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Standardizasyon, Polifenoller, Flavanoidler, Balsam, Mum

ABSTRACT

Propolis is a resinous product with a complex structure. Standardization of raw propolis is difficult
because the composition of raw propolis depends on many factors such as flora of the area,
harvesting season, collection style and bee strain. However, standardization of propolis extract
prepared with ethanol rather than raw propolis could be achievable. In this study, basic components
of ethanol extract prepared with propolis samples collected from 13 different localities of Anatolia
were investigated. Basic parameters such as wax, balsam, total polyphenol, flavonoid and tannin
content of extracts were determined. Phenolic composition of the extracts were also identified by
using HPLC-UV with fourteen standard phenolic compounds. Results showed that all parameters
were found to differ in terms of the flora of the area propolis collected but total polyphenol, flavonoid
and tannin content were found to be important criteria for the standardization of propolis extracts.
Moreover, phenolic acids like caffeic acid, p-coumaric acid and ferulic acid were determined as
characteristic compounds for qualitatively describing ethanol extracts prepared by using Anatolian
propolis. As a result, it can be concluded that although absolute standardization of propolis extract
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is not possible nevertheless total polyphenol and flavonoid contents are important criteria in terms
of standardization of propolis ethanol extracts. In conclusion, ethanol extracts prepared with
Anatolian propolis should contain caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, t-cinnamic acid and
luteolin or their derivatives using this standardized method.

Key words: Propolis, Standardization, Polyphenols, Flavonoids, Balsam, Wax

EXTENDED ABSTRACT

Propolis is a resinous product with a complex structure. Standardization of raw propolis is difficult because
the composition of raw propolis depends on many factors such as flora in the area, harvesting season,
collection style and bee strain. However standardization of propolis extract prepared with ethanol rather than
raw propolis could be achievable. In this study, raw propolis samples were collected from 13 different cities
in Anatolia and their ethanol extracts were prepared by using a 1:10 ratio (g/v). Basic parameters such as
wax, balsam, total polyphenol, flavonoid and tannin content of extracts were determined. Total polyphenol
content was determined by using the Folin-Ciocalteau method, and Gallic acid as a standard. Results were
expressed as mg of Gallic acid equivalents per g of sample. Total flavonoid content was determined by using
the AICI; colorimetric method, and quercetin as a standard.

Results were expressed as mg quercetin equivalents per g of sample. Condensed tannin content was
determined by using the Vanillin-HCI method, Catechin was used as a standard. Results were expressed as
mg of catechin equivalents per g sample. Phenolic composition of the extracts were also identified by using
HPLC-UV with fourteen standard phenolic compounds such as Gallic acid, protocatechuic acid, p-hydroxyl
benzoic acid, catechin, vanillic acid, cafeic acid, syringic acid, epicatechin, p-coumaric acid, ferulic acid,
rutin, daidzein, t-cinnamic acid and luteolin.

Statistical analyses and correlations between three parameters such as balsam, total polyphenol content and
total flavonoid content were carried out. Results showed that all parameters were found to differ in terms of
the flora of the area where propolis was collected. Wax content of the samples was found to differ between
1.40% (lowest) to 9.80% (highest). Balsam content of the samples was found to differ in the range of 23.60%
to 71.10%. Total polyphenol and flavonoid content of raw propolis samples was determined to be between
16.13 and 178.34 mg GAE/g and 1.24 to 51.23 mg QE/g, respectively. Condensed tannin content of samples
was determined to be in the range of 2.53 to 8.47 mg CatE/g. It was determined from the HPLC-UV analyses
that all of the samples contained caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, t-cinnamic acid and luteolin.

Total polyphenol, flavonoid and tannin content were found to be important criteria for the standardization of
propolis extracts. Moreover, phenolic acids like caffeic acid, p-coumaric acid and ferulic acid were
determined as characteristic compounds for qualitatively describing ethanol extracts prepared by using
Anatolian propolis. As a result, it can be concluded that although exact standardization of raw propolis
extract is not possible, nevertheless, total polyphenol and flavonoid contents are important criteria in terms of
standardization of propolis ethanol extracts. For example, ethanol extracts prepared with Anatolian propolis
should contain caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, t-cinnamic acid, and luteolin, or their derivatives.

GiRiS
Propolis, bitkilerin yaprak, tomurcuk, kabuk gibi
kisimlarindan is¢i arilar tarafindan toplanan
recinemsi bir madde olup, kovanlarin her tirll
tehlikeye karsi korunmasinda rol oynayan dogal bir
karisimdir. insanoglu propolisten eski caglardan
glnimuze kadar pek ¢ok alanda yararlanmis olup,
mumyalamadan enfeksiyon hastaliklarin tedavisine
kadar pek cok alanda kullaniimigtir (Ahn ve ark.,
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2007; Li ve ark., 2008; Aliyazicioglu ve ark., 2013).
Gunumlzde ise daha ¢ok destekleyici ve
fonksiyonel bir gida olarak kullanilan propolis,
icerdigi cesitli ugucu yaglar ve polifenollerden dolayi
yiksek antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar
ve antitimoral dzellikler sergilemektedir.

