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OZET

PROPOLISTEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN iLAC KORUYUCU
MADDE OLARAK KULLANILMASI VE FORMULASYONU

Dicle KURT
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Halil Ibrahim UGRAS
Agustos 2020, 64 sayfa

Bu ¢alismada Diizce proplisinin etanolik ve sulu ekstraktlari hazirlanmis, bu ekstrelerin
fenolik ve flavanoid madde miktarlart belirlendikten sonra farmasotik bir oral
stispansiyon formiilasyonunda paraben bazli yapay koruyucu yerine antimikrobiyal
koruyucu olarak kullanilmiglardir. Ekstraktlarin flavanoid ve fenolik madde tayinleri UV
Spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Etanolik ekstraktlarin fenolik madde ve
flavanoid igerigi sulu ekstraktlardan yiiksek bulunmustur. Formiilasyonlarda piyasada
yapay koruyucu olarak paraben kullanilan iiriinlerin yapay koruyucu miktarlarnin 0.5, 1,
2 ve 4 Kkat1 kullanilarak test trtinler iretilmistir. Gelistirilen formiilasyonlar C derece
farmasotik tiretim sartlarinda gergeklestirilmistir. Kontrol grubu olarak farmasétik oral
bir siispansiyon referans bir iriin se¢ilmis ve ayrica koruyucusuz formiilasyon da
gelistirilerek takip edilmistir. Uriinler 40 °C’de %75 bagil nem igeren etiivlerde 1 hafta,
2 hafta, 1 ay ve 2 ay olmak {izere stres kosullarinda bekletilerek belirtilen periyotlarda
mikrobiyolojik analizlere alinmiglardir. Mikrobiyolojik analizlerde Avrupa Farmakopesi
(EP) baz alinarak ekim ortamlar1 belirlenmis ve hazirlanmigtir. Mikrobiyolojik ekim
sonuglarina gore, son periyot olan 2. ayin sonuna kadar referans tirlinle ayni etkiyi
etanolik ekstrakt gostermistir. Bu ekstraktin 2 ve 4 katt kullanimlarinin oldugu
formiilasyonlarda 2 ay sonunda iireme gozlemlenmemistir. Sulu ekstraktlarda ise tlim
konsantrasyonlarda iireme gozlemlenmistir. Bu ¢aligmaya gore etanolik propolis ekstresi,
oral siispansiyonlarda antimikrobiyal koruyucu eksispiyan olarak degerlendirilebilir.

Anahtar sozciikler: Propolis, Antimikrobiyal, Oral siispansiyon, Koruyucu madde,
Ekstraksiyon.
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ABSTRACT

FORMULATIONS AND USING AS MEDICINAL PRESERVATIVES OF THE
PRODUCTS WHICH EXTRACTED FROM PROPOLIS

Student Dicle KURT
Diuizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
August 2020, 64 pages

In the study, ethanolic and aqueous propolis extracts was prepared which xere collected
from Duzce. After the extracts’ phenolic and flavonoid matters were determined, they
were used as preservative instead of artifical paraben base preservatises as an
antimicrobial preservative in pharmaceutic oral suspension. Phenolic and flavonoids
concentrations were determined with UV spectrophotometer. Phenolic and flavonoids
content of the ethanolic extract were grater than the aqueous extract. The extracts were
used as 0.5, 1, 2 and 4 times grater than artifical preservative content of the markets
products which have artifical preservatives as parabens. Approved formulations were
produced in C grade production area. A pharmaceutic oral suspension was choosen as
control group. Additionally, an artifical preservatives free suspension was formulated and
produced. The products were kept under stress conditions where have 40 °C temperature
and 75% relative humidity in incubator and analysed as microbiologically with 1 week,
2 week, 1 month and 2 months periods. The microbiolagical analyses were determined
according to European Pharmacopeia (EP). According to microbiolagical analyses,
ethanolic extract had same effect wtih referance product until the second month whic
were the last period of the microbiological analysis. The products which had propolis 2
and 4 times greater than artificial preservatives had no microbiological growth at the end
of the 2 months preiod. The aqueous extract had microbiological growth in all of the
periods. According to the study, ethanolic propolis extract can be evaluated as a
preservative in oral suspensions.

Keywords: Propolis, Antimicrobial, Oral suspension, Preservative, Extraction.
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1. GIRIS

Ilag sanayiinde kullanilan etken ve yardimci maddelerin biiyiik cogunlugunu sentetik
maddeler olusturmaktadir. Sentetik veya yar1 sentetik maddelerin advers etkilerinin fazla
olmasi, bu maddelerin yerine kullanilabilecek olan dogal ve yan etkisiz veya yan etkisi

en az olacak maddelerin kullanimini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Gilintimiizde kullanim siklig1 en yiiksek olan alternatifler tibbi bitkiler ve ar1 iirtinleridir.
Son yillarda bu iki ana baghigin popiilaritesinin artmasiyla birlikte kullanim ve tercih
edilme sikliklarinda da belirgin bir artis yasanmistir. Aslinda kullanimlar1 milattan
oncesine dayanan bu dogal farmasoétiklerin yeniden giindeme gelmesi 6zellikle dogala

doniis akimiyla birlikte ivmelenmistir.

Yanhis ila¢ kullanimlarinin  artmast bazi molekiillere dayanikli hale gelen
mikroorganizmalarin olusmasina yol agmistir ve bu durum yeni antimokrobiyal ajanlarin
kullanilmaya baslanmasi i¢in 6n ayak olmustur. Ozellikle antibiyotik kullanimimin
insanlar, kiimes ve besi hayvanlarinda artmasiyla ve bilingsiz kullanimiyla bu durum hiz

kazanmustir.

Aricilik ve tibbi bitkilerin Tiirkiye’de yaygin olmasi iilkemizi bu noktada one
cikarmaktadir. Tibbi bitkilerin gerek endemik gerekse 1slahli yetistirme ¢aligsmalari, bu
bitkilere ulasim kolayligini arttirmaktadir. Yaklasik 3800 tanesi endemik olmak iizere
12000 civarinda bitki taksonu tilkemizde bulunmaktadir (Constantinides vd., 2004).

Propolis arilarin bitkinin gesitli kisimlarindan topladig: regine, bitki 6zii ve farkli 6zler
iceren bir karisimdir, ayrica arilar da ¢esitli enzim ve salgilarin1 kullanarak bu karisima
katkida bulunurlar (Castaldo & Capasso, 2002). Propolisin iyilestirici ve antimikrobiyal

0zelligi de bu noktada olusmaktadir.

Bal arilar1 bu maddeyi petek yapisinda, kovanin ¢esitli bolgelerinin onarilmasinda ve
giiclendirilmesinde, kovanin giris ¢ikislarimin  kapatilmas1 veya kiigiiltiilmesinde
kullanirken bir yandan da propolis onlar1 mikrobiyolojik etmenlerden korumaktadir

(Castaldo & Capasso, 2002).

Arn iriinleri kullanilarak yapilan tedavinin Apiterapi olarak adlandirilmaktadir ve ari



yetistiriciligiyle aymi yastadir (Hamdy vd., 1989). Cinli kaynaklara gore 2000 yil
oncesinden beri bu tedavi sekli kullanilmaktadir (Bayrak, 2005). Ar siitii, bal, polen ve

propolis ¢esitli oranlarda kullanilarak Apiterapi yoluyla fayda saglamaya devam

etmektedir (Yiicel, 2004).

Propolisin icerigi hasat zaman1 ve metoduna gore farklilik gostermektedir. Olabildigince
saf propolis elde edebilmek i¢in zaman igerisinde ¢esitli yontemler gelistirilmistir ve
bunlardan en yaygin olani ahsap tuzakli metottur (Mani vd., 2006). Ancak propolisin
riskli yonlerinden biri, arilarin propolis iiretmek i¢in uygun hammadde bulamadiklarinda
reginemsi yapiy1 saglayabilmek adina petrol tiirevi olan zift ve asfalt gibi maddelere
yonelmeleridir (Bankova vd., 2000). Bu durumda tibbi olarak kullanilmalar1 sakincalidir

ve kullanilmadan 6nce analiz edilmesi, standardizasyonu saglamak adina ¢ok 6énemlidir.

Ulkemizde endemik bitki niifusunun yogun olmasi, propolisin kimyasal bilesiminin de
bolgesel farkliliklara sahip olasina yol agmaktadir. Bu ¢alismada, Karadeniz Bolgesi,
Diizce Yoresi'nin farkli bolgelerine ait propolis kaynaklar1 bir araya getirilerek
kullanilmistir. Kimyasal analizlerin ardindan, farmasétik iiriin igerisinde antimikrobiyal
ozelliginden faydalanilarak ila¢ koruyucu madde olarak ¢esitli oranlarda kullanilmis ve
ardindan mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Sonuglar, propolisin ila¢ koruyucu madde
olarak alternatif bir {iriin seklinde kullanilip kullanilamayacagini kanitlamak amaciyla

tartisilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TIBBI BiTKILER

2.1.1. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Tarihgesi ve Tamimlari

Bu iki terim bir arada kullanilsa da anlamca farkliliklara sahiptir; tibbi bitkiler tipki ilaglar
gibi teshis, tedavi veya Onleyici amaglarla kullanilirken, aromatik bitkilerse sahip
olduklar1 aroma sebebiyle hos koku saglama ve dolayisiyla kozmetik alanda kullanim, tat
verme gibi Ozellikleriyle 6n plana ¢ikar (Baser, 1998). Tibbi ve aromatik bitkilerin
kullanimi ve yetistiriciligi, iilkemizde ve diinyada yaygindir. Hatta bu bitkilerin Paleolitik
caglardan beri canlilar tarafindan kullamldig1 belirlenmistir (Lewin, 2000). Ulkemize
oldukga yakin bir mesafede bulunan Irak’in kuzey bolgesindeki bir magarada, 1960’11
yillarin basinda yapilan bir kazida, Neandertal mezarlarina ait kalintilarda, mor stimbiil,
kanarya otu, peygamber ¢igegi, giil, hatmi, efedra ve civanpercemi gibi bitkilere ait tiirler,
naasla birlikte bulunmustur (Lewin, 2000). Bu tiirlerin zamanimizda dahi tedavi amaciyla
kullanilmast ve o donemdeki toplumlarda 6liimden sonra yasama tekrar donildigi
diisiincesinin yaygin inan¢ oldugu birlestiginde, bitkilerin bir ¢esit siniflandirmaya tabi
tutularak siniflandirildigi ve kullanildigr diistiniilmektedir (Faydaoglu & Siiriictioglu,

2011).

Bitkilerler tedavi anlamina gelen Fitoterapi (phytos=Dbitki, therapy=tedavi) kelimesinin
ilk kez La Presce Medical adli dergide Fransiz hekim Henri Lenclerc (1870-1953)
tarafindan kullanildig1 diisiiniilmektedir (Sarisen & Caliskan, 2005). Fitoterapiye artan
ilgiyle beraber tedavi sekli giinlimiizde yeniden popiilerlesmis ve Almanya’da %52,
Amerika’da %86 kullanilma sikligiyla dermatoloji kliniklerinde yerini almistir (Ernst,
2000). Ulkemizdeyse giincel say1 bilinmemekle birlikte artiglar gdzlemlenmektedir (Kurt
vd., 2004).

Aromaterapi, fitoterapinin bir bransidir, ancak bu tedavi seklinde kullanilan materyaller
esansiyel yaglardir (Price, 2011). Herhangi bir bolgeye ait olmamakla birlikte, her yorede
kendine 6zgii tedavi sekilleriyle yer bulmustur; ugucu yaglarin koklatilmasi, masaj,

kompres, banyo gibi yollarla tedaviler saglanmistir (Buckle, 2003).
Sanayi Devrimi’nin olmasi ve hizla sanayilesmenin kimya alanindaki gelismeyi de

3



hizlandirmasiyla, 1900’lerin baslarinda ilag sanayisinde kullanim orani %40’a yaklasan
bitkisel kaynaklarin kullanimini azalmaya baslamistir. 1970’in ortasina gelindigindeyse
bu oran1 %5’lere kadar geriletmistir (Craker & Gardner, 2003). Bu diisiiste sentetik etken
madde lretiminin gelisen teknolojiyle birlikte hizlanmasi1 ve sentetik maddelerin elde

ediminin daha hizli olmasi en biiyiik etkenler olarak rol oynamistir.

Yakin zamanda bu bitki tiirlerinin 20000 civarin1 buldugu Diinya Saglik Orgiitii (WHO)

tarafindan bildirilmistir. Diinya piyasasindaki yeriyse yaklagik 60 milyar dolardir
(Kumar, 2009).

2.1.2. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Yerel ve Uluslararas: Uretimi ve Ticareti

Birgok tibbi ve aromatik bitki gida, kozmetik, ilag ve boya gibi ¢esitli kimya alanlarinda,
farkli 6zellikleri sebebiyle kullanilmaktadirlar. Dolayisiyla bu tiikketimin getirdigi bir
talep olugsmakta ve arz gergeklestirebilmek i¢in liretim konusunun belirli bir standarda
sahip olmasi1 gerekmektedir. Diinyada yaklasik olarak bilinen bitki sayisi 420 bin
civarindadir, bunlardan 20000 kadar1 tibbi, 30000 kadariysa aromatiktir. Ulkemizde tibbi
ve aromatik bitki sayis1 500 iken, diinyada bu sayilar Vietnam 1800, Amerika 2500 ve
Cin’de 4900 ile en yiiksek sayiya sahiptir (Schippmann vd., 2002). Diinyada en ¢ok
ihracati yapilan tibbi ve aromatik bitkiler 2009°da yilinda yayinlanan bir Birlesmis Mille
verisine gore su sekildedir salep, kahve ve ilca olarak kullanilan bitkilerdir (Schippmann
vd., 2002).

Ulkemizde ithalat ve ihracati yapilan bitkilerin toplam sayist 347°dir, bunun %30’u
ihracatta pay sahibidir (Ozhatay & Koyuncu, 1998). Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2009
yilindaki verilerine gére, en ¢ok tarimi yapilan tibbi bitkiler ise anason, kimyon, kekik,
¢emen, nane, dereotu ve serbet¢iotudur. En ¢ok ihracati yapilan tibbi bitkiler ise kekik,
defne, adacayi, anason, kimyon, kisnis, rezene, kapari, thlamur, biberiye, zerdecal, nane,

keg¢iboynuzu meyan kokiidiir.

