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oz

Propolis, bal arilarinin topladiklari bitki nektar, polen ve re¢inemsi maddeleri enzimlerle igleyerek
olusturduklari dogal bir iliriindur. Propolis gida, saghk ve kimya gibi bircok farkli sektérde ¢ok
fonksiyonlu sekilde kullanilan biyoaktif icerigince zengin bir maddedir. Ancak ham propolisin suda az
¢oOziinen reginemsi yapisi nedeniyle apolar 6zellikteki kisimdan biyoaktif kismin ayrilmasi oldukga
zordur. Bu nedenle propolis ham haliyle tiiketilememektedir. Flavonoid ve fenolik asitlerce zengin
300’e yakin bilesen iceren propolisin kimyasal bilesimi iklim, bitki ortlisii ve mevsime gore ¢esitlilik
gostermektedir. Kimyasal bilesimdeki bu ¢esitlilik, propolisin ektraksiyonu igin gelistirilen yontemlerin
de gesitlenmesine neden olmustur. Giiniimiizde bu amagla gelistirilen yontemler arasinda en ¢ok gevre
dostu ve geri donilisiim olanagi saglayan ekstraksiyon yontemleri dikkat gekmektedir. Bu derlemede
propolis ekstraksiyonunda kullanilan hem geleneksel hem de yenilik¢i yontemler 6zellikle
ekstraksiyon etkiniligi agisindan degerlendirilmigtir. Propolis ekstraksiyonunda kullanilan yenilikgi
yontemler degerlendirildiginde, ultrases destekli ekstraksiyon ve yesil ¢oziici ekstraksiyonu
yontemlerinin yliksek ekstraksiyon etkinligi, siirdiiriilebilirlik ve diisiik operasyon maliyeti agisindan
dikkat cektigi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Ultrasonik Ekstraksiyon, Derin Otektik Coziicii, Siirdiiriilebilirlik, Yesil
Kimya

ABSTRACT

Propolis is a natural product created by honey bees with enzymes by process nectar, pollen, and
resinous plant materials. Propolis is rich in bioactive content that is used in a multifunctional way in
many different sectors such as health, food, and chemistry. However, propolis cannot be consumed
in its raw form due to its resin-like structure which is less soluble in water. Therefore, it is challenging
to separate the bioactive part from the apolar part due to the sticky structure of the raw propolis.
Propolis has around 300 chemical compounds high in flavonoid and phenolic acids, and its
composition varies depending on the climate, flora, and season. For this purpose, sustainable and
environment-friendly extraction methods have been developed. In this review, conventional and novel
extraction methods have been evaluated particularly in terms of extraction efficiency. Among the novel
propolis extraction methods, ultrasound-assisted and green solvent extraction methods have gained
great interest in terms of extraction efficiency, sustainability, and low operation cost.

Keywords: Propolis, Ultrasonic Extraction, Deep Eutectic Solvent, Sustainability, Green Chemistry
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EXTENDED ABSTRACT

Purpose: Propolis is a natural resinous product
produced by Apis mellifera (honey bees). Honey
bees collect the extracts from leaves, buds, and
barks of trees such as poplar, oak, chestnut, and
pine and process them with their enzymes. Propolis
is also called bee glue due to its sticky form and is
used to close cracks and holes in the hives for
insulation and protection. Propolis contains many
chemical compounds such as flavonoids, phenolic
acids, essential oils, minerals, and vitamins that vary
according to herbal source and climate conditions.
Due to the great variety of chemical compositions of
raw propolis, developing the best approach to obtain
high-quality propolis extract might be challenging.
Therefore, the optimum extraction condition for
propolis obtained by different origins has been
investigated in many recent studies. In this review,
besides conventional methods, the effectiveness of
novel extraction methods such as microwave-
assisted extraction, ultrasound-assisted extraction,
high pressure, super critic CO2, and deep eutectic
solvent extraction was evaluated. The advantages
and disadvantages of extraction methods are
mentioned. Moreover, the studies on their industrial
use to produce high-quality propolis extract by cost-
effective methods are summarized.

Discussion: Extraction methods are closely related
to the chemical composition and concentration of
propolis extract. Maceration and soxhlet extraction
are mostly used conventional methods for propolis
extraction. Furthermore, extraction parameters such
as particle size, solvent polarity, solid-solvent ratio,
extraction temperature, and time affect extraction
efficiency. Until today, many solvents (methanol,
ethanol, acetone, dichloromethane, hexane, and
ethyl acetate) have been used for the conventional
extraction of propolis to reach a high bioactive yield.
However, the conventional extraction methods are
challenging in terms of the need for high purity and
large amounts of solvent, difficulty in removing the
used solvent, long operation time, high cost, and
losses in temperature-sensitive bioactive
components due to high-temperature applications.
In the last two decades, novel extraction methods
have been considered to minimize these
disadvantages with the developing technology.
These methods are green alternatives to
conventional methods due to their environmentally
friendly nature (low organic solvent and energy
consumption). Ethanol is widely used in green
methods since it is a non-toxic solvent that has
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advantages for extracting various components such
as flavonoids or polyphenols from propolis. Green
methods also use different forms of physical power
such as ultrasound, microwave, and pressure to
decrease solvent consumption. In addition to solvent
consumption, the main advantages of many green
extraction technologies are reduced extraction time,
solvent consumption, and operation costs.

Conclusion: Many previous studies suggested that
green extraction methods are more advanced than
conventional extraction methods, particularly in
terms of extraction efficiency. The ultrasound-
assisted extraction method is superior to many novel
methods due to its high extraction efficiency and it
prevents degradation of thermolabile compounds
during the extraction of propolis. Super critic CO2
extraction is not a preferred method for propolis
extraction due to low extraction efficiency to obtain
bioactive rich extract and requires ethanol (1 — 10%)
as a co-solvent. Although high-pressure processing
has significant advantages in terms of extraction
times, special equipment is required. Deep eutectic
solvents, novel green solvents, developed in the last
decade have demonstrated promising potential for
propolis extraction. However, more studies are still
necessary to find the optimum way to extract
bioactive compounds from different types of
propolis, especially for industrial-scale applications.