Propolisin Uretim miktari, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik aktif 6zellikleri elde edildigi cografi bélgenin
floral 6zellikleri, toplanma bigcimi ve toplanma



zamani gibi pek ¢ok faktdre bagl olarak degisiklik
gostermektedir (Neto ve ark., 2017; Silva ve ark.,
2015, Usman ve ark., 2016; Popova ve ark., 2017).
Propolis dretiminin koloni basina yaklasik 10 g ile
300 g arasinda degisiklik gosterdigi ve bu durumun
ari cinsi, iklim sartlari, orman florasi ve toplama
bicimine bagh olarak degistigi belirtimektedir (Neto
ve ark., 2017; Usman ve ark., 2016; Popova, ve
ark., 2017).

Yilik propolis tiketimi tam olarak bilinmemekle
birlikte dinya genelinde propolis tuketiminin
yaklagik 700-800 ton oldugu tahmin edilmektedir.
Propolisin ~ énemi  anlasildikga  Uretimi  de
artmaktadir. Tirkiye zengin bitki florasi ile énemli
derecede propolis Uretebilme potansiyeline sahip
bir cografik konumda olup, propolisin degeri
yeterince bilinmedigi icin yeterli derecede propolis
Uretimi yapilamamaktadir. Ancak son zamanlarda,
aricillarin ~ bilinglenmesi  ve  aricihlk  Uretim
tekniklerinin gelismesine baglh olarak, Ulkemiz
aricilarinin basta propolis olmak Uzere, bal disi ari
drtnlerini Gretim potansiyelleri artis gdstermektedir.

Propolis, olduk¢ca kompleks yapiya sahip bir dogal
artin olup, yapisinda bulunan bilesenlerin kalitatif
ve kantitatif oranlari hem toplandigi bitki florasina
ve hem de kovanlarin ihtiyacina goére degdisim
gOstermektedir. Yalitim, izolasyon ihtiyaci bulunan
bir kovanda balmumu, vaks orani ylksek propolis
bulunurken, hijyen ve hastalik durumuna karsi
korunmada balsam orani yiksek propolisler
bulunabilir. Ayrica kovan cidarlarinda toplanan
propolisler ile tuzaklardan toplanan propolislerin
bilesimleri de farkhlik géstermektedir (Sarikaya ve
ark., 2009). Bu giine kadar yapilan galismalar,
propolis ekstraktlarina yogunlagsmistir ve bu
ekstraktlarda dogal olarak bulunan birbirinden farkli
300 civarinda farkli bilesen tespit edilmistir. Bu
bilesenlerin blyuk bir kismini ugucucu yaglar
(terpenler, terpenoidler, yad asitler vs.) ile
polifenolik (fenolik asitler, flavanoidler, kalkonlar,
stilbenler) maddeler olusturmaktadir.  Ayrica
propoliste prenillenmis p- kumarik asitler ve
asetogenen lignanlar, di ve tri terpenler, sekerler,
seker alkolleri, hidrokarbonlar ve mineral elementler
de bulunmaktadir (Talla ve ark., 2014; Saral, 2018).

Propolis ham olarak tiketilmesi dnerilmediginden,
tuketicilere ekstraktlari halinde hazir ticari UrGnler
olarak damlalar, spreyler, haplar ve drajeler ile
cesitli kapsuller seklinde sunulmaktadir. Ancak
tiketici bazinda  bunlarin  hangi  dozlarda
kullanilacagr konusunda kuskular vardir. Bu
noktada en énemli iki sorun kullanilan ¢dztcllerin
kaynagdr ve guvenligi ile gunlik kullanilacak
konsantrasyonlarin (doz) ne diizeyde olacagi
konusundadir. Bunun icin kodekslerde propolis
standardinin olusturulmasi ivedilik gerektirmektedir.
Cozlcu tarG ile birlikte ekstraklardaki fenolik
bilesenlerin toplam madde miktarlarinin bilinmesi
bu kuskular bir miktar dnleyecektir. Dolayisi ile
propolis ekstraklarinda standardizasyon
calismalarinin yapilmasi 6nem arz etmektedir.

Propoliste ilk standardizasyon ¢alismasi 1970li
yillarda basglamistir. Bu c¢alismalarda iyot testi,
sabunlasma testi, asit sayisi ve potasyum
permanganat renk giderim testi gibi basit test
parametreleri belirlenmistir. Bu testlerin sonuglari ile
propolisin bilesimi ve biyolojik aktivitesi arasinda
son derece zayif bir iligki vardir (Bankova, 1987).
Ginimizde propoliste standardizasyon calismalari
devam etmektedir. Bu nedenle, yapilan bu calisma
ile propolis de standardizasyon igin kullaniimasi
gereken parametrelerin neler oldugunun
belirlenmesi amaclandi. Propolisin toplanma sekili,
bolgesel degisimleri gibi faktorler dikkate alinmadan
toplam fenolik madde miktarlari ile fenolik profilleri
arastirildi. Calisma bulgularinin  Glkemiz propolis
ekstraklarinin standardizasyonuna katki saglamasi
da amaclandi.