Bunlarin disinda 6zellikle tat ve aroma i¢in parfiim, temizlik, gida ve ilag sektoriinde
siklikla kullanilan ugucu yaglarin da pazarda kendilerine ait 6zel bir pay1 bulunmaktadir.
Uretimlerinin yaris1 gelismekte olan iilkeler, 1/4°ii Balkan iilkeleri ve kalaniysa gelismis
tilkelerde yapilmaktadir (Bayram vd., 2010). En biiyiik ithalat¢ilarsa iiretimle ters orantili
olarak gelismis iilkelerdir; ABD, Japonya; Isvicre ve cesitli Avrupa iilkeleri asagidaki
tirtinlerin ithalatinda ilk siralarda yer almaktadir. Sirasiyla en ¢ok ihracati ve ithalati

yapilan {irlinler ihracatta bergamut yagi, portakal yagi, limon yagi, misket limonu yagi



(lime), diger turunggil yaglari, geranium yagi, yasemin yagi, lavanta yagi, ac1 nane yag,
giive otu (vetiver) yagi, turunggil meyveleri, disindaki diger yaglar, rezinoitler, konkret
ve absoluleri iceren terpensiz ugucu yaglardir. Ithalatta ise bergamut yagi, portakal yagi,
limon yagi, misket limonu yagi (lime), diger turunggil yaglari, geranium yagi, yasemin
yagi, lavanta yagi, ac1 nane yag1 (mentha piperita), diger nane yaglari, giive otu (vetiver)
yag1, turunggil meyveleri, disindaki diger yaglar, rezinoitler, konkret ve absoluleri igeren

terpensiz ugucu yaglar.

Ithalat ve ihracat1 bu denli yaygin olan tibbi ve aromatik bitkilerin birden fazla da iiretim
metodu bulunmaktadir. Bunlardan ilki lilkemizde de yaygin olarak kullanilan dogadan
toplama yoOntemidir, bu yontem Avrupa’da da halen yaygin olmasinin sebeplerinin
basinda ekonomik olarak diisiik maliyetli olmasidir (Bayram vd., 2010). Ancak bu durum
bilingsiz toplayicilik yiizinden, endemik tiirlerin yok olmasina, dogal floranin
bozulmasina ve erozyon gibi dnemli gevre zararlarina sebep olmaktadir (Ozhatay & Atay,

1997).

Bir diger yontem ise organik iiretimdir. Organik tarimin diger isimleriyse, ekolojik ve
biyolojik tarimdir (Regulation, 1991). FDA (Amerikan Gida ve ila¢ Bakanligi)’da
organik gida tanimina baktigimiz USDA (Amerika Birlesik Devletleri Tarim Dairesi)’y1
refere etmektedir. Buradaki tanima goreyse organik tarim “Topragi islerken sentetik veya
sentetik icerikli giibre, biiylime diizenleyiciler, tarim ilaglar1 ve hayvan yemleri kullanimi1
tamamen kaldirilmali veya kisitlanmalidir ve bunlarin yerine hayvan veya bitki giibreleri,
organik atiklar kullanilmali ve biyolojik olarak zararlilarla miicadele edilmelidir.”
Seklinde aciklanmistir. Nacak yasal mevzuatlarin fazla olmasi bu {iretim bi¢iminin

iilkemizde heniiz yayginlasmasina neden olmustur ve halen kisitli bir alandir.

Yukaridaki sebeplere ek olarak belirli bir miktarda ve kalitede iiriin elde edebilmek igin
dogadan toplama yontemi yetersiz kalmaktadir. Bu noktada devreye kiiltiir yoluyla tiretim
girmektedir. Boylelikle hem bitkilerin genleri koruma altina alinmis olup hem de iilke
acisindan ekonomik fayda saglayacak sinirli dogal iiretim alanlar1 olan potansiyeli ytliksek
{iriinlerin {iretilmesi saglanmaktadir. Ulkemizde genellikle baharat kategorisine giren
kimyon, rezene, hardal, nane gibi bitkilerin kiiltiirleri yapilirken, dogal florasinda
bulunmasina ragmen yagi veya bitkisi ithal edilen nane yagi, melissa, kafein gibi

maddeler de bulunmaktadir (Ozhatay & Atay, 1997).

Cok farkli sanayi alanlarinda kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerin arasina kesin sinirlar



koyarak siiflandirmak ¢ok miimkiin goriinmemektedir. Bu sebeple bunlar1 siniflandiran
bir sistem heniiz olusmamistir. Hatta ihracatta kullanilan her iiriine 6zel basliklar tibbi ve
aromatik bitkilerde bulunmadiginda ¢ogu zaman “diger” koduyla ithalat ve ihracatlari
gerceklesmektedir (Baser, 1998). Bu durumun en biiyiik sebebi tip alaninda ve aromatik
yag ¢ikarma amach kullanilan bitki sayisinin yiiksek olmasi ve dolayisiyla onlardan elde
edilen kimyasallarin ¢ok fazla ¢esitlilige sahip olmasidir. Yine de bu konuda bir bilgi
bankasi UN Comtrade (Cenevre Uluslararas1i Ticaret Merkezi)’de bulunan

dokimanlardan elde edilebilmektedir.

Tibbi amaglarla kullanilan bu bitkilerin bitkisel drog olarak en ¢ok ticaretinin yapildig:
iilkeler Cin, Almanya, ABD, Fransa, italya, Japonya, Ispanya, Ingiltere ve Hong
Kong’dur (Faydaoglu & Siriiciioglu, 2011).

2.1.3. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Kullanim Alanlar:
Tibbi ve aromatik bilgiler gida, kozmetik, ila¢ sanayi ve tip alaninda kullanilmaktadirlar.

Gida alaninda en yaygin kullanim baharat olarak tiiketilmeleridir. Ulkemizin gegmiste de
baharat yolu iizerinde olmasi, kullanim alanin1 yayginlasmistir. Baharatlarin bir diger
ozelligiyse koruyucu, tatlandirici ve renklendirici madde olarak kullanilmasidir;
geleneksel iiriinlerimizden sucuk ve pastirmada da bu 6zelliklerden faydalanilmaktadir.
Bunlarin disinda, Tiirk Gida Kodeksi Takviye Edici Gidalar Tebligi’ndeki (Teblig
No:2013/49) tanima gore, beslenmeye ek olarak kullanilan tiim besin maddelerinin veya
organizmada fizyolojik etkilere sahip olabilecek biyoaktif, hayvansal veya bitkisel
maddelerini 6ziitlerinin tek bagina veya kompleks bigimce ¢esitli formlarda sivi veya toz
olarak alinan tirlinlerdir. Tibbi ve aromatik iirtinlerin gida takviyesi olarak da kullanildig1

goriilmektedir.

Kozmetik sektoriinde parfiim, cilt bakim firtinleri, kisisel temizlik malzemeleri vb
tirtinlerde hem giizel koku hem de cilde faydali 6zellikleri sebebiyle kullanilmaktadirlar.
Son yillardaysa bu kullanim artan bir egilim gostermektedir. Nemlendirici, yatistirici,
onaric1 ve yenileyici olarak iilkemizde yaygin olarak kullanilanlar; Aynisefa (Calendula
officinalis), Karakafesotu (Symphytum officinale), Kusotu (Stellaria media), Papatya
(Matricaria recutita- Anthemis nobilis), Bozot (Marrubium vulgare), Miirver (Sambucus
nigra), Hayit (Vitex agnus-castus); yaslandirma karsiti olarak Deniz igdesi- Yalanci igde
(Hippophae rhamnoides), Olmez cicek (Helichrysum sp.), Ezan ¢icegi (Oenothera

biennis) ve sa¢ bakiminda kullanilanlarsa Hus agaci1 (Betula pendula) ve Yara otudur



(Prunella vulgaris) (Tanrikulu, 2014).

En o6nemli kullanim alanlarindan biriyse tibbi alanda tedavi amagli kullanimidir.
Bunlardan bazilar1 ¢ay seklinde, demleme, kaynatma veya oda isisinda hazirlama,
hazirlanarak tiiketilir. Bir diger hazirlama yontemiyse ilag seklindedir; bitki sular1, ekstrei

lapa, merhem, tibbi yag ve tentiir ana hazirlama sekilleridir (Goktas & Gidik 2019).

Son yillarda kullanim alani olarak kendine yer bulan biyoyakit kullanimi ise dogal
irlinlere yonelimle kendine yer edinmeye baslamistir. Fosil kaynakli yakitlarin bilingsiz
tikketimi sonucu olusan kirlilik ve dogal hayatin bozulmasi gibi faktorler de bu tiriinlerin
kullanim alanlarinin artmasinin Oniinii agmustir. Alternatif enerji kaynagi olarak
kullanilmaya baglanan bu bitkilerden bir kism1 aygicegi, kolza, keten, jojoba gibi yagi
cikarildiktan sonra posasi kalan bitkilerdir ve iilkemizde ve diinyada giinliik hayatta
kullanimlarinin artmasi i¢in bilimsel ¢alismalar devam etmektedir (Aytag & Yigen 2016,

Goktas & Gidik 2019).

2.2. PROPOLIS

2.2.1. Propolisin Tarihgesi ve Tanim

Porpolis kelimesinin kdkeni Antik Yunan’a dayanmaktadir; “pro” giris, oniinde anlamina
gelirken, “polis” kelimesi ise sehir anlamina gelip, kelime anlami olarak sehri koruyan
anlamina gelmektedir (Castaldo & Capasso 2002, Bogdanov & Bankova 2012). Apis
mellifera L. olarak bilinen bal arilari tarafindan iretilirler ve hammadde kaynagi olarak
cesitli agaclarin yaprak, kok, govde, tomurcuklarindan topladiklar1 ¢esitli yaglar,
recineler ve bitki 6zlerini kendi 6z salgilartyla birlestirerek, kuvvetli bir antifungal,
antiviral ve antimikrobiyal 6zellige sahip bir karigima donistiirtirler (Ghisalberti, 1979).

Kovani koruma ve onarma amagli olarak bu re¢inemsi karisimi kullanirlar.

Sekil 2.1. Cesitli propolis resimleri.



Sekil 2.2. Cesitli propolis resimleri.

Propolis tarih olarak ¢ok eskilere dayanmaktadir ve neredeyse her kiiltiirde kendine ilag
olarak kullanim alan1 bulmustur. Bunun disinda M.O. 300 yillarima dayanan tarihiyle
giiniimiize kadar geleneksel ve bireysel kullanimlarda halen kendine yer bulmaktadir
(Ghisalberti, 1979). insanlar disinda hayvan saglig1 iizerinde de kullanimlari vardir. Antik
Misir’da mumyalama islemlerinde ¢iiriime 6nleyici olarak kullanilmistir (Crane, 1979).
Antik Yunan’da kesfi Aristo’nun ar1 kovani incelerken mumsu maddeyi kesfetmesiyle
baslamistir. Yine Antik Yunan’da bazi aromatik bitkilerle karistirilarak parfiim olarak
kullanilmasinin yani sira, donemin hekimleri tarafindan, Aristo, Hipokrat, Dioscorides
(modern farmakopenin atasi), medikal preparat ve uygulamalarda kullanilmigtir
(Bogdanov & Bankova 2012, Kuropatnicki vd. 2013). Ayrica savas yaralart igin
askerlerin yanlarinda tasidigi ve egzema ve romatizmal hastaliklar i¢in kullanildigi

bilinmektedir (Castaldo & Capasso 2002, Kuropatnicki vd. 2013, Salatino vd. 2005).

Antik diinyada hasat metodlar1 bilinmemekle birlikte, baz1 kaynaklarda s6giit, karaagac,
kavak gibi bazi agaglarin tomurcuklarindan elde edildigi anilmaktadir (Bogdanov &
Bankova 2012, Crane 1979). Giiniimiizde oldugu gibi o donemde de maddi degerinin bala
gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Crane 1979, Kuropatnicki vd. 2013).

Glinlimiize yaklagtikca modern standardizasyonu saglanmaya baslanmistir. Bir
farmakopede yaymlanmasi 17. yiizyila dayanmaktadir, Londra farmakopesinde iltihap ve
yaralarin tedavisinde kara kavak agaci kaynakli propolisi yaymlamistir ve ardindan
Avrupa’da kullanimi ve antimikrobiyal 6zelliklerinden faydalanimi artmistir (Castaldo &
Capasso 2002, Bogdanov & Bankova 2012). Sonrasinda ilk patent 20. yiizyilin heniiz
basinda ilk patentin alinmasiyla baslamis ve 1908 yilindaysa bilimsel literatiire girmesiyle
hiz kazanmis ve ¢alismalar giiniimiizde yeni branslar1 da kapsayip biiyliyerek devam

etmektedir (Pereira vd. 2002, Toreti vd. 2013).



2.2.2. Propolisin Bilesimi ve Kaynaklari

Propolis bal arilarinin mese, ¢am, koknar, kestane, karaagacg, sogiit gibi gibi agaclarin
govde yaprak, siirgiin ve tomurcuklarindan topladiklar regine ve ¢esitli maddeleri kendi
salgilartyla karistirmalart sonucu meydana gelir ve kovanin c¢esitli bolgelerinde
biriktirmeleri veya kullanmalartyla depolanir (Ghisalberti 1979, Burdock 1998, Marcucci
1995).

Propolisin renk skalas1 sar1-yesil-kahverengi arasinda degisir. Ayrica regine oranina bagl
olarak kivami yogun olabilir veya daha tozumsu bir yapiya sahip olabilir (Salatino vd.,
2005). Ham propolisin kimyasal igerigi asagidaki gibidir (Bogdanov & Bankova 2012;
Marcucci 1995, Bankova vd., 2000, Farré vd. 2004, Negri vd. 1998);

Cizelge 2.1. Ham propolisin kimyasal bilesimi.

Bilesim Maddeler

Balsam (Etanolde ¢oziinebilen)

Regine (%40-60) Ketonlar, fenolik asitler, alifatik esterler
flavonoidler, aldehitler esterleri, alkoller,

alifatik asitler ve lignanlar.

Esansiyel Yaglar (%3-5) Aromatik bilesikler, mono ve

seskiterpenler.

Balsam Olmayan

Bal Mumu (%20-35) Balmumu ve bitkisel kokenli balmumu

(monoesterler ve hidrokarbonlar) igerir.

Polen (%5) Proteinler, amino asitler (esas olarak

arginin ve prolin).

Diger Bilesikler (%5) Mineraller, vitaminler, sekerler, laktonlar,
kinonlar, benzoik asit ve esterler,

steroidler.




Propolis 300’den fazla bilesik icerir ve bunlarin baslicalar1 flavanoidler, fenolik bilesikler
(flavon, flavonol, flavonon, dihidraflavonol, isoflavonid ve kalkonlar) ve fenolik
asitlerdir (Marcucci 1995, Bankova vd. 2000). Propoliste en yaygin bulunan fenolik

bilesiklere ait kimyasal sekiller asagida verilmistir;
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Sekil 2.3. Propolisteki en yaygin fenolik bilesikler. (a) Sinnamik asit, (b) benzoik asit,
(c) flavonoidler.