GiRiS

Bal, polen, ari sutl, propolis gibi pek ¢ok ari Grinu
6nemli  bilesen  kompozisyonlari  nedeniyle,
gecmisten ginimize kadar saghgin korunmasi ve
geleneksel tedavi ydntemlerinde sahip oldugu 6nemi
korumaktadir (Bakkaloglu ve Arici 2019, Kumova vd.
2002, Yildiz 2020). Ari Grinlerinin tamami dogrudan
tiketilebilen o6zellikte olmadigindan bir kisminin
islenerek tiketiimesi gerekmektedir (Bakkaloglu ve
Arici 2019). islenerek tiiketilebilenler sinifinda yer
alan propolise ise ilk olarak Antik Yunan yazitlarinda
rastlaniimis olup bu isim, propolisin kovani ve kovan
icindeki  arilari  enfeksiyonlardan  korudugunu
kesfetmelerinin ardindan verilmistir (Kumova vd.
2002). Yapilan onceki galismalarda, propolis bal
arillarinin (Apis mellifera) kavak, mese, kestane ve
¢am gibi agaclarin ve bazi otsu bitkilerin tomurcuk,
yaprak, govde, kabuk gibi boliimlerinden topladiklari
Ozleri enzimlerle igleyerek olusturduklari reginemsi
dogal bir Urin olarak tanimlanmaktadir (Keskin
2018, Reis vd. 2019, Senol Yazkan ve Hendek
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Ertop, 2024). Tirk Standartlar Enstitiisu (TSE) ise
propolisi “isci arilarin, kovan igerisindeki besinleri,
yavru arilart  ve kendilerini ¢esitli patojen
mikroorganizmalardan  (viris, bakteri, fungus)
korumak amaciyla bitkilerin yaprak, gévde, tomurcuk
vb. kisimlarindan topladidi recinemsi maddeleri ve
bitki nektarlarini, baslarinda yer alan salgi
bezlerinden salgilanan enzimler ile biyokimyasal
degisiklige ugratarak olusturduklari, ‘ari tutkal’
olarak da adlandirilan trin” olarak tanimlanmaktadir
(TS 12910). Yapigskan formdaki yapisi sebebiyle
kovan icine isci arilarin yardimiyla bogaltilarak belirli
noktalara biriktiriimekte, birikimi gerceklestirilen Griin
ise kovan ici izolasyonunun saglanmasi, kovandaki
catlak ve deliklerin kapatilmasi, hasarli peteklerin
tamiri, kovan giris deliginin daraltiimasi gibi pek gok
amag icin kullaniimaktadir (Yavuz vd. 2012). Diger
yandan, propolisin  yapiskan  formu, balin
toplanmasinda calisma sartlarini zorlastirdigindan
cita petekli balin pazarinda istenmeyen bir 6zellik
olarak degerlendirilmis ve aricilar tarafindan arilarin
Uretmesini istemedikleri bir bilesim formuna
doénusmustir. Ancak, 6zellikle son vyillarda aricilik
sektoérindeki bilingli Gretim ve proses tekniklerinin
geligtirilerek sektére aktariimasi 6zenle yaklasilan
konular arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte
aricilarda artan farkindalik, ari Grdnleri igerisinde
propolisin 6nemine dikkat gcekerek Uretim miktarinda
artisa neden olmustur (Keskin 2018, Kumova vd.
2002).

Tuarkiye’'nin zengin bitki o6rtist propolis Uretiminde
uygun ortami saglarken, iklim ve bitki ortistindeki
cesitlilik propolis kalitesi ve toplama kolayhgi Gzerine
etkili olmaktadir. Bu anlamda Karlidag ve Geng
(2007) tarafindan vyapilan c¢alismada, Ulkemiz
acisindan sonbahar ve kig aylarinda, arilarin kovani
soguktan korumak istemeleri nedeniyle, daha kaliteli
propolis Uretiminin yapildigi vurgulanmaktadir. Ayni
zamanda yaz mevsiminde artan sicakliktan dolayi
yapigkan bir formda olan propolisin toplanmasinin
zorlastigi ve bu nedenle kovan iginde balmumuyla
karisma ihtimalinin de arttigi  bildirilmektedir.
Ornegin, 25-45 °C’de, oldukga yapiskan bir yapiya
sahip olan propolisin yapiskan 6zelligi sicaklik
artigtyla birlikte artmakta ve genellikle 60-70 °C’de
sivi  halde bulunmaktadir. 15 °C’den duslk
sicakliklarda ise propolis genellikle donuk, kirillgan
ve sert bir yapiya sahiptir (Krell 1996). Iklimsel
cesitlilik ve bunun yani sira dzellikle bdlgedeki
bitkisel ¢esitlilik ve toplanma zamani propolisin rengi
Uzerine etkili olmakta, renk koyu saridan
kahverengine, kirmizi  ve yegile degisim

gOsterebilmektedir (Karlidag ve Geng 2007).
Kendine 6zgl keskin ve aromatik bir kokusu olan
propolisin  kimyasal bilesimi de  kovanin
konumlandirildidi  ¢evrenin iklimsel ve cografi
Ozellikleri, propolisi olusturan arinin tird, botanik
etkenler gibi birgok farkli etkene bagl oldugu igin
fazlasiyla degisken ve komplekstir (Escriche ve
Juan-Borras 2018, Ozdal vd. 2019). Ug yiizden fazla
farkli bilesik icerdigi bildirilen propolisin kimyasal
bilesimi, genel olarak %50 recine, %30 mum, %10
esansiyel yag, %5 polen, %5 diger organik bilesenler
ve minerallerden olugsmaktadir (Yucel vd. 2017).