GEREG VE YONTEM

Tarkiye’'nin degisik bdlgelerinde bulunan aricilardan
(Bilecik, Kayseri, istanbul, Rize, Kars, Sivas,
Kirklareli, Zonguldak, Balikesir, Agri, Yigilca, Siirt
(Bittim), Ardahan ham propolis 6rnekleri (2016 ve

2017 yili Ornekleri) temin edildi (Tablo 1).
Kullanilmayan o&rnekler +4 C'de buzdolabinda
saklandi.
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Tablo 1: Orneklerin temin edildigi iller, flora ve koordinat bilgileri

Table 1. Locality of the samples, flora of the areas and coordinates

Koordinatlar (Enlem-Boylam)

i Bitki Florasi

Kayseri Karagam, kizilgam, kdknar, ladin ve mese

Beykoz Orman ve fundalik, mese ve karagam

Bilecik Karagam, kizilgam, sarigam, kéknar, kayin, mese ve
kestane

Sivas Orman ve fundalik, mese ve karagam

Balikesir Karagam, kizilgam, kdknar, ladin ve mese

Demirkdy Mese ormanlari

Zonguldak Kdknar, karagam, kayin ve mese

Hemsin Orman ve fundalik, karagam

Kars Cayir ve mera; gam ve mese

Siirt Cali ve mese

Yigilca Gurgen, kayin, kestane ve mese

Ardahan Cam ormanlari

Agn Bozkir

9,6533 X 27,8903
41,0082 X 28,9784
40,1426 X 29,9793

39,7505 X 37,0150
39,6533 X 27,8903
41,7355 X 27,2245
41,4535 X 31,7894
41,0255 X 40,5175
40,6013 X 43,0975
37,9274 X 41,9420
40,8387 X 31,1626
41,1130 X 42,7023
39,7191 X 43,0506

Propolis Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Dondurulan ham propolis érneklerinden belirli bir
miktar tartildi, gugli bir 6guticlide 6gutuldi ve
ylzey alani artirildi. Ekstraksiyon islemi 1:10
oraninda propolis/¢oziicii oranina gore hazirlandi.
Yaklasik 3 g toz 6rnege %98'lik etil alkol ilave edildi
ve elde edilen karisim 24 saat boyunca sabit hiz ve
oda sicakhginda calkalayicida karistirildi. Bu sire
sonunda elde edilen karisim Wattman 1 sizgeg
kagidindan sizildl. Elde edilen g¢dzeltinin hacmi
mutlak etanol ile 30 mL’ye tamamlandi ve
buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Kuru Madde Miktari Tayini (%)

Kuru madde miktari (%) Wosky ve Salantino
(1997)'nun belirttigi metoda gore yapildi. Bu amagla
sabit tartima gelmis tartim kaplari ile 10 g ham
propolis 6rnegdi tartildi. 105°C’ de 5 saat boyunca
kurutuldu. 5 saatin sonunda numuneler desikatore
alindi ve sogumasinin ardindan tartildi. ilk tartim ve
son tartim arasindaki farktan yola ¢ikilarak % kuru
madde miktari hesaplandi.

Balsam Miktar1 Tayini (%)

Balsam miktari tayini etil alkol ekstraksiyon
yontemine gore yapildi (Popova ve ark., 2017). Bu
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amagla sabit tartima gelmis evaparatér balonu
tartilarak agirhgr tayin edildi (bos tartim). Daha
sonra balona 2 mL propolis ekstrakti ilave edildi ve
etil alkol evapore edildi. Evaporasyondan sonra
sabit tartima getirilen balonun agirhdr belirlendi
(dolu tartim). Dolu ve bos kaplarin tartimi
arasindaki fark Uzerinden % balsam degeri
hesaplandi.

Mum Degeri Tayini (%)

Ham propolisin vaks degeri Feas ve ark., (2014)'nin
belirttii metotta bazi degisiklikler yapilarak
belirlendi. Bu amagla derin dondurucuda bekletilen
ham propolis érnekleri havanda 6gutulerek yuizey
alanlari artinldi. Daha sonra her bir o6rnekten
ortalama 3 g ayri ayr tartildi ve Uzerlerine 15 mL
mutlak metanol ilave edildi. Elde edilen karisim
sabit hiz ve oda sicakhginda galkalayicida 2 saat
calkalandi. Daha sonra karisim derin dondurucuda
(-18°C) bir gece boyunca bekletildi. Elde edilen
¢cozelti sabit tartima getirilmis ve darasi alinmis
stizge¢ kagidi ile sizlldi. Suzgeg kagidinda kalan
mum miktari tartilarak belirlendi. Son tartim ile ilk
tartim arasindaki fark Gzerinden % vaks (mum)

degderi hesaplandi.



Toplam Fenolik Madde Miktari

Folin metodu kullanilarak propolis ekstraktlarinin
toplam polifenol miktari belirlendi (Singleton ve
Rossi, 1965; Singleton ve ark., 1999). Gallik asit
(GA) standardi kullanilarak kalibrasyon grafigi
hazirlandi ve sonuglar gallik asit esdegeri cinsinden
mg GAE/g propolis olarak ifade edildi.

Toplam Flavanoid Tayini

Toplam flavonoid madde miktari tayini Fukumoto ve
Mazza (2000)'ya goére yapildi. Standart olarak farkl
konsantrasyonlarda kuersetin (KE) standardi
kullanildi ve toplam flavanoid miktari kuersetin
esdegeri cinsinden mg KE/g propolis olarak ifade
edildi.