Propolisin igeriginin belirlenmesi ve standardize edilmesi agamasinda en biiyiik engel
propolisin i¢eriginin bolgesel olarak degismesidir. Bu sebeple bazi kaynaklarda igeriginin
tam olarak bilinememesi sebebiyle tipta kullanilmasinin uygun olmayacag: fikirleri 6ne
striilmistir (Ghisalberti, 1979). Bitki Ortiilerinin bolgesel olarak degisimi bu tezi
giiclendirmektedir. Ancak ham propolis belirli standartlarda {retilip ardindan
saflagtirilarak pazara sunulursa bu sorunlarin 6niine gegmek miimkiin olabilir (Banskota
vd., 2001).

Toplanan ham haldeki propolisleri saflagtirmak iginse ¢esitli ekstraksiyon yontemleri

kullanilabilir; en yaygin olan yiiksek ¢oziiciiliige sahip olan organik ¢ozeltilerden
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etanoldiir. Analiz i¢in cihaz hassasiyeti agisindan %99’luk, tibbi amaclardaysa genellikle
%70’1ik etanol kullanilmaktadir (Pietta vd., 2002). Ekstrakt eldesinden sonra igerik
tanimlamasi igin en sik kullanilan yontemler HPLC ve GC-MS gibi analiz cihazlaridir.
Kalitatif karakterizasyonun yapilmasi, igerik standardizasyonunda 6nemli adimlardandir.
Bunlarin disinda ayrica UV spektrofometrede flavanoid ve fenolik madde tayinlerinde

siklikla kullanilmakta, zaman ve is¢ilikten tasarruf saglamaktadir.

Farkli kokenlere sahip propolislerin antibakteriyel, antifungal veya antiviral vb gibi
biyolojik aktiviteleri de farklilik gostermektedir; 6rnegin Tiirkiye propolisinde genellikle
rejenerasyon, yara iyilestime, antibakteriyel ve anti fungal Gzellikler 6ne ¢ikarken
Brezilya propolisinde serbest radikaller ve antibakteriyel 6zellikler 6n plandadir (Silici,
2003). Diinyada bolgelere gore yaygin propolis kaynaklari, kimyasal bilesimleri ve
orijinleri asagida verilmistir (Salatino vd. 2005, Bankova vd. 2000, Kumazawa vd. 2003,
Kumazawa vd. 2008, Popova vd. 2011, Chen vd. 2003, Popravko 1978, Daugsch vd.
2008, Campo vd. 2008, Lotti vd. 2010, Castro vd. 2011 Cuesta vd. 2002)

Cizelge 2.2. Diinya genelindeki yaygin propolis kaynaklari, orijinleri ve kimyasal

ozellikleri.

Cografik bolge Propolis | Bitkisel Temel bilesikler

tiiri kaynak
Brezilya Yesil Baccharis spp. | Diterpenler, kafeoilkuinik asitler,

prenile fenilpropanoidler

Iliman bolgeler Kavak Populus spp. Flavonlar, flavanonlar, sinnamik
(Avrupa, Kuzey asitler ve esterleri
Amerika, Asya’nin
tropik olmayan
bolgeleri, Yeni
Zelanda)
Okinawa, Tayvan, | Pasifik | Macaranga C-prenil-flavanonlari
Endonezya tanarius
Malta, Sicilya, Akdeniz | Servigiller Diterpenler
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Cizelge 2.2. (devam) Diinya genelindeki yaygin propolis kaynaklari, orijinleri ve

kimyasal 6zellikleri.

Yunanistan

Rusya Hus Agaci Betula verrucosa Flavonlar ve
flavonoller
(kavaktan farkl
tiirde)

Meksika, Kiiba, | Kirmiz1 Dalbergia spp. Izoflavonoidler,

Brezilya neoflavonoidler,
pterokarpanlar,
lignanlar

Brezilya, Clusia Clusia spp. Poliprenillenmis

Venezuela, Kiiba benzofenonlar

Tiirkiye’deyse 2001°de yapilan bir calismaya gore belirli bolgelerin farkli iiretim

yerlerinden alina propolisler kimyasal bilesimlerine gore asagidaki gibi tanimlanmislardir

(Sorkun vd., 2001);

Cizelge 2.3. Tiirkiye’deki bazi1 bolgelere ait propolislerin kimyasal 6zellikleri.

Bolge Bursa Erzurum Giimiishane | Trabzon
(%) (%) (%)

Bilesik Bursa | Bursa | Bursa

() (m (r

(%) (%) | (%)
Alkoller 4.40 1.71 |6.34 |21.73 11.30 15.03
Alifatik 2.75 2.22 6.41 1.96 0.98 3.1
Asitler
Aminoasitler | Cok Cokd | Cok 4.46 - -
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Cizelge 2.3. (devam) Tiirkiye’deki bazi bolgelere ait propolislerin kimyasal 6zellikleri.

disik | distik | distk
Aromatik asit | Cok 13.14 [3.10 |31.86 5.52 5.12
esterleri diistik
Aromatik 1.54 1.52 18.15 | 1.32 2.18 3.35
asitler
Aromatik 391 |- 1.86 |2.24 1.05 0.95
aldehitler
Flavonoidler | 47.40 |31.8 |37.55 |4.72 50.55 43.55
Ketonlar 11.20 [24.74 |6.95 |8.19 11.11 21.30
Diger 20.88 |20.87 |10.09 |20.21 13.31 7.87
Terpenoidler | 1.92 4.50 7.70 3.31 Cok duisiik Cok diisiik
A vitamini - - 1.84

Bunlara ek olarak Diizce Bolgesi i¢in yapilmis olan bir igerik tanimlamasinda, Yigilca
Yoresi propolisinin %70’lik etanolik ekstraktinin igerigi asagidaki gibi tanimlanmistir

(Rasgele vd., 2018).

Cizelge 2.4. Yigilca Yoresi propolisinin %70’lik etanolik ekstrakt igerigi.

Min. Maks. Ortalama
Bilesik (ng/ml) (ng/ml)
Istatistik Istatistik | Istatistik | Standart
hata
« ’_3-4 Dimetoksisinnamik asit | 47.00 8440.00 | 1316.55 | 901.46
_— [
L 9 Protokatesuik asit 971.00 1601.00 | 1350.40 | 117.54
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Cizelge 2.4. (devam) Yigilca Yoresi propolisinin %70°lik etanolik ekstrakt igerigi.

Transsinnamik asit 15.00 1149.00 | 398.37 163.49
Kumarik asit 7.00 772.00 310.66 133.28
Ferulik asit 20.00 842.00 209.16 128.10
Rosmarinik asit 103.00 608.00 358.00 75.33
Transferulik asit 454.00 473.00 465.33 5.78
Gallik asit 9.00 40000.00 | 8636.88 | 4710.73
Biochanin 3937.00 74352.00 | 28001.33 | 23181.01
CAPE 44.00 50405.00 | 6122.55 | 5543.08
Katehin 283.00 4000.00 |1190.14 | 558.57
Hesperidin 48.00 926.00 289.60 161.13
_ Kaempferol 250.00 277.00 263.50 13.50
3
T% Pinobankstin 2701.00 3836.00 |3182.33 | 338.78
(_E Pinostrobin 761.00 11903.00 | 3766.11 | 1265.40
Apigenin 40.00 1400.00 | 351.00 185.04
Naringenin 56.00 524.00 182.55 51.33

Diizce Bolgesi Yigilca Yoresi propolisinde tabloda belirtildigi lizere; en yliksek oranda

gallik asit, biochanin, CAPE (kafeik asit fenil ester) ve pinostrobin bulunmaktadir. Gallik

asitin baslica Ozellikleri antioksidan aktivite, antidepresan ve antikanser 6zellikleridir.

Biochanin antitiimor 6zelligiyle 6n plana ¢ikmaktadir. CAPE ise yine antioksidan,

antikanser ve antiviral 6zellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (Borrelli vd., 2022). Son olarak

pinostrobin antibakteriyel etkiye sahiptir (Rasgele vd., 2018).

Propolisin igerik farkliliginin bolgesel olmasi gibi, hasat zamanin da bolgesel olarak
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verimli oldugu durumlar s6z konusudur. Ornegin sicak iklimlerde agaglar nektar
verdikten sonra propolis igerigi bdlgedeki arillarin bu nektart kullanmasiyla

zenginleseceginden, hasadin bu dénemden sonraya birakilmasi tavsiye edilir (Donadieu,
1979).

2.2.3. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri ve Bunlar1 Etkileyen Faktorler

Propolisin kimyasal bilesimi, hasat edildigi bolgenin bitki Ortiisiine ve dolayisiyla
cografik kosullarina bagl olarak degismektedir. Uretimi esnasinda arilar tarafindan
kimyasal bir degisime ugratilmadigindan, daha ¢ok nektar olarak siniflandirilmaktadir.
Kimyasal igerigi zaman zaman toplandig1 bitkiden farkli gibi goriinse de bu durum
genellikle sicaklik ve buharlasma gibi fiziksel bir etmenden kaynaklanir (Bankova vd.
2000, Simone vd. 2010).

Propolis yaklasik %50 regine ve fenolik bilesikler, %30 mumsu yapi, %10 esansiyel ve
aromatik yaglar, %5 polen ve %5°1 aminoasitler, vitaminler, mineral tuzlardir (Burdock,
1998).

Icerigindeki yiiksek regine fiziksel ozelliklerine de etki ederek yapiskan bir madde
olmasini saglar. Ayrica toplandig1 bolgesi hasat zamani, depolanma siiresi ve kosullari
(sicaklik, nem, zaman) gibi etmenler renginin acik saridan yesile ve koyu kahverengine
kadar uzanan bir renk skalasina sahip olmasina yol acar. Ayrica yine regine ve mumsu
madde igerigi dolayisiyla yiiksek sicaklikta yumusak ve yapiskan, diistik sicakliklardaysa
sert ve kirilgan bir yapiya sahiptir (Silici, 2003). 15°C ve daha diisiik sicakliklarda kismen
veya tamamen donmus duruma gecer. 25-45°C arasinda yapiskan ve esnek yapidadir.
Genellikle 60-70°C’lerde sivi durumuna geger ama bazi tiirlerinde erime noktasi

100°C’yi bulmaktadir (Krell, 1996).

Farkl1 bolgelere ait propolisler incelendiginde yaklasik 300 farkli ¢esit kimyasal bilesik
saptanmigtir (Bankova vd., 2000). Propoliste bulunan ana kimyasal grup ve en biyoaktif
bilesikler fenolik asit ve flavonoidleri de igeren fenolik gruplardir (Marcucci 1995,
Bankova vd. 2000).

Ucgucu ve aromatik yaglar da propolisin kimyasal yapisinda diisiik oranlarda da olsa
bulunurlar. Miktar olarak oldukca diisiik olan bu bilesikler aromatik, biyolojik ve
karakterizasyon agisindan oldukga biiyiik dneme sahiptirler (Bankova vd., 2000).
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2.2.4. Propolisin Biyolojik ve Farmasotik Ozellikleri ve Bu Alanlarda Kullanimi

Propolisin antimikrobiyal, antifungal, antitiimér, anti-HIV, antitiibeerkiiloz, antiviral ve
antioksidan aktivitesi gibi biyolojik ozelliklere sahip bir kaynaktir (Burdock 1998,
Banskota vd. 2001, Gekker vd. 2005, Yildirim vd. 2004). Ayrica son yillarda yapilan
aragtirmalar farmasotik 6zelliklere de sahip oldugunu gdstermektedir. Fenolik bilesikler
bu etkilerden sorumludur (Seruga vd., 2011). Her ne kadar propolis bolgesel olarak igerik
degisikligine ugrasa da bu 6zellikler genel olarak her propoliste bulunmaktadir (Crane
1979, Bankova, 2005). Bunlarin yaninda medikal etkilere sahip 6zellikleri de
barmdirmaktadir. Asagidaki tabloda farkli propolis kaynaklarina ait bilesikler ve bunlarin
biyolojik aktiviteleri verilmistir (Ghisalberti 1979, Pietta vd. 2002, Popova vd. 2011,
Bankova 2009, Banskota vd. 2001, De Almeida vd. 2001, Farooqui, & Farooqui 2010,
Aga vd. 1994, Basnet vd. 1996, de Albuquerque vd. 2008).

Cizelge 2.5. Farkl1 propolis kaynaklarina ait bilesikler ve bunlarin biyolojik aktiviteleri.

Propolis tiirii | Bilesik Biyolojik aktivite
Tiim propolis | Polifenoller, flavanoidler Antibakteriyel, antiviral, antifungal,
tiirleri antioksidan, antitiimdr, antialerjik,

antienflamatuvar, antiiilser,
antiosterporotik, antiateroskleroz,
kardiyoprotektif, antitrombojenik

immiinomodiilator, antiaging

Brezilya Esansiyel yaglar Antibakteriyel
Yesil Artepillin C Antioksidan, antienflamatuvar,
antitimor
Dikaffeoyikinik asit Hepatoprotektif
Kavak CAPE ve diger kafeatlar Antibakteriyel, antiviral, antioksidan,

antitiimor, anti osteoporoz, fungisit,
immiinomodiilator, kardiyoprotektif,

hepatoprotektif
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Cizelge 2.5. (devam) Farkli propolis kaynaklarina ait bilesikler ve bunlarin biyolojik

aktiviteleri.

Kavak, yesil Kafeik asit Antiviral, antioksidan, antitimor,
antitlser

Yunanistan Diterpenler Antibakteriyel, antifungal

Clusia Poliprenilatid benzofenonlar | Antioksidan, antienflamatuvar,
antitimor

Clusia Poliprenilatid benzofenonlar | Antioksidan, antienflamatuvar,
antitimor

Propolisin en sik faydalanilan o6zellikleri antimikrobiyal, antifungal ve antiviral

ozellikleridir.

Bakterisidal etki gosterdigi mikroorganizmalar; Bacillus larvalari, B. subtilis ve digerleri,
Staphylococcus tiirleri, Staphylococcus aureus, Streptococcus, Streptomyces,
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Salmonella ve Shigella, Salmonella,
Klebsiella pneumoniae’dir (Ghisalberti 1979, Mereste & Mereste 1988, Cherniak 1973,
Dimov vd. 1991, Rojas vd. 1990, Simuth vd. 1986, Petri vd. 1988, Okonenko 1988).
Gram (+) bakterilere kars1 daha etkilidir (Mirzoeva vd., 1997). Tiirkiye propolisinde
yapilan bir aragtirmada en etkili oldugu suslar Salmonella typhimurium ve Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ve Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus, Candida
albicans , Streptococcus sobrinus ve Enterococcus faecalis’tir (Uzel vd., 2005).

Fungisidal etki gosterdigi mikroorganizmalar; Candida albicans, Aspergillus niger,
Botrytis cinerea, Ascosphaera apis, Plasmopara viticola’dir (Petri vd. 1988, La Torre vd.
1990, Hofmann vd. 1989).

Antiviral etki gdsterdigi mikroorganizmalar; Herpes, Patates viriisii ve Influenza’dir
(Popescu vd. 1985, Fahmy vd. 1989, Serkedjieva vd. 1992).