Propolisin yapisinda c¢esitili mineral (magnezyum,
kalsiyum, potasyum, sodyum, demir) ve vitaminler
(B1, B2, B6, C ve E) belirlenmis olmakla birlikte
bunlar minér dizeyde bulundugundan besin degeri
oldukca digsuk olarak degerlendiriimektedir
(Deblock-Bostyn 1982). Diger yandan propolis,
yuksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle saglik
Uzerine olumlu etkileri bulunan bir¢ok fenolik bileseni
icermektedir. Yapilan caligmalar, propolisin dnemli
bir fenolik kaynagi oldugunu géstermektedir (Tablo
1, Cakir 2022). Fenolik bilesenler genel olarak
fenolik asitler ve flavonoidler olarak
gruplandiriimaktadir  (Bankova 2005).  Onceki
calismalar, fenolik bilesen kompozisyonlarinin elde
edildigi kaynada gore degisebilecedini gdstermigtir
(Tablo 2, Cakir 2022). Ornegin, Cakir ve Giizel
(2023) tarafindan yapilan c¢alismada propoliste
bulunan hakim fenolik asitler olarak, ferulik asit
(5,31-6,55 mg/g propolis), kafeik asit (3,34-3,73
mg/g propolis), p-kumarik asit (2,63-2,95 mg/g
propolis) ve sirincik asit (2,12-2,24 mg/g propolis)
belirlenirken, kuersetin (0,14-0,15 mg/g propolis) ve
rutin  (0,0027-0,0032 mg/g propolis) baskin
flavonoidler olarak saptanmistir. Diger yandan
Oroian vd. (2020a) tarafindan yapilan calismada,
propoliste belirlenen baslica fenolik bilesenler
sirasiyla kamferol (228,8 mg/g propolis), mirisetin
(115,5 mg/g propolis) ve luteolindir (27,2 mgl/g
propolis). Protokatesik asit ise yapilan diger
calismalarda (Cakir ve Guizel 2023, Rajan vd. 2021,
Sagdic vd. 2020) belirlenirken bu c¢alismada
saptanmamistir. Ham propolisin kendine 6zgu vaksli
ve apolar yapisl biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunu zorlastirmaktadir (Yildiz 2020).
Ayrica, ham propolisin pek ¢ok farkli iklim ve bitkisel
kaynaktan elde ediliyor olusu propolise oldukca
onemli bir kimyasal bilesen cesitliligi saglarken
propolis ekstraksiyonu i¢in en iyi yaklasimin
gelistiriimesini de zorlastirmaktadir. Bu nedenle,
yuksek kalitede ve wuygun maliyetli propolis
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ekstraktlarinin elde edilebilmesi icin 6zellikle ¢ok

gerceklestiriimis

propolis  ekstraksiyonu

ve

sayilda Onemli c¢alisma yulrutilmektedir. Bu ekstraksiyon kosullarinin optimize edildigi calismalar
derlemede geleneksel ve yenilikci yontemlerle Ozetlenerek tartisiimistir.

Tablo 1. Propolis TPC, TFC ve antioksidan aktivite konsantrasyonlarr*

Table 1. TPC, TFC and antioxidant activity in propolis *

Miktar (Concentration)

Kaynak (References)

TPC 17,34 — 33,44 mg GAE/ g Gargouri vd. 2019
12,54 — 253,71 mg GAE/g Rajan vd. 2021
79,17 — 174,51 mg GAE/g Al-Juhaimi vd. 2021
4,8 — 504,2 mg GAE/g Oroian vd. 2020a
134,02 — 327,30 mg GAE/g Shahbaz vd. 2021
55,74 — 91,32 mg GAE/g Andrade vd. 2017
510 — 575 mg GAE/g Erdogan vd. 2011
43,77 — 97,96 mg GAE/mL Zainal vd. 2021
28,48 — 80,24 mg GAE/mL Keskin vd. 2020
2,43- 127,31 mg GAE/mL Sagdi¢ vd. 2020

TFC 30,89 — 59,45 mg QE/g Andrade vd. 2017

41,19 - 70,19 mg QE/g

Al-Juhaimi vd. 2021

117 — 559 mg CE/100 g

Gargouri vd. 2019

104 — 40516 mg/L

Sagdig vd. 2020

25,09 — 112,49 pyg QE/mL

Zainal vd. 2021

Radikal siipiiriicii etkisi
(DPPH)

%37,00 — %88,11

Zainal vd. 2021

%44,73 - 73,18

Shahbaz vd. 2021

%17,29 — 53,62

Al-Juhaimi vd. 2021

4431 - 4663,80 umol TEAC/g

Andrade vd. 2017

409,6 — 503,7 mg TEAC/g

Erdogan vd. 2011

Antioksidan Kapasite
(ABTS)

1868,5 — 2913,5 umol TEAC/100 g

Andrade vd. 2017

18,652 umol TEAC/g

Cavalaro vd. 2020

109,76 — 252,9 pmol TEAC/g

Gargouri vd. 2019

237,7 — 285,3 mg TEAC/g

Erdogan vd. 2011

*Cakir 2022'den adapte edilmistir. TPC: Toplam Fenolik Konsantrasyonu, TFC: Toplam Flavonoid Konsantrasyonu, GAE: Gallik Asit
Esdegeri, QE: Kuersetin Esdegeri, TEAC: Trolox Esdeder Antioksidan Kapasitesi

*Adapted from Cakir 2022. TPC: Total Phenolic Concentration, TFC: Total Flavonoid Concentration, GAE: Gallic Acid Equivalent, QE:
Quercetin Equivalent, TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
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Tablo 2. Propolis fenolik bilesen kompozisyonu*

Table 2. Phenolic composition of propolis extract®

Fenolik Bilesen Kompozisyonu Miktar Kaynak

(Phenolic composition) (Phenolic content) | (References)

Flavonoid

Apigenin 0,09 — 13,4 mg/g Hu vd. 2022, Oroian vd. 2020a, Pellati vd. 2013
Krisin 4,06 — 161,7 mg/g Hu vd. 2022, Oroian vd. 2020a, Pellati vd. 2013
Epigallokatesin 0,33 — 3,39 mg/g Rajan vd. 2021