Kondanse Tanen Miktari Tayini

Kondanse tanen miktari tayini Julkunen-Tiitto
(1985)’nun belirttigi metoda gore yapildi. Orneklerin

kondanse tanen madde miktari katesin es degeri
cinsinden mg KatE/g propolis olarak ifade edildi.

HPLC-UV Analizi

Fenolik bilesen analizi 14 adet fenolik standart
kullanilarak HPLC-UYV ile analiz edildi. Kalibrasyonu
daha 6nce Cakir ve ark., (2018)’'nin valide edilen
metot referans alinarak yapildi.

Tablo 2. Propolis ekstraktlari fenolik bilesenleri
Table 2. Phenolic composition of propolis extracts

istatistiksel Hesaplamalar

Elde edilen deneysel verilerin istatiksel
hesaplamalari Microsoft excel programi kullanilarak
yapildi. Tablo 2'de standart sapma degerleri p<0.01
oldugu igin standart sapma degerleri veriimemistir.

BULGULAR
Kuru Madde Miktari Tayini

Kuru madde miktari nem miktari ile orantihdir.
Yapilan analiz ile birlikte Tarkiye propolislerinin nem
miktari belirlendi. Tirkiye propolislerinin % kuru
madde miktarinin %88,42 ile %98,86 araliginda
degistigi  belirlendi. Elde edilen verilere gore
Anadolu propolislerinin nem miktarinin %1,14 ile
%11,58 araliginda degistigi tespit edildi. Elde edilen
veriler Tablo 2’'de 6zetlendi.

Balsam Miktar Tayini

Etanolik ekstrakt icerisinde ¢6zinmis madde
miktari olarak ifade edilen balsam miktarinin
%71,10 ile %23,60 arasinda degistigi tespit edildi.
Elde edilen veriler Tablo 2'de 6zetlendi.

mg (fenolik bilesen)/ g numune
Ornek Gallik Protokatekuik | p-OH Katesin Vanilik Kafeik Siringik Epikatesin | p- Ferulik Rutin Daidzein t- Luteolin
Asit Asit Benzoik Asit Asit Asit Kumarik Asit sinnamik
Asit Asit Asit

Kayseri T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 1.75 T.E. T.E. 0.84 0.72 0.72 T.E. 1.41 11.20
Beykoz T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. 2.75 T.E. T.E. 0.71 0.83 0.83 T.E. T.E. 1.83
Bilecik T.E. T.E. T.E. T.E. 0.2 4.04 0.07 9.50 2.60 9.83 9.83 T.E. 0.26 9.06
Sivas T.E. T.E. T.E T.E. T.E. 7.33 0.20 T.E. 4.30 0.45 0.45 T.E. 0.36 32.28
Balikesir T.E. T.E. T.E T.E. 5.00 T.E. T.E. T.E. 1.30 0.83 0.83 T.E. 1.85 12.00
Demirkdy T.E. T.E. T.E T.E. 8.86 0.40 T.E. T.E. 1.08 1.31 1.31 T.E. 1.07 10.80
Zonguldak | T.E. T.E. T.E T.E. 3.01 T.E. T.E. 6.27 1.60 2.38 2.38 T.E. 0.28 3.53
Hemsin 0.24 0.05 T.E T.E. T.E. 0.61 T.E. T.E. 0.27 T.E. T.E. T.E. 0.01 1.03
Kars T.E. T.E. T.E T.E. T.E. 7.00 T.E. T.E 1.65 0.80 0.80 T.E. 0.2 4.20
Bittim T.E. T.E. T.E T.E. T.E. 0.61 T.E. T.E 0.89 0.52 0.52 T.E. 0.13 1.09
Yigilca T.E. T.E. T.E T.E. T.E. 6.43 T.E. T.E 2.78 6.67 6.67 T.E. 1.34 13.65
Ardahan T.E. T.E. T.E T.E. T.E. 3.12 0.16 T.E 1.16 1.96 1.96 T.E. 0.53 6.62
Agri T.E. T.E. T.E T.E. T.E. 2.94 0.27 T.E 1.03 1.13 1.13 T.E. 0.32 247

T.E. Tayin edilemedi, her bir il icin 6rnek sayisi 3’ tir (N=3).

*Analiz sonuglari Ug tekrarli olarak elde edilmis, standart sapma < 0,01 oldugu igin tablo degerlerine yansitilmamistir.
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Mum Degeri Tayini

Propolis  érneklerinin  toplam mum  miktarlar
degerleri Tablo 1’de 6zetlenmis olup, analiz sonucu
vaks degerlerinin %1,40 ile %9,80 arasinda degisim
gOsterdigi tespit edildi.

Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Etanolik ekstraklarin  toplam fenolik madde
miktarinin (TFM) 178,34 mg GAE/g ile 16,13 mg
GAE/g arasinda degistigi tespit edildi ve elde edilen
veriler Tablo 2'de 6zetlendi.

Toplam Flavanoid Tayini

Etanolik propolis ekstraklarinin toplam flavanoid
miktarinin (TFIM) 51,23 mg KE/g ile 1,24 mg KE/g
arasinda degistigi tespit edildi ve elde edilen veriler
Tablo 2’'de 6zetlendi.