Propolisin en sik kullanildigi alanlardan apiterapi merkezleri dolayisiyla kozmetik

sanayisidir. Apiteratipide kullanimi da tilkemizde 2014 yilindan itibaren Saglik Bakanligi
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tarafindan kabul goérmiistiir (Karahanci vd., 2015). Bunun disinda ilag¢ sektoriinde de

giderek artan kullanim alaniyla kendine yer bulurken gida sektoriinde heniiz ¢ok yenidir.

Kozmetik sanayinde antiaging (yaslanma karsit1), hiicre yenileme ve onarma
Ozellikleriyle one ¢ikmaktadir. Ayrica ge¢cmisten beri kullanim alani olan antifungal
Ozellikleri sayesinde mantar i¢in uygulanan kozmetiklerde antibakteriyel ozellikleri

dolayisiyla da bakterisit kozmetiklerde kullanim1 yaygindir (Lejeune vd., 1988).

Propolisle birlikte zenginlestirilen E vitamini, ar1 siitii gibi triinlerin katkilar1 ve gesitli
ilavelerle olusturulan bakim kremleri, sampuan, losyon, temizleme siitleri, yiiz maskesi,
burun spreyleri, dis macunu ve hatta sabunlarda da kullanim1 kozmetik sektoriine genis

bir yelpazeye sahip oldugunu gostermektedir (Erdem, 2002).

Ilag sanayinde kullaniminda hiicre yenileyici 6zelligiyle kardiyovaskiiler ve kan dolagim
sistemi hastaliklari, dis saghgi, doku-iilser tedavileri, yanik tedavilerinde
kullanilmaktadir. Antienflamatuvar o6zelligi sayesinde solunum sistemi hastaliklari,
mukozal zar enfeksiyonlari ve lezyonlar1 tedavilerinde; antikanser 6zelligi sebebiyle
kanser tedavilerinde kullanilmaktadir (Krell, 1996). ilag¢ sanayiinde kisitli olarak
kullaniminin olmasinin baglica sebebi iiriiniin standardize edilememesi sebebiyle patent
alma probleminin olugmasi ve bunun yaninda sentetik iiriin kullaniminin ilag
sektorlindeki yayginligidir. Ancak son yillarda sentetik iirlin hassasiyetinin dogurdugu
tibbi ve maddi yiikler dogal kaynaklara yonelimi arttirmistir. Ornegin Avrupa ve
Amerika’da ar1 iriinleri kapsiil, tablet, graniil ve pastil gibi oral dozlarla satisa
sunulmustur. Fareler {izerinde yapilan deneylerde dis ciirigiiniin 6nlenmesinde ve
baslangi¢ diizeyindeki ¢iirliklerde geri dondiiriicii etkisi oldugu kanitlanmistir. Ayrica
sentetik antibiyotiklerin tersine diren¢ olusturmazken yararli bakterilere de zarar
vermemesi sebebiyle nadir bulunan genis spektrumlu antibiyotik sinifinda kabul
gormektedir (Erdem, 2002). Antifungal Ozellikleri sebebiyle ¢esitli mantar
enfeksiyonlarinda kullanilabilecegi gézlemlenmistir (Siqueira vd., 2015). Bu ¢alismalara
ek olarak yapilan arastirmalarda deri ve yiizey rahatsizliklari; sedef, mide iilser, deri
iilseri, aftlar, dis tedavileri, uguklar ve ikinci derece yaniklarin yani sira Beriberi, ¢esitli
bobrek hastaliklari, diyabet, kemik erimesi, bazi iyi huylu tiimérler, bronsit ve nefes
darlig1 gibi hastaliklarin tedavilerinde de kullanilabilecegi, genis bir skalaya sahip oldugu
bildirilmistir (Kumova, 2002).

Kullanim alani en az olan ve gelismekte olan bir diger sektor gidadaysa en sik kullanim
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ozelligi antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesidir. Raf 6mrii gidalarin ulasilabilirligini
saglamak ve kullanim siirelerini arttirabilmek agsindan oldukga biiyiik 6neme sahiptir.
Belirli bolgelerde kisith iiretimi olan gidalarin diger bdlgelerde de tiiketimini
saglayabilmek, hizl1 bozulan degerli iirlinlerin kullanilabilirligini attirabilmek agisindan
bu konuda gerek ambalaj gerekse katki maddelerinden yararlanilmaktadir. Tipki
farmasotik alanda oldugu gibi gida sektoriinde de dogala doniis yasanmasiyla yapay
koruyuculardan kaginilmaya baslanmis ve dogal olana doniis baslamistir. Donmus
baliklarin dondurulma proseslerinde, peynir {retimlerinden sonra peynirlerin dis
ylizeylerine diisilk konsantrasyonlarda uygulanmasi, fermente et iirlinlerine diisiik
oranlarda katilmasiyla raf 6mriinde uzama saglamaktadir (Donadieu 1979, Aly vd. 2007,
Ali vd. 2010). Ancak bu olumlu etkilerinin yaninda belirli konsantrasyonlarin {izerinde
kullanimi {irtinlerdeki toksik etkiyi de arttirabilmektedir (Aly vd., 2007). Ayrica son
yillarda artan bir ilgi goren fonksiyonel ve katkili gida furyasi da gida sektoriinde
kullanim alanini arttirmasinda olumlu etkide bulunmustur. Katkili gida yalnizca insanlar
icin degil, hayvan yemlerinde de etkisini gostermektedir. Bazi kiimes hayvanlarinin
yemlerine propolis katkist yapilmast sonucu yem verimliligini arttirmasinin yani sira
kiitle artisina da olumlu katki saglamaktadir (Battaa vd. 2016, Abdel vd. 2013). Gida
tiriinlerinin ¢abuk bozulmasinin baslica sebebi ¢abuk okside olmalar1 ve mikroorganizma
tiremesidir. Yiiksek antioksidan igerigine sahip olan propolis gidalarda oksidatif
bozulmanin Oniine geg¢mektedir; salam, sosis ve tereyagi gibi tdiriinlerde oksidatif
bozunmay1 engellerken, lipid oksidasyonunu da azaltmaktadir ancak bir yandan da
duyusal testlerde daha diisiik sonuglara sebep olabilmektedir (Katalinic vd. 2004,
Bernardi vd. 2013). Yapay antioksidanlara goreyse daha yiiksek antioksidan etkiye
sahiptir (Kunrath vd., 2017). Antibakteriyel etkisi sebebiyle et ve siit iiriinlerinde de
kullanilabilmektedir. Ozellikle et iiriinlerinde kimyasal koruyucu gérevi gormektedir
(Han vd., 1995). Siit tiriinlerindeyse oldukga genis bir yelpazede gorev yapmaktadir.
Fermente siit iirlinlerinde yararli bakterilerin gelisimine olumlu katki saglarken, zararh
bakterilerin gelisimi durdurmakta veya azaltmaktadir (Gao Vd., 2011). Meyve suyu
tiretiminde sik karsilasilan sorunlardan olan kiif {iremesine karsin kullanildiginda,
propolisin sodyum benzoata gore tiim kiif tiirlerinde daha yiiksek antifungal etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (Koc vd., 2007). Tek basina koruyucu olarak kullanilmasinin yani
sira yapay koruyucularla kombine sekilde kullanilarak bakteri gelisimleri

engellenebilmektedir (Yang vd., 2017).
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2.2.5. Propolisin Cesitli Ekstraksiyon Yontemleri ve Bunlarin Etkileri

Propolisin kullanilabilmesi ve analiz edilebilmesi igin ham propolisin ekstraksiyonunun
yapilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in birgok metot bulunmaktadir; baslica kullanilanlarsa
organik ¢oziiciilerde uygulanan ektraksiyon metodlaridir. En yaygin kullanimi etanolik
ekstraksiyonlardir; tibbi amacgli kullanimlarda %70’lik etanol kullanilirken, kimyasal
analiz i¢in genellikle %96’lik alkol kullanim1 yaygindir. Ancak hamilelerde tiiketim ve
helal kavrami goz Oniinde bulunduruldugunda son yillarda sulu ekstraktlarla ilgili
calismalar da artmustir ancak yeterli miktarda bileseni ¢ozemedigi igin tercih
edilmemektedir (Gomez vd., 2006). Bu iki ¢6ziicii disinda metanol, kloroform, propilen
glikol, etil asetat, metilen kloriir, diklorometan, aseton, hegzan ve siklodekstrin de diger
coziiciilerdir (Bakkaloglu, & Arici, 2019). Coziicliniin tiirii, ekstraksiyon sicakligi ve
stiresi, ekstraksiyon oncesi katin fazin hazirlanmasi, kat1 fazin miktari, difiizyon hiz1 ve

ham propolisin nemi ektraksiyon hizina etki eden faktorlerdir (Meireles, 2008).

Propolis i¢indeki tibbi bilesenleri i¢eren balsami ekstre edebilmek igin en sik kullanilan
yontem %70’lik etanol ¢ozeltisi kullanmaktir (Gomez vd., 2006). Yiiksek balsam, diisiik
regine ve yiiksek aktivite demektir (Seruga vd., 2011). Bu ¢oziicli konsantrasyonuyla
uygulanan oldukga fazla metot vardir; genel hatlartyla metotlar propolisin belirli bir siire
¢oziicide bekletilmesi, siizilmesi, miktar tayininin yapilmasi ve analize alinmasi
seklindedir. Hatta bu adimlar tiim ¢oziiciilerde birbirine benzemektedir. Klasik teknikler,
coziiciileri karistirma ve / veya 1sitma ile kullanimina dayanmaktadir. En yaygin
kullanilan teknikler arasinda, soxhlet ekstraksiyonu, maserasyon, ultrasonik ekstraksiyon,
mikrodalga ekstraksiyonu ve siiper kritik sivilarin kullanimi bulunmaktadir (Wang vd.,
2006). Etanolik ekstraksiyonun uygun olmadigi uygulamalarda alternatif metotlar tercih

edilmektedir.

2.3.ILAC

2.3.1. Tlacin Tanimi ve Genel Ozellikleri

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére ilag “fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlari insanin
yarar1 i¢in degistirmek veya incelemek amaci ile kullanilan ve kullanilmas1 6ngoriilen
herhangi bir madde veya iiriindiir.”. Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi’ne goreyse ilag su
sekilde tanimlanir “Resmi bir farmakope veya formiiller tarafindan taninan bir madde.

Hastaligin  teshisinde, iyilestirilmesinde, hafifletilmesinde, tedavisinde veya

20



onlenmesinde kullanilmasi amaclanan bir madde. Viicudun yapisini veya herhangi bir

islevini etkilemesi amaglanan bir madde (gida disinda).”.

Ilaglarm fayda saglayabilmesi adma kullanim miktarlarinda sinirlamalar bulunur ve bu
genel adiyla doz olarak isimlendirilir. Dozun farmakolojik tanimiysa tek seferde veya
giinde kullanilabilecek zararsiz miktari, tedavi dozu ise tedavi etkisi gosteren miktaridir,

en yliksek tedavi dozuysa maksimum doz olarak isimlendirilir (Cingi vd., 1996)

Absorpsiyon (emilim) ilacin belirli bir doku veya organ tarafindan, viicuttaki c¢esitli
engelleri asarak belirli bir derisim esiginde hedefe ulasilarak viicut tarafindan
emilmesidir. Emilimin sonrasindaki asamaysa ilacin kan yoluyla viicuttaki diger
bolgelere dagilimini olusturur. Bir ilacin etkinligini gostermesinde ilacin ¢oziiniirligi,
membranlarda tutunmasi ve serbest kalmasi 6n kosul olmasa da etki gostermektedirler

(Cingi vd. 1996, Vermathen vd. 2000).
FDA’ya gore 5 farkli ilag bagvuru tiirii bulunmaktadir;

e Arastirma Amach Yeni ilag (IND); Mevcut Federal yasa, bir ilacin eyalet sinirlari
arasinda tasinmadan veya dagitilmadan Once onaylanmis bir pazarlama
uygulamasina tabi olmasini gerektirir. Destekleyici muhtemelen arastirma ilacini
bir¢cok eyaletteki klinik arastirmacilara gondermek isteyeceginden, bu yasal
gereklilikten muafiyet talep etmelidir. IND, sponsorun FDA'dan bu muafiyeti

teknik olarak elde ettigi bir aractir,

e Yeni ilag Bagvurusu (NDA); Yeni bir ilacin sponsoru, FDA'nin pazarlama onay1
gereksinimlerini karsilamak i¢in ilacin giivenligi ve etkinligi hakkinda yeterli
kanit elde edildigine inandiginda, sponsor FDA'ya yeni bir ilag bagvurusu (NDA)
sunar. Bagvuru, kimya, farmakoloji, tip, biyofarmasétikler ve istatistikler dahil
olmak tizere gozden gecirilmek iizere belirli teknik bakis acilarindan veriler
icermelidir.  Gizlilik So6zlesmesi onaylanirsa, T{riin  Amerika Birlesik
Devletleri'nde pazarlanabilir. Dahili izleme amaciyla, tiim Gizlilik S6zlesmelerine

bir Gizlilik S6zlesmesi numarasi atanir

e Kisaltilmis Yeni ila¢ Basvurusu (ANDA); FDAnin ilag Degerlendirme ve
Aragtirma Merkezi, Jenerik Ilaglar Ofisine gonderildiginde, jenerik bir ilag
iriiniiniin incelenmesini ve nihai onayini saglayan verileri igerir. Jenerik ilag
uygulamalar1 "kisaltilmig" olarak adlandirilir ¢iinkii genellikle giivenlik ve

etkililik olusturmak i¢in preklinik (hayvan) ve klinik (insan) verileri igermeleri
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gerekmez. Bunun yerine, jenerik bir basvuru sahibi, {riiniiniin biyoesdeger
oldugunu (yani yenilik¢i ilagla ayni sekilde performans gosterdigini) bilimsel
olarak kanitlamalidir. Onaylandiktan sonra, bagvuru sahibi, Amerikan halkina
giivenli, etkili ve diislik maliyetli bir alternatif saglamak i¢in jenerik ilag tirliniini

tiretebilir ve pazarlayabilir.

e Regetesiz Satilan Ilaglar (OTC); Regetesiz satilan (OTC) ilaglar, Amerika'nin
saglik hizmetleri sisteminde giderek daha hayati bir rol oynamaktadir. OTC ilag
tiriinleri, tiiketicilere regetesiz satilan ilaglardir. Akne ilag iirlinlerinden kilo
kontrolii ilag¢ iirtinlerine kadar 80'den fazla OTC ila¢ kategorisi vardir. Regeteli
ilaclarda oldugu gibi, CDER, dogru sekilde etiketlenmelerini ve yararlariin

risklerinden daha agir basmasini saglamak i¢cin OTC ilaglar1 denetler.

e Biyolojik Lisans Basvurusu (BLA); Biyolojik iiriinler, Halk Sagligi Hizmeti
(PHS) Yasasi hiikiimlerine gore pazarlama igin onaylanmistir. Yasa, eyaletler
arasi ticarette satig i¢in biyolojik bir iiriin {ireten bir firmanin iiriin i¢in lisans sahibi
olmasini sart kosuyor. Biyolojik lisans basvurusu, biyolojik iirlinlin iiretim
stirecleri, kimyasi, farmakolojisi, klinik farmakolojisi ve tibbi etkileri hakkinda
Ozel bilgiler iceren bir sunumdur. Saglanan bilgiler FDA gerekliliklerini
karsiliyorsa, basvuru onaylanir ve firmanin {irlinii pazarlamasina izin veren bir

lisans verilir.