Galangin 0,57 — 16,3 mg/g Hu vd. 2022, Pellati vd. 2013

Isorhamnetin 0,29 — 23 mg/g Hu vd. 2022, Oroian vd. 2020a

Kamferol 0,03 — 12,21 mg/g Hu vd. 2022, Rajan vd. 2021

Katesin 0,04 — 2,33 mg/g Rajan vd. 2021

Kuersetin 0,06 — 12,4 mg/g Oroian vd. 2020a, Rajan vd. 2021

Miristin 2,32 — 295 ug/mL Bozkus vd. 2021, Sagdi¢ vd. 2020

Naringenin 2,00 — 959ug/mL Bozkus vd. 2021, Sagdig vd. 2020

Pinobanksin 0,37 - 7,8 mg/g Hu vd. 2022, Pellati vd. 2013

Pinocembrin 2,51 - 25 mg/g Hu vd. 2022, Pellati vd. 2013,

Rutin 0,11 — 75,6 mg/g Oroian vd. 2020a, Rajan vd. 2021

Fenolik asit

4-OH Benzoik Asit 43,17 mg/kg Shahbaz vd. 2021

Ferulik Asit 3 -1561 mg/L Sagdig vd. 2020

Gallik Asit 0,03 — 0,440 mg/g Rajan vd. 2021, Rebiai vd. 2021

isoferulik Asit 0,34 — 3 mg/g Pellati vd. 2013

Kafeik Asit 0,04 — 21,66 mg/g Hu vd. 2022, Oroian vd. 2020a, Rebiai vd. 2021
Kafeik Asit Fenil Ester (CAPE) 2,3-13,1 mg/g Pellati vd. 2013

Klorojenik Asit 0,07- 19,35 mg/g Hu vd. 2022, Rajan vd. 2021

m-Kumarik Asit 1,33 — 13,57 mg/kg Shahbaz vd. 2021

p-Kumarik Asit 1,21 -271,7 mglg Oroian vd. 2020a, Rajan vd. 2021

Protokatesik Asit 0,06 — 0,52 mg/g Rajan vd. 2021

Transsinamik Asit 37 — 3532 mg/L Sagdig¢ vd. 2020

Vanilik Asit 12,67 — 26,81 mg/kg | Shahbaz vd. 2021

*Cakir 2022'den adapte edilmistir. *“Adapted from Cakir 2022.

Propolis Ekstraksiyon Yontemleri

Geleneksel Ekstraksiyon Yontemleri

Popolisin  geleneksel

ekstraksiyonunda yaygin

olarak kullanilan yéntemler maserasyon ve soxhlet
ekstraksiyonudur (Trusheva vd. 2007). Ekstrakte
edilen biyoaktif bilesenin  kompozisyonu ve
konsantrasyonu, ekstraksiyon metodunun yani sira
secgilen solvent konsantrasyonu, ekstraksiyon
sicaklik ve suresi, partikil bayuklaga, kati solvent
orani gibi parametrelerle de yakindan iligkilidir
(Oroian vd. 2020b). Bu nedenle bugline kadar
propolisten biyoaktif bilesenlerin elde edilmesinde
dimetil sullfoksit (Netikova vd. 2013), metanol,
etanol, aseton, diklorometan, heksan, etil asetat gibi
pek ¢ok solvent kullaniimigtir (Sambou vd. 2020).
Ancak etanol-su karigimi, diger organik solventlerle
kiyaslandiginda toksisitesinin digtk olmasi ve daha
yuksek ekstraksiyon etkinligine sahip olmasi
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nedenleriyle propolis biyoaktif bilesenlerininin
ekstraksiyonunda en c¢ok kullanilan solventtir
(Escriche ve Juan-Borras 2018). Diger yandan
yuksek saflikta ve ¢ok miktarda solvent gereksinimi,
kullanilan solventin uzaklastirlma zorlugu, uzun
operasyon suresi ve maliyeti, ylksek sicaklik
uygulamalari nedeniyle sicakliga duyarli biyoaktif
bilesenlerde meydana gelen kayiplar geleneksel
yontemlerin en dnemli dezavantajlaridir. Bu
dezavantajlarin  minimize edilmesi icin gelisen
teknoloji ile beraber farkli ekstraksiyon yontemleri
Uzerinde durulmaktadir (Sengll ve Topdas 2019).
Propolisin ekstraksiyonunda geleneksel yontemlere
alternatif olarak kullanilan yontemler; ¢cevreye verilen
zararin  minimumda tutulmasi sebebiyle yesil
teknikler olarak da adlandiriimaktadir (Yildiz 2020).
Yesil tekniklerin glvenilir olmasi, daha az kimyasal
kullanilmasi, duslk enerji harcanmasi, kirliligin en
aza  indirgenebilir  olmasi, zaman kaybi
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olusturmamasi, yenilenebilir hammadde kullanimina
olanak saglamasi son yillarda gida teknolojileri
acisindan tercih edilme nedenleri arasinda
gosterilmektedir (Sengul ve Topdas 2019).

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yontemi

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (ME), yiksek
frekansh (300 GHz — 300 MHz) elektromanyetik
dalgalar yardimiyla materyalden bir sivi iginde
¢ozlnebilen maddelerin ekstraksiyonu seklinde
tanimlanabilen yeni bir tekniktir (Sengtl ve Topdas
2019). Bu teknikte ¢ozgen secimi oldukga 6énemli bir
parametre olup ¢6zgenin mikrodalga 1simasini
absorblama diizeyi, analitin ¢éziictudeki ¢ozinarligu
ve ¢Ozucunun materyalin igerigindeki bilesenlerle
etkilesimi dikkate alinmalidir (Buyuktuncel 2012).
Pellati vd. (2013) ham propolisten fenolik
bilesenlerin mikrodalga destekli ekstraksiyonunda
solvent konsantrasyonunun (%60 — 90 etanol:su)
yani sira sure (10 — 20 dak.) ve sicaklik (80 — 120
°C) parametrelerinin ekstraksiyon verimi Uzerine
etkilerini arastirmistir. Yapilan bu ¢alismada, fenolik
bilesenlerin mikrodalga destekli ekstraksiyonu igin
en uygun solventin %80 etanol oldugu belirlenirken
ekstraksiyonun 106 °C’de 15 dakika suresince
gerceklestiriimesi dnerilmektedir. Hamzah ve Leo
(2015) tarafindan ME ile gerceklestirilen propolis
ekstraksiyonunda ise kati: solvent orani, mikrodalga
gucu ve sicakhk parametreleri icin optimum kosullari
belirlemistir. Calisma sonuglari 115 °C sicaklikta 1:5
kati solvent orani ve 300 W mikrodalga gucu ile
gerceklestirilen ekstraksiyonun verim agisindan
uygulanabilir oldugunu gdOstermektedir. Yapilan
calismalarda ME diger ekstraksiyon yontemleri ile de
ekstraksiyon verimliligi agisindan karsilastiriimistir.
Oroian vd. (2020b), propolis ekstraksiyonunu
geleneksel ekstraksiyon ydntemlerinden olan
maserasyon ve mikrodalga ile gerceklestirmigtir.
Maserasyona kiyasla (%91) ME ile daha ylksek
ekstraksiyon verimine (%96) ulagildigini
belirlemistir.  Ayrica  geleneksel ekstraksiyon
yontemlerine kiyasla ME ile gerceklestirilen
ekstraksiyonda operasyon suresi kisalirken solvent
gereksiniminin de azaldigi belirlenmistir (Hamzah ve
Leo 2015, Pellati vd. 2013). Ekstraksiyon stresi ve
¢6zucl kullamimini azaltmasi gibi avantajlarin yani
sira ME gida proseslerinde dusuk maliyetli olmasi ve
ekipmanlarin kigukligl gibi avantajlara da sahiptir
(Cravotto vd. 2008).