Kondanse Tanen Miktan Tayini

Etanolik ekstraklarin kondanse tanen madde
miktarinin 8,47 mg KatE/g ile 2,53 mg KatE/g
arasinda degistigi belirlendi. Elde edilen veriler
Tablo 2’de verildi.

HPLC- UV Analizi

HPLC-UV analizleri (280 ve 315 nm) UV-Vis
dedektér donanimh Elite LaChrom Hitachi, Japan
HPLC ile 14 standart kullanilarak yapildi ve
orneklerde kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, t-
sinnamik asit ve luteolinin her numunede oldugu;
bu standartlar igerisinde luteolinin en yuksek
miktarda bulundugu tespit edildi. Elde edilen veriler
Tablo 3’te 6zetlendi.

Tablo 3. Veriler arasindaki korelasyon

Table 3. Correlation of data’s

Balsam TPM TFM
Balsam 1
TPM 0.797735 1
TFM 0.662649 0.759211 1

TARTISMA

Ham propolisin dogrudan kullanimi séz konusu
olmadidi icin, ekstraktlari halinde kullaniimaktadir.
Alkol ve su bazli degisik propolis ekstraktlar
halindeki ticari Grlnler tlketiciye ulagsmaktadir. Ham

106

propolisin bitki florasina gore degisen kimyasal
bilesimi ve biyolojik aktif 6zellikleri ekstraktlarinin da
kompozisyonunun degisimine neden olmaktadir.
Ekstraktlarin standardize edilerek tlketiciye arz
edilmesi, yani ayni Ozelliklere sahip propolislerin
ekstraktlarinin Uretilmesi de kolay degildir ancak bu
imkansiz da degildir.

Yapilan bu calisma ile Anadolu propolislerinin
etanolik ekstraktlarinin bilesimleri analiz edilerek,
standardize edilmeleri igin ortak o6zellikleri ortaya
¢ikarilmasi amaclandi. Bu amacla, calismamizda
once ham olarak elde edilen propolis érneklerinin %
kuru madde miktari, % balsam degerleri ve % vaks
degerleri ile birlikte etken madde miktarlari degisik
testler ile tayin edildi. Bunun icin, ham propolis
ornekleri toplam polifenol miktarlari, toplam
flavonoid madde miktarlari ve fenolik bilesen
icerikleri tespit edilerek standart olugturulmasi
amaclandi. Elde edilen veriler degerlendirilerek
korelasyonlar arastiriidi (Tablo 4).

Analizler ekstraktlar (zerinden yapiimis olup
sonuglar g propolis olarak ifade edilmistir. Boylece
ham propolislerin kaba standardizasyonu igin
ortalama kalite parametreleri de agiga ¢ikariimistir.
(Sekil 1). Ayrica bu bulgularin, toplam polifenol ve
flavonoid konsantrasyonu agisindan belirli
standartta propolis ekstraktlarinin hazirlanmasina
da katki saglayacagi sdylenebilir.

Tablo 4. Ham propolis ortalama kalite parametreleri
Table 4. Mean quality parameters of raw propolis

Kalite Parametresi Ortalama Ornek
Deger Cinsi
% Kuru madde miktari % 94 + 3.8 gfor;olis
% Nem Miktari % 6 +3.8 Efon;olis
% Balsam Miktari % 45 + 14.6 Efon;olis
% Mum Miktari %5+2.8 Efon;olis
Toplam Polifenol Miktar! %10+5.7 Efon;olis
Toplam Flavanoid Miktari %2+1.4 Efon;olis
Kondanse Tanen Miktari % 1+0.5 Efon;olis
Kool ] ) . o Ham
afeik Asit Fenil Ester Miktari % 1+0.5 Propolis
Kafeik asit, ferulik asit, luteolin, Ham
t-sinnamik asit, p-kumarik asit %2+1.0 Propolis

trevlerinden en az uglnd

* Tablodaki degerler analiz edilen érneklere ait verilerin ortalama
degerlerini ifade etmektedir.

*The values in the table represent the mean values of the data
from the analyzed samples.



Sekil 1. Ham propolis 6rneklerine ait elde edilen veriler

Figure 1. Obtained data for raw propolis samples

200
180 A
160 A

W % Kuru Madde Miktar

W % Nem Miltar

M % Balsam

W % Vaks

M Toplam Polifenol Miktar, mg GAE/g

Toplam Flavanoid Miktar, mg KE/g

Kondanse Tanen Miktar, mg KatE/g

*Her bir il igin ornek sayisi 3’ tur (N=3).

Ucucu maddelerden arindirilmis kuru kalinti olarak
da ifade edilen kuru madde miktari tayini ile birlikte
Anadolu'nun  degisik  bdlgelerinden  toplanan
propolis érneklerinin nem miktarlari ve kuru madde
miktarlari belirlendi. Ham propolis érneklerinin kuru
madde miktarinin %88,43 ile %98,86 arasinda
degistigi tespit edildi. Nem miktarlarinin ise %1,14
ile %11,57 arasinda degistigi belirlendi. Woisky ve
Salatino (1997) yaptiklari bir ¢alismada propolis
orneklerinin  kuru madde miktarinin %90,2-94,2
arasinda degistigini ve nem miktarinin %10'nun
Ustiinde olamayacagini vurgulamiglardir. Anadolu
propolislerinde ¢ok az 6rnekte nem miktari %10'un
Uzerinde bulunurken, buylk bir kisminda nem
miktari disik bulundu.