[laglarm uygulanis bigimlerine gore ayrildigir dozaj formlar1 bulunmaktadir. Bunlardan
baslicalari; aerosol, kapsiil, krem, emiilsiyon, film tablet, tablet, soliisyon, siispansiyon,

jel, sase, enjektable, losyon, pastil, sprey ve suruptur (Anonim., 2008).

ISO 11239 Dozaj Formu (DF) ve Uygulama Yolu (RoA), tibbi iiriinle ilgili farmasétik
dozaj formlarini, sunum birimlerini ve uygulama yollarin1 benzersiz ve kesinlikle
tanimlayan veri 6gelerini ve yapisini belirtir (International Standard 2012). ISO 11239 ve
ISO Teknik Spesifikasyonu (TS) 20440: 2016, 6rnegin, dozaj formu terminolojisinin

asagidakileri igeren zorunlu uygunluk 6zelliklerine sahip oldugunu belirtir:
1) Maddenin hali (kati-s1vi-gaz-yari kat1 vb)
2) Temel doz formu
3) Salinim ozellikleri

4) Etki etmesi istenen bolge
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5) Transformasyon ve
6) Uygulama yontemi (Dosage form and route of administration 2019).

Uluslararas1 standartlara gore belirli tanimlamalar bulunmaktadir. Bunlardan biri
uygulanabilir doz formudur. Uygulanabilir doz formu; iiretilen doz formunun herhangi
bir gerekli doniistimii gerceklestirildikten sonra hastaya uygulanacak farmasotik doz
formudur; enjeksiyon igin soliisyon, oral kullanim igin tablet vb. gibi. Uygulama
aparatiysa tibbi Uriiniin dogru uygulanmasina yonelik ekipmandir; igne, siringa gibi ve
bunlar genellikle tirin kutusunun igerisinde olur veya iirlinler birlikte hastaya sunulur.
Uygulama metoduysa ilacin oral, intranasal, sabuktan vb ilacin hastaya uygulanmasi
gereken bolgeyi temsil eder. Temel doz formu ilgili farmasotik doz formunu temsil eder;
tablet, siispansiyon, kapsiil vb gibi. Ilacin dogru sekilde kapatilarak saklanmasini
amagclayan birimeyse kap/kapak sistemi denir, ¢ocuk Kkilitli kapak, kap, vida kabak gibi

ornekler bu sinifa girmektedir (International Standard 2012).

2.3.2. Tla¢ Etken Madde ve Eksipiyan Tanim

Ilaglar genel anlamda etken madde ve tastyici (s1vagr) olarak iki ana kisimdan meydana
gelmektedir. Etken madde canli iizerinde fizyolojik etki gdsteren madde veya birkag
maddenin birlesimi veya karisimidir. Tastyici ise eksipiyan olarak adlandirilan yardimci
maddelerden meydana gelmis olan, canli organizma lizerinde herhangi bir etkisi olmayan,
etken maddenin daha kolay canli yapiya alinmasini saglayan yardimci maddeler
biitiiniidiir. Ilag ise bir veya birden fazla etken maddeye sahip, hastaya uygulanabilecek

forma dontistiiriilmiis tedavi edici son iiriindiir (Cingi vd., 1996).

Yardimc1 maddeler tibbi iirlinlerde iiretimi, stabiliteyi, emilimi, uygulamay1 ve bazi
durumlarda ila¢ hedeflemeyi kolaylastiran temel bilesenlerdir. Aym1 zamanda estetik
goriiniimii  gelistirebilir, irlin farklilagtirmasini  kolaylastirabilir ve uyumlulugu
iyilestirebilirler (Moreton, 2010). Tarihsel olarak, koruyucular kozmetik ve gida

tirlinlerinde yaygin olarak kullanilmistir.

2.3.3. Tla¢ Koruyucu Maddelerin Tanim

llaglarin bozulmasmi engellemek igin kullanilan maddelerin geneline ila¢ koruyucu
maddeler denir. Bu maddeler mikrobiyal iiremeyi veya istenmeyen kimyasal
degisikliklerin oniline ge¢mek icin kullanilirlar. Sentetik veya dogal olarak iki ana gruba

ayrilirlar. Dogal koruyucular bitki, hayvan veya mineral gibi dogal kaynaklardan elde
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edilirken, yapay koruyucular sentetik yollardan elde edilen kimyasallardir
(Constantinides vd., 2004). Ozellikle su igerigi yiiksek iiriinlere eklenen koruyucular
depolama esnasinda mikroorganizmalarin iirlin yapisini degistirmesini ve bozmasini
engellemeye yardimci olur. Ilaglara eklenen koruyucu maddelerin biiyiik kismi bakteri,
maya ve kiiflerin iiremesini engellemek ig¢indir. Bunlarin {iremesini tamamen
durduramazlar ancak yavaglatirlar. Bazi yardimci maddelerin ilag igeriginde yliksek
oranlarda olmasiysa koruyucu madde kullanimi gerekliligini ortadan kaldirabilir, 6rnegin

asir1 doymus ¢ozeltiler gibi (Uerpmann, 2017).

Ideal bir koruyucu tahris edici ve toksik olmamalidir, fiziksel ve kimyasal olarak stabil
olmalidir, etken ve yardimci maddelerle ge¢imli olmalidir, iyi bir mikrobiyal ajan
olmalidir ve bununla birlikte genis bir etki spektrumuna sahip olmalidir, diisiik
konsantrasyonlarda etkililigi olmalidir ve {irliniin imalati, raf dmrii ve kullanimi siiresince

etkililigini gostermelidir (Nielsen vd., 2011).

Cok sayida kalite gereksinimi (potansiyel olarak celisen gereksinimlerle birlikte), dozaj
formu tasarimi Oncesinde ve sirasinda yapilandirilmis bir risk degerlendirme
uygulamasinin 6nemini zorunlu kilar. Steril olmayan farmasétik preparatlar igin tipik
mikrobiyolojik risk degerlendirmeleri tiim farmakopilere dahil edilmistir (European
Pharmacopoeia (Ph. Eur. 6.3 2009, Japanese Pharmacopoeia 2008).

API, eksipiyanlar, kap / kapama gibi girdi materyalleri ile potansiyel olarak iligkili olasi
mikrobiyal yiikii anlamaya ek olarak, koruyucu sistemi giiglendirebilecek veya inaktive
edebilecek faktdrlerin hesaba katilmasi da oOnemlidir. Ornegin, iiriin stabilitesi,
¢ozliniirliik ve mikrobiyal etkinlik i¢in optimum pH nadiren aymidir (Quality Risk
Management 2005). Ornegin, optimal olarak etkili olmayan iiriin pH'larinda bir koruyucu
kullanmak ve etkili antimikrobiyal etkinlik i¢in koruyucu konsantrasyonunu arttirmak
gerekli olabilir. Potasyum sorbat, pKa'sinda (4.7) optimal olarak etkilidir ve 6'nin
tizerindeki pH'larda minimum antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu iddia edilmektedir
ancak 6.0'm tizerindeki pH degerlerinde etkili olabilir, ancak tipik olarak daha diisiik
pH'larda kullanilandan ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda yani pH 4-5'te <%0.2 w / v,
ancak 6'dan biiyiik pH'larda >%.,5 w / v (Sheskey vd., 2006).

Daha yaygin olarak kullanilan koruyucularin bazilarma iligkin, 6zellikle de Avrupa'da,
bliyiik 6lctide i¢sel giivenlik ve etiketleme hususlarinin daha sinirli bir degerlendirmesine

dayanan olumsuz bir goriis vardir. Bu, 6zellikle paraben igeren pediatrik, ¢ok dozlu oral
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tirtinler i¢in s6zde “rahatsiz edici” koruyucularin yerini almak i¢in uyumlu bir ¢abaya yol

acmistir (Excipient labelling 2007).

2.3.4. Tla¢c Koruyucu Simflandirilmasi ve Etki Mekanizmasi

performans standartlarini karsilamak i¢in koruyucu kombinasyonlarmin kullanilmasi
yaygin bir uygulamadir. Su anda yaygin olarak kullanilan koruyucular, Kimyasal Siniflari
ile birlikte cizelge 2.12’de listelenmistir. Kimyasal yapi, yalnizca etki sekillerini degil,
aynm1 zamanda fiziko-kimyasal 6zellikleri ve bir iirliindeki diger bilesenlerle etkilesim
egilimini de etkileyebilir. Bu tiir olasiliklarin dozaj formu tasariminda dikkate alinmasi

gerekir.

Cizelge 2.6. Farmasotik {irtinlerde en sik kullanilan koruyucular ve kullanilan formlara

gore icerik yilizdeleri.
icerik oram (%)
Koruyucu Simif :
Oral Parenteral Optalmik/ Krem
S1v1 nazal
Metil paraben 0.25 0.01-0.5 0.1 8'(2)01'
Etil paraben 8;5 0.01-0.5 0.1 8'201'
Amino aril : :
asit esterler
. 0.5- 0.001-
Propil paraben 0.95 0.005-0.02 0.1 0.2
Butil paraben 0.1-0.4 | 0.015 0.1 8'(2)01'
Benzil alkol AlKil/ aril 3.0 0.5-10
Klorobutanol alkol 0.5 0.25-0.5 0.5 0.5
Fenol 0.1-0.5 | 0.065-0.02 .
0.15- 0.1-
Metakresol Fenol 03 0.1-0.25 03
0.1-
Kloro kresol 0.2 0.1-0.18 0.3
Benzoik asit Alkil/aril asit | 0.1-0.2
Sorbik asit 0.1-0.2
Tiomersal Organik civa | 0.1 0.01 0.01 0.01
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Cizelge 2.6. (devam) Farmasotik tirlinlerde en sik kullanilan koruyucular ve kullanilan

formlara gore igerik yiizdeleri.

Benzetonyum 0.01- 0.01 0.004-0.01 0.01
Kloriir 0.02
Fenilmerkiirik 0.002- | 0.002 0.004 0.002
nitrat 0.1
Bronopol Diol 0.01-

0.1
Propilen glikol 15-30
Benzalkonyum  |Dortli 0.002- | 0.01 0.004-0.02 0.01
Klortir amonyum 0.02

bilesikleri

Koruyucular genellikle viral organizmalara kars1 sinirli etkinlik gosterirler ancak bakteri,
maya ve kiiflere kars1 etki gosterirken hiicre duvari, membran veya sitoplazmay1 hedef
alir. Her koruyucu i¢in kesin bir etki alan1 belirlemek zor olsa da hedef koruyucunun

konsantrasyonlarina bagli olarak degistirilebilir.

Antioksidanlar; oksijene duyarli olduklarindan oksidasyona bagli olarak bozunmaya
ugrayan etken maddelerin oksidasyonunu 6nleyen ajanlardir. E ve C vitaminleri, Butil
hidroksianisol (BHA) ve Butillenmis hidroksitoluen (BHT) buna &rnek olarak
verilebilirler. Antioksidan ajanlar, kendi kendini indirgeyen ajan olarak islev goriir ve
oksijene duyarli bilesenlerin oksidasyonunu onlerler. Antimikrobiyaller; farmasétik
preparatin bozulmasina neden olan gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmaya karsi
etkilidirler ve ¢ok az miktarlarda dahi etki ederler, en sik kullanilanlar nitritler, benzoatlar
ve sorbatlardir, hiicre duvar1 inhibisyonu, protein sentezi inhibisyonu, DNA ve RNA
sentezi inhibisyonu ile hareket ederler. Selatlastiricilar; aralarinda disodyum
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), polifosfatlar ve sitrik asitin bulundugu, farmasétik
bilesenle kompleksi olusturan ve farmasotik formiilasyonun bozulmasini o6nleyen

ajanlardir (Constantinides vd., 2004).

2.3.5. Farmasotik Siispansiyonlarda Kullanilan Koruyucular

Sodyum benzoat, potasyum sorbat ve metil hidroksibenzoat genellikle sivi farmasétik
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preparatlarda koruyucu olarak kullanilir. Stvi preparatlar, igeriklerinin dogast nedeniyle
mikrobiyal biiyiimeye 6zellikle duyarlidir. Bu tiir miistahzarlar, {iriin formiilasyonunun
degistirilmesini ve bozulmasimi onleyen koruyucularin eklenmesiyle korunur (Davis,
1970). Siv1 farmasotik preparatlarin  korunmasinda en yaygin olarak kullanilan
koruyucular arasinda sodyum benzoat, potasyum sorbat ve metil hidroksibenzoat
(metilparaben) bulunur. Tipik izin verilen konsantrasyonlari sirastyla %0.1-0.2, %0.1-0.2
ve %0.1-0.25 araligindadir (agirlik / agirlik) (Beringer & Felton, 2006).

Herhangi bir farmasétik formda, formun igerigine gére ve uygulama yoluna yonelik
siispansiyonlar, bakteri, maya ve kiif kontaminasyonuna karsi koruma saglamak igin

uygun antimikrobiyal ajanlar icermelidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. PROPOLIS ORNEKLERI

Propolis drnekleri, Diizce ilinin Golyaka ve Cilimli bolgelerinde aricilik yapan aricilardan
2019 yil1, Agustos, Eyliil ve Ekim aylarinda temin edilmistir.

3.2. PROPOLIS EKSTRELERININ HAZIRLANMASI

Diizce Bolgesi’nden toplanmis propolis ornekleri 100 gramlik numuneler halinde -
20°C’de 1 hafta donduruldu Ardindan laboratuvar tipi blenderda toz haline getirildi. Toz
halindeki drnekler, ekstre haline getirilene kadar -20°C’de saklandi (Kurt vd., 2020).

Sekil 3.1. Ham propolis.

Sekil 3.2. Ham propolis.
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3.2.1. Sulu Ekstraksiyon Hazirlanmasi

40 g toz propolis 400 ml saf suyla karistirildi. Karisim 48 saat boyunca, karanlik ortamda,
30°C’de maserasyon islemine tabii tutuldu. Maserasyon islemi esnasinda manyetik
karistict ve 1sitic1 kullanilarak sicaklik 30°C sabitlenirken, manyetik karigtirma islemine
de tabi tutuldu. 48 saatin sonunda karistm Watmann no:4 filtreden siiziildii. Siiziilen
ekstrakt 0.2 p’luk, tek kullanimlik Sartorius filtreden siiziildi. Ardindan elde edilen
ekstraktin nem igerigi tizerinden miktar tayini Karl Fischer cihazinda yapildi. Kalan

stiziilmiis numuneler amberli cam siselerde, 2-8°C’de saklanmustir.