Ultrases Destekli Ekstraksiyon Yontemi

Ultrasonik ses uygulamalari yuksek ve distk enerijili
olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Dusik enerijili
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ultrasonik uygulamalarda kullanilan referans; 1
W/cm?den disitk ses yogunlugu ve 100 kHz'den
yuksek frekansken, ylksek enerjili ultrasonik
uygulamalarda kullanilan referans ise 1 W/cm®den
yuksek ses yogunlugu ve 18-100 kHz'den daha
disik frekans araligi olarak belirlenmistir (Cavuldak
vd. 2016). Yuksek frekansl disuk enerijili ultrasonik
uygulamalar gidanin yapisinda kimyasal ve fiziksel
etkilesimler meydana getirmedigi icin fizikokimyasal
ozelliklerinin  tespitinde kullaniimaktadir. Dusuk
frekansli ylksek enerjili ultrasonik uygulamalarda ise
gidanin yapisinda kimyasal ya da fiziksel degisimler
meydana gelmekte ve hedeflenen bilesiklerin
ekstraksiyonu icin kullanilabilmektedir (Oroian vd.
2020a). Yapilan ultrases destekli ekstraksiyon (UE)
calismalarinda fenolik bilesen icerigi bakimindan
daha zengin propolis ekstrakti elde edilmesi
amaglanmistir. Bu nedenle yapilan c¢alismalarda
ekstraksiyon etkinligi Uzerine etkili olabilecek kati:
solvent orani, ¢dzlcl konsantrasyonu, ekstraksiyon
sicaklik ve suresi gibi ¢esitli parametrelerin optimize
edilmesi Uzerinde durulmustur (Tablo 3).

Calismalarda genellikle ¢dzicu olarak etanolin
farkli konsantrasyonlari kullanilirken dimetilsulfoksit,
propilen glikol vb. ¢dézUculer de ekstraksiyon solventi
olarak segcilmistir. Kati solvent orani (1:9 — 1:300) ve
sicaklik (25 — 75 °C) gibi optimize edilmek istenen
parametrelerde ¢cok sayida ¢alismada olduk¢a genis
bir aralikta degerlendirilmistir. Ekstraksiyon suresi
olarak neredeyse her c¢alismada farkh sureler
secilirken minimum 2 — 3 dakika, maksimum 60
dakika suren ultrases uygulamalari bulunmaktadir.
Ornegin  Cavalaro  vd.  (2020), propolis
ekstraksiyonunu dustk sicaklikta (< 25 °C), 1:35 kati
solvent oraninda %90 etanol ¢ozeltisi kullanilarak 20
dakika suresince ultrases uygulayarak
gerceklestirmistir. Bu calismada elde edilen propolis
ekstraktinda antioksidan aktivite (18,652 pmol
TEAC/g, DPPH) ve toplam fenolik madde miktari
(3462,4 mg GAE/g) da belirlenmistir. Oroian vd.
(2020a) ise propolisin ultrasonik ekstraksiyonunda
ultrasonik genlik, sicaklik, ¢ézicu konsantrasyonu
ve sure parametreleri dederlendirilmistir. Yapilan bu
calismada optimum kosullarin  belirlenmesinde
ekstraktin igerdigi toplam fenolik madde miktar
(459,9 mg GAE/g), flavonoid konsantrasyonu (220,6
mg QE/g), ve balsam icerigi (%1,95) dikkate
alinmistir. Calisma sonuglarina goére propolisin
ultrasonik ekstraksiyonu icin %100 ultrasonik
amplitude, %70 solvent konsantrasyonu, 58 °C
sicaklik ve 30 dakika en uygun kosullar olarak olarak
belirlenmistir. Ultrases, kullanildi§i bazi sistemlerde
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tek basina yeterli olurken bazilarinda is1 ve/veya

basing  gibi islemlerle kombine  edilerek
kullaniimaktadir. Bu kombine sistemlere
termosonikasyon (ultrases - sicaklik),
manosonikasyon (ultrases - basing),

manotermosonikasyon (ultrases — sicaklik — basing)
uygulamalari drnek olarak verilebilmektedir (Knorr
vd. 2004). Gakir ve Giizel (2023) tarafindan yapilan
calismada ise propolis ekstraksiyonu
termosonikasyon ile gergeklestirilerek optimum
ekstraksiyon i¢cin model gelistirilmistir. Bu ¢alismada
UE parametreleri olarak etanol konsantrasyonu
(%50 — 100), sicakhk (30 — 70 °C), sire (10 — 50 dak)
ve kati solvent orani (1:100 — 1:300 g/mL) segilmistir.
UE ile gerceklestirilen ekstraksiyonun etkinligi
geleneksel ydntemle gergeklestirilen ekstraksiyon
(%75 etanol, 50 °C, 1:200 g/mL kati solvent orani ve
24 saat ekstraksiyon suresi) etkinligi ile
karsilastiriimistir. Calismanin sonucunda