Anadolu'nun 13 farkli boélgesinden toplanan ham
propolis orneklerinin vaks miktarlarinin %1,4 ile
%9,8 arasinda degistigi tespit edildi. Propolis
kalitesi acisindan vaks miktarinin disik, balsam
miktarinin yiksek olmasi énemli bir kriterdir (Feas
ve ark., 2014; Popova ve ark., 2017). Brezilya, Cin
ve Uruguay’dan toplanan ham propolis érneklerinin
etanolik ekstraklari ile ilgili arastirmada Uruguay
propolis ekstraktinda vaks'a hi¢ rastlanmazken,
diger bolgeler icin %2,40 ile %30,60 arasinda vaks
miktarinin degistigi belirtiimistir (Bonvehi ve ark.,
1994). Anadolu propolislerinde tayin edilen balsam

miktarlarinin %23.60 ile %71,10 arasinda degisim
goOsterdigi  tespit edildi. Ylksek balsam miktar
yiksek fenolik bilesenleri ve disik vakslari ifade
ettigi  bildiriimektedir (Popova ve ark., 2017;
Bankova ve ark., 2000). Nitekim Bankova ve ark.,
(2017) tarafindan yapilan c¢alismada ham
propolis'in %40 ile %60 arasinda balsam igerdigi
ifade  edilmektedir.  Anadolu  propolislerinde
ortalama  degerin  oldukga ylUksek oldugu
gériilmektedir (Tablo 1). lispanyadan toplanan
propolis drneklerinin ham propolislerdeki balsam
miktarlarinin %52,5-76,2 arasinda degistigi ve vaks
degerinin ise %1,8 ile 27,7 arasinda oldugu
bildiriimektedir (Bonvehi ve Gutierrez, 2011). Farkli
Portekiz propolis drneklerinde yapilan calismada
ham propolislerdeki mum miktarini %4,8-%16,0
araliginda degistigi rapor edilmistir (Dias ve ark.,
2012).

Bitkisel 6zultlerin fenolik igeriklerini tam olarak
aydinlatmak mimkin olmadidi igin toplam fenolik
madde miktari cinsinden fenolik icerik ifade

edilmektedir. Folin-Ciocalteu reaktifi ile renkli
kompleks olusturmasi esasina dayanan
spektrofotometrik yéntemde total fenolik

komponentler olgullr. Yiksek fenolik igerik miktari
yuksek antioksidan aktiviteyi ifade ederken, ayni
zamanda da yuksek biyolojik aktivite anlamina
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gelmektedir. Anadolu  propolislerinin  etanolik
ekstraklarinin toplam polifenol miktarlarinin ham
propolis i¢in 16,13-178,34 mg/g arasinda yani %1,6
ile %17,80 arasinda degistigi gortlmektedir (Tablo
1). Benzer seklide toplam flavanoid madde
miktarlarinin 1,24 mg KE/g ile 51,23 mg KE/g
arasinda degistigi tespit edildi. Bu deger %0,12 ile
%5 arasinda ham propolislerin flavanoid igerdigini
ifade  etmektedir. Yapilan bir arastirmada
Brezilya’dan temin edilen ham propolis érneklerinin
toplam polifenol miktari %8,8 ile 13,7 arasinda
degistigi, flavonoid miktarinin ise minimum %0,35
maksimum %2,7 oldugu bildiriimektedir (Woisky ve
Salatino, 1997). Bulgaristan propolisinin kimyasal
bilesenlerini belirlemek ve basit bir standardizasyon
calismasi yapmak amaciyla Bulgaristan'in farkli
bdlgelerinden toplanan propolis érneklerinin toplam
polifenol ve flavonoid miktari belirlenmis ve toplam
polifenol miktarinin %11,2 ile %41,9 araliginda ve
toplam flavonoid miktarinin ise %2,9 ile %13,5
araliginda degistigi bildirilmistir (Bankova,1987).

Ham Anadolu propolislerindeki kondanse tanen
miktarlari en disuk 2,70 ile en yuksek 8,47 mg
KatE/g olarak tespit edilirken bu degerlerin %0,27
ile %0,85 arasinda oldugu gorilmektedir. Tanenler
polifenollerin  bir alt sinifini  olusturan fenolik
molekuller olup kendi aralarinda ellagitanenler,
gallotanenler, kompleks tanenler ve kondense
tanenler olmak lzere dort sinifa ayrilirlar (Mayworm
ve ark. 2014; Khanbabaee ve Ree, 2001).
Kondanse tanenler (proantosiyanidinler) bir grup
polihidroksi flavan-3-ol oligomeri veya polimerinin
flavanol gruplari ile C-C bagi yapmasi ile oluslar ve
fazla sayida tasidiklari -OH gruplariyla proteinlerle,
metal iyonlariyla ve polisakkarit gibi diger
makromalekiller ile bag yapma egilimindedirler
Schofield ve ark., 2001). Bu makromolekiiller ilag,
gida, mobilya ve tekstil sektdrinde 6nemli dlgide
kullanihrlar. Ham propolisteki tanen miktarlari ile
ilgili calismaya rastlanmadigi icin, bulgularimiz
literatur ile karsilastirlamadi. Bu nedenle ilk kez
ham propolisde kondanse tanen calismasi bu
calisma ile literature kazandiriimaktadir.