Sekil 3.4. Sulu ekstrakt.
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Sekil 3.5. Sulu ekstrakt.

Sekil 3.6. Sulu ekstrakt.

\

Sekil 3.7. Sulu ekstrakt.
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Sekil 3.8. Sulu ekstrakt.

3.2.2. Etanolik Ekstraksiyon Hazirlanmasi

40 g toz propolis 400 ml %70’lik etanol ¢ozeltisiyle 30 dk boyunca 320 W ultrasonik
banyoda karistirildi. Sonrasinda, Watmann no:4 filtreden siiziildi. Siiziilen ekstrakt 0.2
w’luk, tek kullanimlik Sartorius filtreden siiziildii. Ardindan elde edilen ekstraktin nem
icerigi tizerinden miktar tayini IR nem cihazinda 105°C’de tayin edildi. Kalan siiziilmiis

numuneler amberli cam siselerde, 2-8°C’de sakland1 (Trusheva vd., 2007).

Sekil 3.9. Etanolik ekstrakt.

Sekil 3.10. Etanolik ekstrakt.
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Sekil 3.11. Etanolik ekstrakt.

b

Sekil 3.12. Amberli cam sisede numune.

3.3. PROPOLIS EKSTRELERININ TOPLAM FLAVANOIiD VE FENOLIK
MADDE TAYIiNi
3.3.1. Toplam Fenolik Madde ve Flavanoid Tayini icin Numune Hazirlama

Yaklagik 5 g ekstrakt bir falkon tiipe tartilip 15 mL metanol eklenerek ekstraksiyon iglemi
calkalayicida 20 dk stireyle yapildi. Siire sonunda adi slizge¢ kagidindan berrak oluncaya
kadar siiziildii. Siiziintiiniin son hacmi belirlendi, siiziintii fenolik ve flavanoid testlerinde
kullanildi.

3.3.2. Folin- Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Numunedeki toplam ¢oziilebilir fenolik madde Folin-Ciocalteu reaktifi ile 760 nm de
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maksimum absorbans veren renkli bir kompleks olusturur (Slinkard & Singleton, 1977).
Gallik asit ile esdegerine gore hesaplama yapildi ve standart grafigi hazirlanarak miktar
tayin yapildi. Toplam fenolik madde tayini i¢in Shimadzu UV 1800 Spektrofotometre
cihazi kullanildi. Okumalar 760 nm’de gergeklestirildi (Singleton & Rossi, 1965).

O O

' |
C—0ONa C-—ONa
J 5

Sekil 3.13. Fenolin reaktifinin yapist.

Fenolik madde tayini i¢in, 5 ml Folin reaktifi alind1 ve 20 ml’ye saf suyla tamamlandi.
Standart olarak 10 mg Gallik asit (GA) tartildi ve 10 ml’ye metanolle tamamlanarak
karistirildi; bu karisimdan 500; 250; 125; 62.5; 31.25; 15.625 ppm olacak sekilde seri
standartlar hazirlandi. Seri standartlar her bir ekstrakt icin ayri1 ayr1 hazirlandi. Seri
standartlar hazirlandiktan sonra her bir standart i¢in su adimlar izlendi; renk belirteci
olarak %10’luk sodyum karbonat (Na2COs) ¢ozeltisi hazirlandi. Sonrasinda 10 pg
propolis ekstresi numunesi alindi ve 340 pL saf su ile karigtirildi. Bu karigima 200 pL
Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi ve bekletilmeden karistirildi. 3 dakika beklenmesinin
ardindan 200 pL, %10’luk sodyum karbonat (Na2CO3) karigima ilave edildi ve karigim
2-3 saat boyunca oda sicakliinda, 151k almayan bir ortamda bekletildi. Karigimda renk
degisimleri belirginlesince 760 nm dalga boyunda, saf suya karsi absorbans degerli
Shimadzu UV 1800 Spektrofotometre cihazinda okutularak fenolik madde miktarlar
belirlendi. Bu islem ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi ve absorbans degerlerinin aritmetik
ortalamalar1 alinarak standart grafigi olusturuldu.

Grafik lizerinde verilen formiil kullanilarak etanolik ve sulu ekstrelerdeki toplam fenolik
icerik belirlendi. Grafige ait y eksenindeki degerler numunenin absorbans degerini, x
eksenindekiler ise numunelerin konsantrasyonunu ifade etmektedir. Degerler grafige ait
formiilde yerine kondugu zaman elde edilen sonug¢, numunedeki toplam fenolii polifenol

igerigi (mg GA/L olarak) cinsinden vermektedir.
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Sekil 3.14. Toplam polifenol (mgGA/L) standart grafigi.

3.3.3. Toplam Flavanoid I¢eriginin Tayini

Aliiminyum kloriir (AICL3) kolorimetrik yontemi ile toplam flavonoid igerigine bakildi.
Kuersetin  esdegerligine gore flavanoid icerigi hesaplandi. Okumalar UV

Spektrofotometre cihaziyla, 415 nm’de yapildi.

Toplam flavanoid i¢in 1000 ppm stok kuersetin (QE) standardi hazirlandi ve seri
seyreltme ile 250; 125; 62.5; 31.25; 15.625 ppm olacak sekilde 6 farkli standart elde
edildi. %2’lik AICI3 ¢ozeltisi hazirlandi. Numunelerde bulaniklasma olmasi durumunda

numuneler tekrar 45 ul’lik enjeksiyon filtresinden gegirildi.

Numunenin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi i¢in aliiminyum kloriir kolorimetrik
metodu kullanildi (Chandra vd., 2014). Kuersetinse standart kalibrasyon egrisi
olusturulabilmek igin standart olarak kullanildi. 1000 ppm’lik kuersetin stok olarak
kullanildi, stok ¢6zelti metanolle seyreltilerek 250; 125; 62.5; 31.25; 15.625 ppm olacak
sekilde 6 farkli seri elde edildi. Numuneler igin hazirlanan 4 flakona 6ncelikle saf su
konuldu sonra 0.5 ml numune ve 0.5 AICIz eklendi. Bulaniklik olusmasi durumunda
numuneler 45ul’Lik filtreden tekrar gegirildi. Hazirlanan standartlar igin de falkonlara saf
su; 0.5 standart; 0.5 ml AICIz konuldu. Numuneler ve standartlarin AlCls’siiz blankleri
hazirlandi. Flakonlar vortekslendi ve 415 nm’ de UV cihazinda 6l¢timleri yapildi. Bu
islem ti¢ tekrarli olacak sekilde yapildi ve absorbans degerlerinin aritmetik ortalamalari

alinarak standart grafigi olusturuldu.

Grafik {iizerinde verilen formiil kullanilarak etanolik ve sulu ekstrelerdeki toplam
flavanoid igerigi belirlendi. Grafige ait y eksenindeki degerler numunenin absorbans
degerini, x eksenindekiler ise numunelerin konsantrasyonunu ifade etmektedir. Degerler
grafige ait formiilde yerine kondugu zaman elde edilen sonug, numunedeki toplam

kuersetin igerigi (MgQE/L olarak) cinsinden vermektedir.
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Sekil 3.15. Toplam flavanoid (mgQE/L olarak) standart grafigi.

3.4. ORAL SUSPANSIiYONUN OZELLIiKLERi, KORUYUCU iCERiGi VE
URETIM METODU

Alanjezik ve ates diiriicii 6zelliklere sahip, ¢ogunlukla pediatrik hastalarda kullanilan,
antimikrobiyal koruyucu olarak sodyum propil paraben (sodyum nipasol) ve sodyum
metil paraben (sodyum nipajin) iceren bir siispansiyon referans iiriin olarak secilmistir.

Referans iiriine kars1 liretilen propolis ekstraktli test tiriinler kullanilmistir.

Test iirlin formiilasyonu gelistirilirken, referans {riin baz alinarak formiilasyon
gelistirilmis, dogal koruyucular ¢ikarilmamis, yapay koruyucular yerineyse (nipajin ve
nipasol) sulu ve etanolik propolis ekstraktlar1 0.5, 1, 2 ve 4 kat1 oraninda kullanilmistir.
Ayrica formil gelistirilirken tatlandiricilar, kivam arttiricilar ve siispansiyonlastirici
ajanlar ve saf su basta olmak iizere cesitli eksipiyanlar kullanilmistir. Uretimde mekanik
karistiric1 ve homojenizator kullanilmistir. Uretim kosullari C class ilag iiretim sartlarinda
gerceklestirilmistir.  Koku takibi yapabilmek i¢in dogal veya yapay aroma
kullanilmamistir. Renk degisimini gozlemlemek adma boyar katki maddeleri

formiilasyonlarda kullanilmamastir.

Kontrol grubu olarak ayrica nipajin, nipasol ve propolis ekstrakti icermeyen tiriin de

tretilmistir.
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Sekil 3.16. Etanolik ve sulu ekstrakt igeren test iiriinler.

Sekil 3.17. Etanolik ekstrakt igeren test iiriin.

Sekil 3.18. Homojenizasyon islemi.

Uretimler tamamlandiktan sonra, tiim {iriinler 100 ml’lik meziirle dl¢iiliip, 100 ml’lik
amberli cam siselere konmustur ve 28/20 pp vistop kapak kullanilarak siselenmistir ve

her biri formiilasyonuna gore kodlanarak, iiretim tarihleri de yazilarak etiketlenmistir.

Tiim numuneler 40 °C’de %75 bagil nem igeren etiivlerde 1. Hafta, 2. Hafta ve 1.ayda

takibe alinmistir. Baslangic numuneleri de dahil olmak iizere her periyot i¢in 4 sulu, 4
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etanolik ekstraktli, 1 referans formiilasyonlu ve bir koruyucusuz numuneler

hazirlanmistir.

3.5. MiKROBIYOLOJIiK ANALIiZLER

40°C’de %75 bagil nem igeren etiivlerde takibe alinan numunelerde ve baslangic
numunelerinde toplam aerobik mikroorganizma, toplam kiif/maya, E.Coli ve S.Aureus
bakilmistir. E. Coli i¢in Tryptic Soy Broth (TSB), MacConkey Broth (MCB),
MacConkey Agar (MCA), Eosin Methylene Blue Agar kullanilmistir. S. Aureus i¢in TSB
ve Mannitol Salt Agar (MSA) kullanilmistir. Toplam aerobik mikroorganizma ve
kiif/maya icin Tryptic Soy Agar (TSA) ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
kullanilmistir. Her bir numune i¢in ¢ifter ekim yapilmistir. Ayrica seyreltme amach

peptonlu NaCl ¢6zeltisi kullanilmastir.

Yukaridaki mikrobiyolojik ortamlar belirlenirken Amerikan Farmakopesi (United States
Pharmacopeia — USP) ve Avrupa Farmakopesi (European Pharmacopeia - EP) kaynak
olarak alinmistir (European pharmacopeia 2018).

Tim ekimler i¢in ortak olarak petonlu ¢ozelti hazirlandi; numune hazirlama ve 6n
inkiibasyon i¢in 1 gramdan az olmayacak sekilde 10'da 1 seyreltme kullanarak bir
numune hazirlandi ve uygun bir miktar1 agilamak i¢in 10 mL’ye karsilik gelecek sekilde

90 ml peptona eklendi ve karigtirildi (European pharmacopeia 2018).

E.coli i¢in su adimlar izlenir; peptonlu karistmdan 10 ml alinarak TSB’ye eklendi ve
karistirildi ve 30-35 © C'de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra TSB karistirild:
ve igerisinden 1 ml alinarak 100 ml MacConkey Broth (MCB)’ eklendi, 42-44 ° C'de 24-
48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 MacConkey Agar (MCA) ve Eosin Methylene
Blue Agar’a MCB’den ekim yapild1 ve 18-72 saat boyunca 30-35 ° C'de inkiibe edildikten
sonra sayim yapildi. E. Coli’nin olasi varliginda Kolonilerin biiylimesi, olast E. coli

varligini gosterdi (European pharmacopeia 2018).

S. Aureus i¢in su adimlar izlenir; peptonlu karigimdan 10 ml alinarak TSB’ye eklendi ve
karistirild1 ve 30-35 ° C'de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra TSB karistirildi
ve mannitol salt agar (MSA)’a ekim yapildi ve 18-72 saat boyunca 30-35 © C'de inkiibe
edildi. S. aureus'un olas1 varliginda, sar1 bir bolge ile ¢evrili sar1 / beyaz kolonilerin

biiytimesi ile g6zlemlendi (European pharmacopeia 2018).
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Kiif/maya i¢in su adimlar izlenir; peptonlu karigimdan 10 ml alinarak Sabouraud-dextrose
broth’a eklendi ve 30-35 ° C'de 3-5 giin inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra Sabouraud-
dextrose agara ekim yapildi ve 30-35 © C'de 24-48 saat inkiibe edildi. Kiif/maya olasi

varliginda, beyaz kolonilerin biiytimesi ile gozlemlendi (European pharmacopeia 2018).