Tablo 3. Ultrases destekli propolis ekstraksiyonu parametreleri

Table 3. Ultrasound assisted extraction parameters

geleneksel yontemle elde edilene kiyasla UE ile
optimum kosullarda (90% etanol, 51 °C, 32 dakika
ve 1:300 g/mL kati solvent orani) gerceklestirilen
propolis ekstraktinda daha ylksek oranda toplam
fenolik madde (252,74 mg GAE/qg), flavonoid (222,32
mg CE/g), antioksidan aktivite (1,43 mmol TEAC/g)
ve balsam konsantrasyonu (%71,99) icerdigi
belirlenmistir. Gargouri vd. (2019) tarafindan yapilan
calismada da propolis ekstraksiyonu icin UE ve
geleneksel yontem antioksidan ve antimikrobiyal
etkinlik acisindan kiyaslanmis ve propolisin
ultrasonik ekstraktinin etkinliginin daha yuksek
oldugu degerlendirilmistir. Sambou vd. (2020) ise
propolis ekstraksiyonunda geleneksel, ME ve UE
yontemlerini kullanarak ekstraktlarin antiradikal
aktivitelerini karsilastirmistir. Calisma sonucunda
ise UE yoOntemiyle elde edilen propolis
ekstraktlarinin enyiksek antiradikal aktiviteye (IC50
= 48 ug/mL) sahip oldugunu belirlemistir.

Kati-Solvent Orani Sicaklik (°C) Siire (dk) Coziicii Konsantrasyonu Kaynak
(Solid:Solvent Ratio) (Temperature, °C) (Time, min) (Solvent Concentration) (References)
1:9 — 30 %70 etanol Sorucu 2015
1:10 75 40 %60 etanol Acun ve Gul 2021
1:9 — 30 %70 etanol Sariyev vd. 2019
1:9 — 15 %70 etanol Nyandwi 2017
1:10 20-22 60 %70 etanol Ucak 2018
1:15 — 20 %80 etanol Gargouri vd. 2019
2:15 35 60 %70 etanol Andrade vd. 2017
%70 etanol,
Bakkaloglu vd.
1:10 58 — 60 2-3 %100 DMSO,
2021
%100 propilen glikol

Ultrasonik ses dalgalarinin  mekanik aktivitesi,

solventin  dokulara dogru olan  dagihimini
hizlandirarak hiicre duvari pargalanmasini ve hiicre
ici bilesenlerin ¢dzlclye kolayca gegmesini

saglamaktadir. Ayrica ortama ses salinimiyla birlikte
salinan ylksek enerji sayesinde mekanik ener;ji
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arttirilarak 1s1 ve kitle transferi hizlandiriimaktadir
(Cavalaro vd. 2019, Cavuldak vd. 2016, Oroian vd.
2020a). Bu sayede UE sonucunda pek ¢ok bilesen
icin geleneksel ydntemlere kiyasla daha yuksek
ekstraksiyon etkinligi degerleri belirlenmis ve gida
endustrisinde daha ¢ok uygulama alani bulmustur.
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Ozellikle yesil ve yenilikci teknikler olarak gdsterilen
mikrodalga, ylksek hidrostatik basing destekli
ekstraksiyon ve super kritik akiskan ekstraksiyonu
gibi ekstraksiyon ydntemleriyle karsilastirildiginda,
ultrasesin kullanim kolayligi ve cihazin daha dusuk
maliyetli olmasi da avantaj saglamaktadir.
Ultrasesin, ekstraksiyon ve ayirma sureclerinde
karigsmayan fazlar arasinda kitle transferi sagladigi
ve homojenizasyona yardimci oldugu bilinmektedir.
Son arastirmalar, ultrases destekli ekstraksiyon
yonteminin ¢ozlicl kullanimini azaltmasi, distk
sicakliklarda ¢alisma kolayligi saglayarak bazi aktif
bilesiklerin termal bozunmasini 6nlemesiyle daha
kisa surelerde bircok bilesigin ekstraksiyonunu
sagladigini gdstermektedir (Cavalaro vd. 2019,
Oroian vd. 2020a).

Siiper Kritik CO2 Ekstraksiyon Yontemi (SC-
CO»)

Super kritik akiskan, bir gaz ve sivi arasindaki
maddenin ara formunda bulunmaktadir. Sivilar gibi
yogunluk ve ¢dzinme gucu 6zelligine sahipken
gazlar gibi difuzyon, viskozite ve yuzey gerilimi
Ozelliklerine de sahiptirler (Azmir vd. 2013). Super
kritik (SC) ekstraksiyon sistemlerinde akigkan olarak
genellikle CO2 kullanilmaktadir. Stper kritik akigkan
olarak CO2'nin kullanimi guvenli, dustik maliyetli,
proses sirasinda oksidasyonu dnlemesi ve yeniden
uretilebilir olmasi nedenleriyle tercih edilmektedir
(Bankova vd. 2021). CO2 polar olmayan yapida
oldugundan polar olan analitiklerin ekstraksiyonu
icin genellikle kiigcik miktarlarda metanol, etanol ve
diklorometan gibi modifikatdr eklemesi yapiimaktadir
(Buyuktuncel 2012). Slper kritik akiskanlarin sahip
oldugu bu O&zellikler dolayisiyla ekstraksiyon
isleminde iyi bir ¢bzlUci olma potansiyeli
tasimaktadirlar. Propolisin SC ekstraksiyonunda
optimum kosullarin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen
bir calismada, yardimci ¢ézgen olarak secilen etanol
konsantrasyonu (%0, 1, 2, 4), sicaklik (31,7, 40 ve
50 °C) ve basincin (250, 350 ve 450 bar) etkisi
incelenmistir.  Calismada en yuksek etanol
konsantrasyonunun (%4) biyoaktif bilesen verimi
acisindan propolis ekstraksiyonunda en etkin
konsantrasyon oldugu  belirlenirken  SC-CO:2
ekstraksiyonunun 40 °C ve 350 bar basingta
uygulanmasi onerilmektedir (Reis vd. 2020). De
Zordi vd. (2014) tarafindan yapilan calismada,
propolis ekstraksiyonu sirasinda uygulanan basing
ve sicakligin flavonoid konsantrasyonu Uzerine
dogrusal ya da ikinci dereceden etkili olmasina
karsin, ekstraksiyon slresinin mindér dizeyde etkili
oldugu belirlenmistir. Ancak SC-CO: ekstraksiyonu,
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diger  yontemlerle gergeklestirilen propolis
ekstraksiyon metotlari ile kiyaslandiginda
ekstraksiyon etkinligine 6nemli bir katkisinin
olmadigi  belirlenmistir (Machado vd. 2015).
Antioksidan  bilesenlerin  segiciligi  agisindan
degerlendirildiinde de geleneksel yodntemle