Ham propolis o6rneklerinin etanolik ekstraklarinin
fenolik kompozisyonlari 14 standarda Kkarsi
HPLCUV de analiz edildi. Bu degerlere gore
calisilan 13 adet Anadolu propolis érnegdinde kafeik
asit, ferulik asit, kumarik asit, t-sinnamik asit ve
luteolin ortak fenolik bilesen olarak tespit edildi.
Fenolik icerigi belirlenen numunelerin sadece bir
tanesinde gallik asit tayin edildigi belirtilirken vanilin,
ferulik asit, rutin ve kuersetine neredeyse tim
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numunelerde rastlaniimistir. Katesin ve daidzein hig
bir drnekte tespit edilmedi. Sinirl sayida fenolik
bilesen ile yapilan bu galismada, tespit edilen ortak
bilesenlerin literatir ile uyumlu oldugu
gorilmektedir (Gajger ve ark., 2017; Uzel ve ark.,
2005; Socha ve ark., 2015; Aliyazicioglu ve ark.,
2013).Tespit edilemeyen fenolik bilesenlerin blylk
Olcude bolgelerin floral farklihgindan kaynaklandigi,
ancak kullanilan analitik metodun tayin sinirlar
altinda kalabilecegi de distnilmektedir. Kaffeik asit
fenil ester (CAFE) bu c¢alismada arastiriimadi,
ancak CAPE'in propolis igin iyi bir marker oldugu
ifade edilmektedir (Bankova, 1987). Bu degerinde
tespit edilerek sonuclarin ona gére yorumlanmasi
daha faydali olacaktir. Devam eden calisma ile
CAPE ve diger bazi 6nemli flavanoidler de propolis
orneklerinde arastiriimaktadir.

Sonug olarak ham propolis bilesiminin  bitki
florasindan ¢ok etkilendigi ve cografik 6zelliklere
bagh  oldugu, ancak propolis  &zltlerinin
hazirlanmasi esnasinda toplam fenolik madde
miktarlar ve toplam flavanoid madde miktarlarinin
¢ozelti konsantrasyonu ile ayarlanabilecek birer
parametre olduklari tespit edildi. Buna gore kaliteli
propolis drneklerinin yiksek TFM ve TFIM miktarlari
ile ylksek balsam igerdigi sonucunu ¢ikarmak
mUamkundur.

Tesekkiir

Bu calisma Merve KESKIN' in doktora tezinden
tdretilmistir. Bu calismanin butgesi ve érneklerin bir
kismi 114Z370 numarali TUBITAK Projesinden
saglanmistir. Ayrica analizlerde katki saglayan Dr.
Zehra CAN'a, Esra BIRINCI ve Ceren BIRINCI'ye
tesekkiru borg biliriz.

KAYNAKLAR

Ahn, M. R., Kumazawa, S., Usui, Y., Nakamura, J.,
Matsuka, M., Zhu, F. ve Nakayama, T.
(2007). Antioxidant Activity and Constituents
of Propolis Collected in Various Areas of
China, Food Chemistry, 101,1383-1392.

Aliyazicioglu, R., Sahin, H., Erturk, O., Ulusoy, E.
ve Kolayli, S. (2013). Properties of phenolic
composition and biological activity of propolis
from Turkey, International Journal of Food
Properties, 16, 277-287.

Bonvehi, J.S., Coll, F.V. and Jorda, R.E. (1994).
The Composition Active Components and



Bacteriostatic Activity of Propolis in Dietetics,
JAOCS, 71, 5, 18-25.

Bonvehi, J. S. ve Gutierrez, A. L. (2011).
Antioxidant Activity and Total Phenolics of
Propolis from the Basque Country
(Northeastern Spain), Am. Oil Chem. Soc.,
88, 1387-1395.

Bankova, V., Dyulgerov, A., Popov, S. ve Marekov,
N., 1987. A GC/MS Study of the Propolis
Phenolic Constituents, Z. Naturforsch, 42,
147-151.

Bankova, V., De Castro, S. ve Marcucci, M. (2000).
Propolis: recent advances in chemistry and
plant origin, Apidologie, Springer Verlag, 31
(1), pp.3-15.

Cakir, E.H. Sirin.Y. Kolayli, S. Can, Z. (2018).
Validation Methods for Phenolic Components
with RP-HPLC-UV in Various Bee Products.
Journal of Apitherapy and Nature/Apiterapi, 1
(1), 13-19.

Dias, L.G., Pereira, A.P. ve Estevinho, L. M. (2012).
Comparative Study of Different Portuguese
Samples of Propolis: Pollinic, Sensorial,
Physicochemical, Microbiological
Characterization and Antibacterial Activity,
Food and Chemical Toxicology, 50, 4246—
4253.

Feas, X., Pacheco, L., Iglesias, A. and Estevinho,
L.M. (2014). Use of Propolis in the
Sanitization of Lettuce,, Int. J. Mol. Sci.,15,
12243-12257.