Toplam aerobik mikroorganizma igin su adimlar izlenir; peptonlu karisimdan TSA’ya
eskim yapilir ve 30-35 © C'de 3-5 giin inkiibe edilir. Aerobik bakteri varliginda kolonilerin

olusumu gozlemlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Propolis, arilar tarafindan bilesimi degistirilmeyen bitkilerden elde edilen bir ar1 tirliniidiir
(Bankova vd. 2000, Simone vd. 2010). Ham propoliste balzam igerigi, mumlar, nem ve
izole edilebilir maddelerin degerlendirilmesi genellikle propolis kalitesinin bir gostergesi
olarak kullanilir. Geleneksel tipta kullanilan propolis ekstrakti genellikle %70 etanolle
hazirlanir (Gardana vd., 2007). Bilesiklerin dogal matrislerden ekstraksiyonu i¢in klasik
teknikler, ¢oziiclilerin karistirma ve / veya i1sitma ile kullanimina dayanmaktadir. En
yaygin olanlar arasinda kullanilan teknikler soxhlet ekstraksiyonu, maserasyon,
ultrasonik ekstraksiyon, mikrodalga ekstraksiyonu veya siiper kritik sivilarin kullanimidir
(Wang vd., 2006). Etanol veya bir etanol / su karigimi kullanilarak siirekli ¢oziicii
yenileme ile maserasyon ekstraksiyonu propoliste uygulanan en yaygin yontemdir
(Gomez-Caravaca vd., 2006) ancak aseton veya kloroform gibi farkli organik ¢oziiciiler
de kullanilmaktadir. Sulu ekstraksiyonlar, fenolik asitler ve lipofilik fenolik bilesiklerin
¢oziinmemsi sebebiyle daha diigiik bir verim gostermektedir (Gomez-Caravaca vd.,
2006). Cunha vd. (2004) (Gémez-Caravaca vd., 2006) etanol kullanarak maserasyon,
maserasyon ile solvent yenileme ve soxhlet ekstraksiyonu (1s1kl1 ve 1s1ksiz) kullanarak
ekstraksiyon verimlerini karsilastirdi. Soxhlet ekstraksiyonu ile maksimum verimle
ekstrakt elde edilmesine ragmen maserasyon yontemiyle daha fazla fenolik madde elde
edilmigtir. Z. Yildirim et al (2004) kullandig1 sulu ekstraksiyon metodu baz alinarak bu
calismada kullanilmistir. {lgili galismada 50 gram ham propolis, pH 7.2'de 150 ml
damitilmis suda ¢oziilerek %25°1lik karisim olusturulmus ve vorteks olusturarak 48 saat
karistirilmistir. Elde edilen sulu 6ziit stiziiliip bir G-3 borosilikat membrandan gegirilmis
ve su vakum altinda buharlastirilmistir. Elde edilen regine kullanilacagi zaman 7.5 grami
92.5 ml damitilmis suda c¢oziilerek %7.5’luk sulu c¢oOzeltisi olusturulmustur. Bu
caligmadaysa %10 luk propolis-su karisimi 30°C’de 48 saat maserasyon islemine tabi
tutulduktan sonra Watmann no:4’ten siizilmiistiir. KF metoduna gére miktar tayini %0.55
bulunmustur. Ancak bu miktar hi¢ su icermemektedir. Metotta vakum altinda elde edilen
recinenin su icerigi veya miktar tayini/kuru madde miktar1 bildirilmediginden, verim
kiyaslamasi yapmak miimkiin degildir. Trusheva et al (2007) yaptiklar1 calismada,

etanolik ekstraktin ultrasonik banyoda daha kisa tutulmasina ragmen maserasyona gore
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daha yiiksek fenolik madde ve flavanoid verimine sahip oldugunu bildirmislerdir
(Trusheva vd., 2007). %10’luk hazirlanan propolis-etanol karisimi1 300 W ultrasonik bir
banyoda 30 dakika 25 ° C'de tutulmustur. Ardindan siiziilmiistiir. Bu ¢alismadaysa ayni
oranda etanol-propolis karistmi hazirlanarak buz akiileriyle birlikte ultrasonik su
banyosuna yerlestirilerek sicaklik 25° C'de sabit tutulmustur. Karisim 30 dakika boyunca
burada karistirilmistir. Ardindan Watmann no:4’ten siiziilmiistiir. Halojen metoduna gore
miktar tayini %0.77 bulunmustur. Metotta miktar tayini/kuru madde miktari

bildirilmediginden, verim kiyaslamasi yapmak miimkiin degildir.

Etanolik ve sulu ekstraktlarin eldesinden sonra igeriginde katt madde miktar1 olarak
toplam propolis belirlenerek, referans iiriindeki yapay koruyucu toplamina es deger
olacak sekilde kat1 madde iceren ekstraktlar liretimde kullanilmistir. Bir¢ok calismada su
veya organik ¢ozeltiler vakum evaporatorlerle diisiik sicaklik ve yliksek basingla ugurulup
kati madde elde edildikten sonra kullanilmaktadir. Ancak bu calismada uygulanan
prosesler saf su igerdiginden ve ayrica 1sitma prosediirii bulundugundan (40-80 °C arasi,
minimum 2 saat) organik ¢ozeltilerin bu agsamada evapore olacagi bilinmektedir. Ayrica
kurutma islemleri uzun saatler almakta ve bazi ugucu yaglarin da kaybina sebep
olabilmektedir. Bu sebepler dolayisiyla bu ¢alismada miktar tayini yapilirken sulu
ekstrakt i¢in Karl Fischer (KF), etanolik ekstrakt i¢in halojen nem cihazi kullanilmistir.
Karl Fischer titrasyonu, kristalizasyon suyu ve yiizeyde emilen su dahil olmak {izere
yalnizca suyu algilayan ve 6lgen ¢ok 6zel bir belirleme yontemidir. Baz, alkol ve siilfiir
dioksit varliginda su ve iyot igeren bir redoks reaksiyonuna dayanir. Su-iyot reaksiyonu
suyun varligina baglidir ve bu nedenle reaksiyonda kullanilan reaktifin titresi, baska bir
su kaynag1 olmadigindan numunedeki su miktarint yansitir. KF reaktifi iyot igerir ve
toplam suyla tamamen reaksiyona girdiginde, soliisyonda fazla iyot belirerek renk
degisikligine ve ¢ift platin elektrotla tespit edilebilen elektrometrik bir degisiklige neden
olur. KF titrasyonu toplam suyu 6lger ve artik ugucu ¢oziiciilerin varligindan etkilenmez.
Su igerigi %100'den 1 ppm'e kadar genis ve hassas bir tayin araligina sahiptir (Bruttel &
Schlink, 2003). Halojen nem cihazi, termogravimetrik bir 6l¢iimdiir: numune tartilir ve
bir kizildtesi radyatdrle (halojen lamba) 1sitilir. Agirlik kayba siirekli olarak kaydedilir ve
tanimlanmis bir kritere ulasildiginda kurutma sona erer. Bu kriterler genellikle siire ve
sicaklik smirlamasidir. Ancak nemi bilinmeyen bir madde kullanildiginda genellikle
zaman kriteri konulmadan islem siirdiiriilir. Nem icerigi, agirlik farkindan otomatik

olarak hesaplanir. Termogravimetrik 6l¢iim sirasinda, kiitle kayb1 yalnizca segici olarak
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su kaybina atanamaz ¢iinkii su disindaki maddeler 1sitildiginda buharlasabilir. Bu nedenle

genellikle organik ¢6ziicii igeren numunelerde kullanilir.

Sulu ekstrakt KF metoduyla titrasyona tabi tutuldugunda nem oranit %99.45 gelmistir. Bu
durumda kullanilan numunenin %0.55 igerigi kat1 propolistir. Diger yandan etanolik
ekstrakt halojen nem cihazinda %99.23 sonucunu vermistir. Bu numunedeyse kat1 madde
orant %0.77’tir. Etanoliin suya gore propolisi daha fazla ¢o6zdigli g6z Oniinde
bulunduruldugunda ¢ikan sonuglar dogrulanmaktadir (Kubiliene vd., 2015). Bulunan
sonuglara gore test iriinlere eklenecek kati miktarlar1 {izerinden ekstre miktarlar
hesaplanmistir. Kullanilan koruyucu madde oranlari miligram cinsinden oldugundan,

kullanilan ekstrakt oranlar1 da oldukg¢a diisiik olmustur.

Iliman bolge propolisleri, fenolik bilesikler, ozellikle fenolik asitler, flavonoidler
(flavonlar, flavanonlar ve dihidroflavonoller) agisindan zengin bir igerige sahiptir (Falcao
vd., 2010). UV-VIS spektrofotometre kullanarak, Folin-Ciocalteae metodu ile fenolik
bilesikleri ve AICI3 metodu ile toplam fenolik bilesik miktarini belirlenmistir. Bu
calismada elde edilen propolis numunelerindeki toplam fenol ve flavonoidlerdeki bilesim,
hidro-alkolik ekstraksiyondan sonra birkag spektrofotometrik prosediirle belirlendi. Bu
hizli, basit ve giivenilir iki metot, aktif bilesiklerin miktarinin belirlenmesine sagladi
(Popova vd., 2004). Toplam fenolik igerik kolorimetrik Folin-Ciocalteu yontemi ile elde
edilirken, toplam flavanoid madde i¢in karbonil ve hidroksil gruplart aliminyum kloriir
ile reaksiyona girerek, A = 415 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir. Dogal oziitler igin
Folin-Ciocalteu yontemiyle hesaplanan toplam fenolikler siklikla gallik asitle esdeger
terimlerle ifade edilir. Folin-Ciocalteau yontemi genel karsilastirmali sonuglar verir,

ancak farkli bilesik veya fenolik siniflarinin belirlenmesi spesifik degildir.

Folin- Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde tayini yapilmistir. Gallik asit
esdegerine gore hesaplama yapilmstir. Toplam fenolik madde tayini Shimadzu UV 1800
Spektrofotometre cihaziyla yapilmistir. Standart fenolik bilesik olarak ise gallik asit
kullanilmigtir. Okumalar 760 nm’de yapilmistir. Aliminyum kloriir (AICL3) kolorimetrik
yontemi ile toplam flavonoid igerigine bakildi. Kuersetin esdegerligine gore bakildi.
Toplam flavanoid madde tayini Shimadzu UV 1800 Spektrofotometre cihaziyla
yapilmistir. Standart flavanoid bilesik olarak ise kuersetin kullanilmigtir. Okumalar 415
nm’de yapilmistir. Diizce Universitesi, Kimya A.B.D. laboratuvarlar1 kullanilmistir. UV-
Vis Spektrofotometrede 420 nm’de numuneler dl¢timlenmistir. Her numune igin 3 kez

tekrar yapilmistir.
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Cizelge 4.1. Flavanoid madde analiz islemi.

KOR STANDART NUMUNE
Saf su 3500 pl 3000 pl 3000 pl
Standart 500 pl
Numune 500 pl
%10 AICl3 500 ul 500 ul 500 ul
Son hacim 4000 pl oldu.
Tiipler vortexlenir. 60 dk bekletildi.
415 nm’ de okutuldu.
Cizelge 4.2. Fenolik madde analiz islemi.
KOR STANDART NUMUNE
Saf su 1400 pl 1360 pl 1360 pul
Standart 40 pl
Numune 40 pl
0.5 N Folin reaktifi 800 pl 800 pl 800 ul
%10 Na2COs 800 ul 800 ul 800 ul

Son hacim 3000 pl olur.

Tiipler vortexlenir. 30 dk bekletilir.

760 nm’ de okutulur.
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Cizelge 4.3. Toplam fenolik-flavanoid miktarlari.

Ekstrakt ad1 | Fenolik madde Fenolik Flavanoid Flavanoid
(mgGAJ/L) madde (mgQE/L) (mgQE/qg)
(mgGA/g)
Sulu-1 926.9 2.781 68.68 0.206
Sulu-2 615.69 1.847 59.69 0.170
Sulu-3 783.17 2.350 65.23 0.196
Etanolik-1 13788.25 41.365 10872.24 32.618
Etanolik-2 11734.3 35.203 10149.92 30.450
Etanolik-3 12126.8 36.380 10523.99 31.572

Farkli etanolik ekstraksiyon yontemleriyle calismadaki sonu¢ kiyaslandiginda fenolik
icerigi diger caligmalara gore diisiik kalirken flavanoid icerigi daha yiiksek gelmektedir

(Yavuz 2011, Sahin vd. 2011).

Dogal antibiyotik olarak da bilinen propolisle yapilan caligmalarda, giicli bir
antibakteriyel ve antifungal etkisi oldugu goriilmiistiir. (Ghisalberti 1979, Pepeljnjak vd.
1981, 1982, Papay vd. 1985, Toth ve Papay vd. 1986, Petri vd. 1988, Rosenthal vd. 1989,
Brumfitt vd. 1990, Cuéllar vd. 1990, Soboleva vd. 1990, Dimov vd. 1991, Dobrowolski
vd. 1991; Kujumgiev ve vd. 1993).

Boyanova ve arkadaslari, %30 etanolik propolis ektraktini ve kontrol grubu olarak da
etanolii kullanarak 38 ayr1 H. pylori klinik izolatinin {iremesine etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda, propolisin etanole gore anlaml bir farkla bu suslarin {iremesini inhibe
ettigini gozlemlemiglerdir ve sonu¢ olarak Bulgar propolisinin H. pylori’ ye karsi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir (Boyanova vd., 2003). Ayni
arastirmacilar daha genis ¢apl yaptiklar1 94 izolat iizerine etkisinde de benzer sonuglara
ulagsmis ve daha ileri mikrobiyolojik, farmakolojik ve klinik ¢aligmalar gerektigi tizerinde
durmuslardir (Boyanova vd., 2005). Serra ve Escola propolisin antibakteriyal etkilerini
arastirmislar, MIK (minimum inhibitdr konsantrasyonu) degerlerini S. aureus i¢in 60-80

ug/ml ve E. coli i¢in 600- 800 pg/ml olarak bulmuslardir. Sonuglar 1s1ginda, propolisin
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gram pozitif mikroorganizmalara gram negatif olanlara gdre daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica bu etkinin propolis fenolik ve flavonoid bilesiklerden
kaynaklandigini bildirmislerdir (Serra & Escola 1995). Ote yandan, Nieva ve arkadaslari,
Arjantin propolisinin etanolik ekstresinin antibakteriyel aktivitesini incelemis ve gram-
pozitif bakteriler {lizerine diisiik konsantrasyonda etki gosterdigini rapor etmislerdir
(Borges-Walmsley vd., 2002). Benzer sekilde, Kiiba propolisinin de 6nemli diizeyde
antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Rubio vd., 1999).

Tirkiye propolisinde de benzer antimikrobiyal etki calismalar1 yapilmistir;

Propolisin Gram pozitif bakterilere karsi oldukga etkili ancak Gram negatif bakterilere
diisiik diizeylerde etkili oldugunu bildirmislerdir (Keskin vd., 2001). Silici ve arkadaslari
etanolik ekstraktin S. aureus bakterisine kars1 yiiksek, E. coli ve Pseudomonas
aeruginosa’ a karsi zayif antibakteriyel aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Silici &
Kutluca, 2005). Ayrica iilkemizde elde edilen propolis 6rneklerinin, S. aureus ve E. coli’
ye kars1 oldukga gii¢lii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu da bildirilmistir (Popova
vd., 2005).

Bu ¢alismada yapilan mikrobiyolojik analizlerde, son iiriin olarak farmasdétik bir oral
stispansiyon olusturulmus ve igerisine aymi TUriinlin referansindaki toplam yapay
antibakteriyel koruyucu oraninin 0.5, 1, 2 ve 4 kat1 kadar etanolik ve sulu ekstrakttan
eklenmistir ve toplamda 8 adet farkli ekstrakt koruyucu oranma sahip formiilasyonla
birlikte bir adet referans lirlin ve bir adet de koruyucusuz formiiliin mikrobiyolojik
tremeleri gozlemlenmistir. Tiim test ve referans lriinlerde stabilite takibi yapilmistir.
Hizlandirilmis stabilite bir son iiriiniin veya etken olarak kullanilan bir hammaddenin raf
Omriinii, saklama kosullarini, hammaddeyse retest/tekrar test siiresinin, 1s1, 151k, nem gibi
belirli faktorler altinda belirlenmesidir (Etkin maddelerin ve bitmis iriinlerin stabilite
testlerine iliskin kilavuz 2017). Stabilite kosullari belirlenirken Diinya {izerindeki 4 farkli
iklim kosulu baz alinir (Evaluation for stability data 2003).