gerceklestirilen (%80 etanol, 70 °C, 30 dak.) propolis
ekstraksiyonun SC ekstraksiyonuna (350 bar, 50 °C,
60 dak ve %1 etanol ilavesi) kiyasla daha etkin
oldugu belirlenmistir (Devequi-Nunes vd. 2018).
Propolisin SC-CO2, maserasyon ve ultrases destekli
ekstraksiyonu sonucu, SC-CO2 yontemi ile fenolik
bilesiklerin geri kazanimi en dusik dizeyde
gerceklesmistir. Buna karsin bu yéntemler igerisinde
antioksidan  aktivite Uzerine olumsuz etkisi
olmaksizin zaman agisindan en verimli ydntem
olarak ultrases destekli ekstraksiyon dnerilmektedir
(Barrientos Lezcano vd. 2023). Benzer sekilde, de
Zordi vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada da
propolisin SC-CO2 ile ekstraksiyonu flavonoid icerigi
bakimindan UE ile kargilastirlmis ve UE’nun
propolis icin daha iyi bir yontem oldugu
bildirilmektedir. Sonug olarak, propolis ekstraksiyonu
icin SC-CO2 ekstraksiyonu dusuk polaritesi ve
yardimci ¢dzgen ihtiyaci nedeniyle diger pek cok
avantajina ragmen tercih edilen yontemler arasinda
yer almamaktadir (Bankova vd. 2021).

Yuksek Basing Ekstraksiyon Yontemi

Yeni ve cgevreci ekstraksiyon yontemlerinden biri
olan basingl sivi ekstraksiyonu, gelismis ¢ozlicu
ekstraksiyonu, yuksek basingh ¢dzgen ve
hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu olarak da
adlandiriimaktadir (Nieto vd. 2010). Hizlandiriimig
solvent ekstraksiyonu 20,3 MPa’a kadar ¢ikabilen
yuksek basinglar ve 40 — 200 °C arasi sicakliklarda
kapali bir ortamda gerceklestiriimektedir (Erdogan
vd. 2011). Bu islem ylksek sicaklik ve basing
kullanilarak ¢6zucinin gidaya daha hizli nafus
etmesi ve Dbilesenlerin ayrismasi prensibine
dayanmaktadir. Bu sayede daha az miktarda solvent
kullanilarak ekstraksiyon islemi
gerceklestiriimektedir. Kullanilan yuiksek sicaklik;
Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve dipol
cekim gibi analit-6rnek matriksi etkilesimlerinin
bozulmasina neden olarak ekstraksiyon veriminin
artmasini saglamaktadir (Richter vd. 1996). Sicaklik
kullanimi molekuller arasindaki adhezyon ve
kohezyon kuvvetleri ile desorpsiyon icin gerekli olan

aktivasyon enerjisinin azaltiimasini saglar
(Buyuktuncel 2012). Fakat kullanilan ylksek sicaklik
bilesen yapisinda bozulmalara neden

olabilmektedir. Erdodan ve arkadaslarn (2011),
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propolis ekstraksiyonunda basingli SIvI
ekstraksiyonu yontemiyle gergeklestirmis ve fenolik
bilesenleri %97 — 99 oraninda elde ettiklerini
bildirmistir. Hizlandiriimis solvent
ekstraksiyonundan farkh olarak yuUksek hidrostatik
basin¢g uygulamalari da propolis ekstraskiyonunda
kullaniimaktadir. Bu ydntemde ylUksek hidrostatik
basing (100 — 800 MPa) gida matrisine daha kisa
surede solvent girisi saglayarak ekstraksiyon
verimini artirirken sureyi kisaltmaktadir (Bankova vd.
2021). Xi ve Shougqin (2007) tarafindan yapilan
calismada propolis ekstraksiyonu oda sicakliginda
uygulanan yiksek basing (500 MPa) ile
gercgeklestiriimis ve ekstraksiyon etkiniligi geleneksel
yontemlerle kiyaslanmistir. Bu c¢alisma propolis
ekstraksiyonunda yuksek basing uygulamalarinin
uzun suren (4 h — 7 giin) geleneksel yontemlere
kiyasla ¢cok daha kisa surede (1 dak) benzer etkinlik
dizeyine ulasilabilecegini gostermistir. Hem ylksek
hidrostatik =~ basing  uygulamalari hem de
hizlandirilmis  solvent  ekstraksiyonu  propolis
ekstraksiyonunda slire agisindan buyuk avantaj
saglasa da her iki ydontemde de 6zel ekipmanlara
ihtiya¢ duyulmaktadir (Bankova vd. 2021).

Derin Otektik Solvent Ekstraksiyon Yéntemi

Son yillarda, gevre kirliligini azaltmayi ve verimi daha
disuk maliyetlerle artirmayi amaglayan, super kritik
akigkanlar, yuksek basing, ultrases ve mikrodalga
guclnin kullanildigr pek ¢ok yeni ekstraksiyon
yontemi gelistiriimistir. Gelistirilen bu yéntemlerin
pek ¢ogu propolis ekstraksiyonu i¢in de kullanilarak
etkinlikleri yapilan c¢alismalarla degerlendirilmigtir.
Uygulanan bu yontemlerde ise ana veya yardimci
¢b6zgen olarak genellikle etanol kullanilmigtir. Ancak
son yillarda kimyasal kullaniminda azalmaya gidilip
cevre dostu, geri ddnusum olanakli ve yenilenebilir
¢bzucl arayisi artmistir. Bu alanda surdurilen
calismalarda yesil ¢ozlici olarak da adlandirilan
derin otektik solventler (DOS) 6n plana ¢ikmigtir
(Aydin vd. 2021). Derin o6tektik solventler, belli
oranlarda karistiriip, ¢ézliculige ve kendi
bilesenlerinden daha disUk erime noktasina sahip
homojen karisimlar olarak tanimlanmaktadirlar (Dai
vd. 2013). Bu ¢ozliciler toksik olmayan hidrojen bag
alicisi (HBA) (kuaterner amonyum, tetrakilamonyum
ve fosfonyum tuzlari) ve hidrojen bagi verici (HBV)
(asitler, alkoller, aminler ve karbonhidratlar) 6zellige
sahip iki bilesenden olusmaktadir (Zhang vd. 2018).
Derin o6tektik solventlerin etkinligindeki en onemli
parametreler kullanilan bilesenlerin yani sira su
miktari, viskozite ve yogunluktur (Palos-Hernandez
vd. 2022). Bazi galigmalar, suyun DOS’lerin