Fukumoto L. R. and Mazza, G. (2000). Assessing
antioxidant and prooxidant activities of
phenolic compounds, Journal Agriculture
Food Chemistry, 48, 3597-3604.

Gajger, I.T., Pavlovi¢, 1., Boji¢, M., Kosalec, I.,
SreCec S., Vlai ni¢, T. veVlai ni¢, J., (2017).
The Components Responsible for the
AntimicrobialActivity = of  Propolis  from
Continentaland Mediterranean Regions in
Croatia, Czech J. Food Sci., 35, (5): 376—
385.

Julkunen-Titto R., (1985). Phenolic Constituents in
the Leaves of Northern Willows: Methods for
the Analysis of Certain Phenolics, J. Agric.
Food Chem.,33, 213-217.

Khanbabaee, K. and Ree, T., (2001). Tannins:
Classification and Definition, Nat. Prod. Rep.,
18, 641-649.

Li, F., Awale, S., Tezuka, Y. ve Kadota, S., (2008).
Cytotoxic Constituents From Brazilian Red
Propolis and Their  Structure—Activity
Relationship, Bioorg., Med., Chem., 16,
5434-5440.

Mayworm, M. A. S., Lima, C. A.,Tomba, A. C. B,
Fernandes-Silva, C. C.,Salatino, M. L. F. ve
Salatino, A., (2014). Does Propolis Contain
Tannins?, Complementary and Alternative
Medicine, 4.

Neto, M.S. R., Tintino, S.R., da Silva, A.R.P,,
Costa, M.S., Boligon, A.A., Matias, E.F.F.,
Balbino, V.Q., Irwin R.A. Menezes, Coutinho,
H.D.M. (2017). Seasonal variation of
Brazilian red propolis: Antibacterial activity,
synergistic  effect and  phytochemical
screening. Food and Chemical Toxicology,
107, 572-580.

Usman, Z. U., Bakar, A. B. A. and Mohamed, M.,
(2016).  Phytochemical Screening and
Comparison of Antioxidant Activity of Water
and Ethanol Extract Propolis From Malaysia,
International Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, 8(5), 413-415.

Popova, M., Giannopoulou, E., Skalicka-Wo zniak,
K., Graikou, K., Widelski, J., Bankova, V.,
Kalofonos, H., Sivolapenko, G., Gawel-
B.eben,K., Antosiewicz, B. ve Chinou, I,
(2017). Characterization and Biological
Evaluation of Propolis from Poland,
Molecules, 22, 1159.

Saral, O. (2018). Determination of Antioxidant
Activities of the Chestnut and Flower Honeys
Collected from Eastern Black Sea Region in
Turkey. Journal of Apitherapy and Nature,
1,1 28-32.

Sarikaya A. O. Ulusoy E, Oztirk N, Tungel M,
Kolayli S. (2009). Antioxidant activity and
phenolic acid constituents of chestnut
(Castania sativa mill.) honey and propolis.
Journal of Food Biochemistry. 33, 470-481.

Schofield, P., Mbugua, D. M. and Pell, A. N.,
(2001). Analysis of Condansed Tannins: a
Review, Animal Feed Science and
Technology, 91, 21-40.

Silva, R.O., Andrade, V.M., Bulle Rego, E.S.,
Azevedo Doria, G.A., Santos Lima, B.,Silva,
F.A., Aradjo, A.A.S., et al. (2015). Acute and
sub-acute oral toxicity of Brazilian red
propolis in rats. Journal of
Ethnopharmacolgy, 170, 66-71.

109



Singleton V. L. and Rossi J. A., (1965). Colorimetry
of Total Phenolics with Phosphomolybdic—
Phosphotungstic Acid Reagents, American
Journal of Enology and Viticulture, 16, 144-
158.

Singleton, V. L., Orthofer R. and Lamuela-Raventos
R. M., (1999). Analysis of Total Phenols and
Other Oxidation Substrates and Antioxidants
by Means of Folin-Ciocalteu Reagent,
Methods in Enzymology, 299, 152-178.

Socha, R., Galkowska, D., Bugaj, M. and Juszczak,
L., (2015). Phenolic Composition and
Antioxidant Activity of Propolis from Various
Regions of Poland, Natural Product
Research, 29 (5), 416-422.

Talla, E., Tamfu, A., Biyanzi, P., Sakava, P., Asobo,
F., Mbafor, J., Tchuenguem, N. F. ve

110

Ndjouenkeu, R., (2014). Phytochemical
Screening, Antioxidant  Activity, Total
Polyphenols and Flavonoids Content of
Different Extracts of Propolis From Tekel
(Ngaoundal, Adamawa Region, Cameroon),
The Journal of Phytopharmacology, 3, 5,

321-329.
Uzel, A., Sorkun, K., Oc¢ag, O., Cogulu, D.,Gencay,
O. ve Salih, B., (2005). Chemical

Compositions and Antimicrobial Activities of
Four Different Anatolian Propolis Samples,
Microbiological Research, 160, 189-195.
Woisky, R. G. and Salatino, A., (1998). Analysis of
propolis: some parameters and procedures
for chemical quality control, Journal of
Apicultural Research, 37(2): 99-105.