Cizelge 4.4. klim-stabilite kosullar1 ¢izelgesi.

Bolge Iklim Kosulu Nem Sicaklik

Zone | [lman kusak %45 RH £+ %5 RH 21°C £ 2°C
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Cizelge 4.4. (devam) Iklim-stabilite kosullar1 ¢izelgesi.

Zone |l Akdeniz/Subtropikal kusak %60 RH + %5 RH 25°C £2°C

Zone Il Sicak kurak kusak %35 RH + %5 RH 30°C £2°C

Zone IVa Sicak nemli/tropikal kusak %65 RH + %5 RH 30°C +2°C

Zone IVB Sicak ytiksek nemli kusak %75 RH + %5 RH 30°C +2°C

Stabilite kosullarinin disinda bir de stres kosullar1 bulunmaktadir. Bu kosullar bozunma
yollarin1 belirleyerek bozunma iirlinlerinin tanimlanmasini ve molekiiliin kesin
stabilitesinin belirlenmesi kolaylastirir (Anonim., 2003). Bu ¢alismada uygulanmayan
ancak siispansiyon stabilite takiplerinde uygulanan in-use/kullanim i¢i kosullar da
bulunmaktadir. Kullanim igi stabilite testinin amaci (uygun oldugu durumlarda) ¢ok
dozlu bir iirliniin primer ambalaji agildiktan sonra kabul edilen bir spesifikasyon dahilinde
kaliteyi korurken kullanilabilecegi siireyi belirlemektir (Note for guidance on in-use
stability testing of human medicinal products 2001). Bu ¢alisma primer ambalaji iiriin
kullanimi1 siiresince acilip kapanabilen, ayni ambalajin birden fazla kez kullanildigi
tiriinlerde iriin stabilitesini gozlemlemek amaciyla yapilmaktadir. Test parametreleri
olarak renk, netlik, kapanma biitiinligii, partikiiler madde, partikiil boyutu gibi fiziksel
ozellikler, kimyasal 6zellikler bakimindan miktar tayini, antimikrobiyal koruyucu ve
antioksidan miktar tayinleri, degredasyonlar ve pH ve mikrobiyolojik olarak da toplam
bakteri ve sterilite testleri yapilir (Note for guidance on in-use stability testing of human
medicinal products 2001). Bu ¢alismada stres kosullari olan 40 °C’de %75 bagil nem
sartlarindaki etiivlerde tiim numuneler belirli periyotlarda ¢ikarilip mikrobiyal tiremenin
gbzlemlenmesi i¢in stres kosullarinda stabiliteye alinmistir. Periyot olarak baslangic,
1.hafta, 2.hafta, 1.ay ve 2.ay belirlenmistir. Her periyodun bitimindeki giin iriinler
etiivlerden c¢ikarilip oda sicakligina gelmeleri beklenmistir ve sonrasinda analize
alimmiglardir. Kalan numuneler analizlerin bitimi beklenerek 2-8 °C’de beklenmistir.
Analizi biten numuneler “Tehlikeli Atiklarin Kontrolii Yonetmeligi”ne gore imha

edilmesi saglanmistir (Tehlikeli Atiklarin Kontrolii Yonetmeligi 2005).

Asagidaki ¢izelgelerde friinlerin igerigi ve isimleri ve mikrobiyolojik analizlerin

sonuclar1 verilmistir;
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Cizelge 4.5. Uriin igerik ve isim ¢izelgesi.

Uriin ad1 Uriin icerigi
Orijinal Referans iiriin
KZK Koruyucusuz
Al/2 Orijinal koruyucu oranin 0.5 kat1 kadar sulu ekstrakt iceren numune
Al Orijinal koruyucu oranin 1 kat1 kadar sulu ekstrakt igeren numune
A2 Orijinal koruyucu oranin 2 kat1 kadar sulu ekstrakt igeren numune
A4 Orijinal koruyucu oranin 4 kat1 kadar sulu ekstrakt igeren numune
E 1/2 Orijinal koruyucu oranin 0.5 kat1 kadar etanolik ekstrakt iceren numune
E1l Orijinal koruyucu oranin 1 kat1 kadar etanolik ekstrakt igeren numune
E2 Orijinal koruyucu oranin 2 kat1 kadar etanolik ekstrakt igeren numune
E4 Orijinal koruyucu oranin 4 kat1 kadar etanolik ekstrakt igeren numune
Sekil 4.1. Mikrobiyolojik analiz sonuglari.

Numune Baglangig 1. Hafta 2. Hafta 1. Ay 2. Ay
Ad

: TA | TK | E. S. TA | TK | E. S. TA | TK | E. S. TA | TK | E. S. TA TK E.Coli | S.

Coli | Aureus Coli | Aureus Coli | Aureus Coli. | Aureus Auraus

Orijinal
KZItJ: + + + + + + +
A1/2 2 2 + + + + + + + + + + + + + + + +
Al 2 2 + + + + + + + + + +
A2 1 2 1 2 1 1 2 2 + + + +
A4 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
E1/2 + + + + + + + +
El + + + +
E2
[

Propolis suda az ¢oziinlirken en 1yi ¢oziiciisii etanoldiir. Mikrobiyolojik analiz sonuglari

ve fenolik madde ve toplam flavanoid igerikleri kiyaslandiginda anlamli bir benzerlik

goriinmektedir. Etanolik ekstrakt yiiksek fenolik madde ve flavanoid igerigine sahipken

bu oran sulu ekstraktta diisiik gelmistir ve tirlinlere eklendikleri konsantrasyonlar da

etkililikleri iizerinde degisiklige yol agmistir. Sulu ekstraktlarin tamaminda tiim periyotlar

boyunca iireme gozlemlenmistir. Stres kosullarinin siiresi uzadikca iireme de artmaistir.
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Ayrica iiremenin artmasiyla birlikte acik beyaz olan baslangig iiriinlerinin koyu krem/gri
arasi renk aldig1 gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda koruyucusuz numunede iireme olmadig1
kosullarda dahi sulu ekstrede iireme gozlemlenmistir, bu {iremenin nedeni olarak
¢Ozlinmiis madde miktarinin diisiik ve su igeriginin yiiksek olmasi diistiniilmektedir. Su
iceriginin ekstrede yiiksek olmasi, ekstrede iiremeyi hizlandirmis ve iriine etki ederek
bozunmasina sebep olabilecegi diistiniilmektedir. Etanolik ekstrakt iceren iiriinlerdeyse,
referans (orijinal) iirliniin igerigindeki yapay antimikrobiyal koruyucunun yarisi ve ayni
oraninda etanolik ekstrakt igeren numunelerde 1.aya kadar tireme gézlemlenmezken, 1.ve
2.aylarda aerobik bakteriler ve kiiflerde iireme gozlemlendigi goriilmektedir. Bununla
birlikte gram pozitif ve gram negatif bakterilerde iireme ve iiremenin oldugu aylarda renk
degisimleri gozlemlenmemistir ancak baslangi¢ numunelerine goére koku farkliligi
olugmustur. Referans iirlinle ayn1 sonucu veren numuneler orijinal koruyucu oranin 2 ve
4 kat1 kadar etanolik ekstrakt iceren numuneler olmustur. Bu numunelerde renk ve koku
degisimleri meydana gelmemistir. Ayrica tiim mikrobiyolojik ekimler sonug¢ saglamasi
yapabilmek adina 2 adet yapilmistir ve bunlarin sonuglarin birbirleriyle uyumlu gelmistir.
Toplam fenolik ve flavanoid igeriginin yiliksek oldugu etanolik ekstraktlarin
antimikrobiyal koruyuculugunun da yiiksek oldugu bu ¢alismada belirlenmistir. Ancak
gram pozitif (S. aureus) ve gram negatif (E. coli) bakterilere etkisi belirgin bir sekilde
goriinmemistir. Etanolik ve sulu ekstraktlarin her ikisine ait farkli dozlardaki sonuglarda
gram pzoitif ve negatif i¢in lireme agisindan birbirine paralel sonuglar gelmistir; bir
numunenin ilgili periyodunda ya her iki mikroorganizma da iiremis ya da her ikisi de
irememistir. Kontrol grubu olan koruyucusuz numune bu degerlendirmenin diginda

tutulmustur.

USP’ye gore asagidaki cizelgelerde yer alan testler mikrobiyolojik testlerde kullanildigi
secicilik saglamaktadir. Yani ayn1 anda birka¢ mikroorganizmay1 degil, sadece tek bir

susu gostererek belirleyiciligi arttirmaktadir.

Cizelge 4.6. E.coli i¢in mikrobiyal testler.

Uremeyi destekler E. coli
MacConkey broth
Uremeyi inhibe eder S. aureus
MacConkey agar Uremeyi destekler + belirtir E. coli
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Cizelge 4.7. S. aureus i¢in mikrobiyal testler.

Uremeyi destekler + belirtir S. aureus
Mannitol salt agar

Uremeyi inhibe eder E. coli

Avrupa Birligi Iyi Imalat Uygulamalar1 Kilavuzu (Guidelines on good manufacturing
practice 2011) Ek 1, steril tibbi tiriinlerin {iretimi esnasinda saglanmasi gereken gevresel
kosullar1 ve farkli smiflardaki temiz oda ve temiz bdlgelerin uygun sekilde
gerceklestirilmesini ve standartlarini belirtir. Derece A aseptik dolum ve iiretim
gerektiren, ampul, vial gibi aseptik dolum baglantilar1 gerektiren alanlari ifade eder.
Derece B aseptik hazirlama ve doldurma gerektiren A siifi bolge 6geleri icin arka plan
ortam1 saglar, 6rnegin derece A {iretim alaninin koridorlart bu derece olabilir. C ve D
olarak derecelendirilmis alanlar, ftretim silirecinde daha az kritik asamalarda
gercgeklestirilen daha az kritik gorevleri gergeklestirmek icin kullanilir. Kisaca 6zetlemek
gerekirse D’den A’ya gidildikge temizlik derecesi yilikselmektedir. Burada kastedilen
derece icerideki havanin partikiil biiyiikliigiinii belirleyen hava filtre sistemleridir. igeriye
gonderilen hava her derecede farkli biiyiikliikteki filtrelerden siiziilerek verilir. A’dan
D’ye gidildikce bu deger artmaktadir. Asagida birim m® hacimde izin verilen partikiil
sayisina gore odalarin derecelendirilmesi verilmistir (Guidelines on good manufacturing
practice 2011);

Cizelge 4.8. Izin verilen maksimum pargacik sayisi/m?.

Derece Durgun Durgun Isletme Isletme
Simif 0.5 pm/m?® 0.5 pm/m?® 0.5 pm/m?® 0.5 pm/m?®
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352000 2900
C 352000 2900 3520000 29000
D 3520000 29000 Tanimmlanmamis | Tanimlanmamis

Bu sartlara gore bu caligmada {iretimi yapilan silispansiyona C derece temiz oda uygun

bulunarak, o sinifa ait sartlarda tiretim yapilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismanin amaci, Diizce yoresinde yaygin bir sekilde yapilan ariciligin yan
iriinlerinden biri olan propolise katma deger kazandirarak bolge ve lilke ekonomisine
katki saglamaktir. Bir diger amagsa bu katkilarin yaninda propolise alternatif kullanim
alanlarim1  olusturarak hem propolisi farkli yonleriyle literatire ve ekonomiye
kazandirmak hem de yapay ila¢ antimikrobiyal koruyucularina alternatif gelistirmektir.
Ulkemizde yaygin olarak yapilan aricilik faaliyetlerini bu yolla belirli bir standart altina
almak da bu yolla miimkiin olabilir. fla¢ sanayiinde uygulanan smirlar1 ¢ok net ifade
edilmis kurallar propolis, bal ve diger ar1 {irlinler tiretimlerini de standardize edebilmek
adina aricilik dogasina uygun bi¢cimde uyarlanabilir. Bu bakimdan ila¢ sanayisi i¢in de

yeni bir hammadde kaynagi olusturulmus olacaktir.

Paraben bazli yapay koruyucularin farmasétikler ve kozmetik iiriinlerde birgok iilkede
yasaklanmasinin veya kullaniminin kisitlanmasi, alternatif arayislarini arttirdi. Bu
noktada propolis hem antimikrobiyal hem de antifungal 6zellikleri sebebiyle, ideal bir
antimikrobiyal koruyucu roliindedir. Yapay koruyucularin yan etkilerinin fazla olmasi,
pediatrik ve 65 yas {istii hastalarda bu etkilerin daha belirgin hissedilmesi ve daha ¢ok
yasanmasi, bunlara ek olarak propolisin antimikrobiyal etkisinin yaninda sagliga faydali
ek oOzelliklerinin olmasi, bu alanda kendine biiylik bir pazar payr olusturabilecegini
gostermektedir. Yapilan bu c¢alismada, propolisin belirli konsantrasyonlarda paraben
bazli yapay koruyucularla aynmi sekilde koruma sagladigimi kanitlamistir. Daha 6nce
cesitli calismalarda yardimc1 madde olarak kullanilan propolisin farmasétik anlamda
kullanilmast bu ¢alismay1 6ncii ¢caligmalar arasina sokmakta ve propolisin kullanimina
yeni bir bakis acis1 getirmektedir. Calismanin giivenilirligini arttirmak adina stres
kosullar1 uzatilarak ayni farmasoétik formlarda ayni koruyuculara karsi, kati hale
getirilerek kat1 farmasotik formlarda ve hem kat1 hem de s1v1 olarak yari kat1 tiriinlerde
ayni islevde kullanimi arastirilarak farmasotik sanayiine kazandirilabilir ve in-use
stabilite de takip edilebilir. Ayrica yiiksek fenolik ve flavanoid igerigine sahip numunenin
uzun streli antimikrobiyal koruyuculugu sagladigir goriildiigiinden, farkli etanolik
ekstraksiyon yontemleri denenerek yiiksek verimli numuneler kullanilarak, diistik

oranlarda yiiksek koruyuculuk denemeleri de goz 6niinde bulundurulabilir.
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Heniiz farmasotik eksipiyani olarak propolisin kullanilmasi anlamda belirgin ¢caligmalarin
yapilmamis olmas1 propolisin bu alanda yeni ¢aligmalara ac¢ik oldugunu gostermektedir
ve bu konuda calismalar yapilmalidir. Ayrica eksipiyan olarak kullanilmanin yaninda
antibiyotik, antimikrobiyal ve antiviral 6zellikleri sayesinde etken madde olarak da
calismalarda yer almalidir. Son donemlerde artan antibiyotik direngleri ve viral

enfeksiyonlara karsi alternatif bir ¢aligma alani olarak degerlendirilebilir.
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