kimyasal yapisi i¢cin énemli bir etken oldugunu ve
hidrojen bagi alicisi ile hidrojen bagi vericisinin
etkilesimini guclendirdigini bildirmektedir (Ma vd.
2018). Diger yandan su miktarindaki artis DOS'’in
yogunlugunda ve viskozitesinde azalmaya neden
olmakta ve bdylece baglarin etkisini azaltip DOS'’in
etkinligini dusurebildigi de vyapilan calismalarda
bildiriimistir (Bi vd. 2020, Mbous vd. 2017). Propolis
ekstraksiyonunda derin 6tektik solventler genellikle
UE ve ME gibi yeni ekstraksiyon ydntemleriyle
birlikte kullaniimis ve ekstraksiyon etkinliginin arttigi
goralmastir (Koutsoukos vd. 2019). Propolisin
ekstraksiyonunda farkli derin Otektik solventlerin
etkinligi etanol (%70) ile karsilastiriimistir. DOS’ler
icerisinde etanole en yakin sonug, propilen glikol ve
sitrik asit (1:4) ile hazirlanan DOS ile elde edilmistir
(Trusheva vd. 2019). Benzer sekilde Funari vd.
(2019) tarafindan yapilan galismada da farkh derin
otektik ¢ozuculer kullaniimistir. Bu galismada ise
kolin ve propilen glikol (1:1) ile hazirlanan derin
Otektik  solventin  propolis  ekstraksiyonunda
kullanilabilecek  en  etkili  solvent  oldugu
bildirilmektedir. Literatlirde farkli kaynaklardan elde
edilen propolisler igin farkl derin 6tektik solventlerin
etkinligi belirlenmekle birlikte yapilan c¢alismalarda
DOS’lerin genel olarak etkinligi yiksek yesil bir
solvent oldugu vurgulanmaktadir.

Sonug

Ham haliyle tiketilemeyen ve birgok faydasi
kanitlanmigs bir Grlin olan propolisin hem gida bilimi
hem de endustrisi bakimindan 6nemli bir
potansiyelinin  oldugu  degerlendirilmistir.  Bu
bakimdan propolisten yiuksek verim saglanabilmesi
amaciyla ekstraksiyon igleminin gerceklestiriimesi
gereklidir.  Ekstraksiyon igsleminde  kullanilan
solventin secimi ise ekstraksiyonu verimliligi
acisindan oldukga 6nemli bir parametredir. Propolis
ekstraksiyonunda genellikle kullanilan etanol:su
karigsimlarinin yanisira kullanilan yesil solventler de

ekstraksiyonu  verimliligi  acisindan  gelecek
vadetmektedir. Ham propolisin kimyasal
Ozelliklerinin -~ dnemli  derecede etkili oldugu

ekstraksiyon verimi ve Urln stabilizasyonu Uzerine,
segilen ekstraksiyonu yonteminin yani sira kullanilan
metodun da etkisi bulunmaktadir. Bugline kadar
kullaniimis olan geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin zaman ve fazla miktarda ¢ozlicu
gerektirdigi de bilinmektedir. Bu sebeple ginimuzde
yesil ekstraksiyon teknikleri giderek populerlik
kazanmaktadir. GCagimiz problemleri haline gelen
cevre Kkirliligi ve fazla tuketim gibi sorunlar igin
kimyasal kullaniminin minimalize edildigi, ener;ji
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tasarrufu saglayan yesil tekniklerden olan ultrases
destegi ile gerceklestiriien ekstraksiyonlarin,
kaynaklarin verimli kullaniimasi ve strdirulebilirligin
saglanmasi agisindan onem tasidigi
dusunulmektedir. Bilimsel anlamda propolisin
ultrases destekli ekstraksiyonunda farkli ¢ézicllerle
ve ozellikle derin Otektik ¢ozlcllerle
ekstraksiyonunun gercgeklestirildigi, en iyi propolis
¢ozlcu  kombinasyonunun net bir sekilde
gorulmesine katki saglayabilecek yeni galismalarin
yapllmasi ve desteklenmesi gerekmektedir.
Propolisin sahip oldugu fonksiyonel, kimyasal ve
biyolojik 6zellikleri nedeniyle gida sektérinde Grin
formulasyonlarinin geligtiriimesinde kullanimi
acisindan  6nemli  bir potansiyelinin  oldugu
disunUlmektedir. Bu galismada degeri her glin daha
fazla anlasilan propolisin fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri, geleneksel ve vyenilikci ydntemlerle
ekstraksiyonuna dair yapilan 6nemli c¢alismalar
derlenerek sunulmustur.

Cikar catigsmasi: Yazarlar herhangi bir ¢ikar
catismasinin olmadidini beyan ederler.

Etik onayi: Bu calisma insan veya hayvan testlerini
icermemektedir.

Finansman Yazarlar fonlarinin

olmadigini beyan ederler.

herhangi  bir

Yayin Onayi: TUm yazarlar makaleyi onayladilar ve
Uludag Aricilik Dergisine gonderilmesini kabul
ettiler.

Yazar Katkisi: Makale NG tarafindan tasarlanmistir.
Literatur taramasi, veri toplama, taslagin yazimi BC,
SMY ve NG tarafindan gergeklestirilmistir. Tum
yazarlar makalenin son versiyonunu onayladi.
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