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OZGUN MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

PROPOLIS EKSTRAKTI BiTKIiSEL YAGLARIN OKSIiDATIF
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PROPOLIS EXTRACT COULD BE RECOMMENDED AS A NATURAL ANTIOXIDANT TO
IMPROVE VEGETABLE OIL OXIDATIVE STABILITY
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Amac: Bu ¢alismada, propolisin ultrasonik destekli etanolik ekstraktinin, toplam fenolik icerigi,
bireysel fenolik bilesenleri ve toplam antioksidan kapasitesi ayrintili olarak arastirilmigtir.
Calismamizin diger bir amact da propolis ekstraktlarinin, zeytinyag lipid oksidasyonu tizerindeki
etkilerini sentetik antioksidanlara (BHA, BHT) kiyasla hizlandirilmis termal kosullar altinda
yapilan testlerle ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem: Propolis ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesini CUPRAC metoduna gére
belirledik. Diger taraftan propolis ekstraktinin polifenolik icerigi Folin testiyle belirlendi.
Propolisin fenolik bilesiklerin tanimlanmast ise ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi
(RP-HPLC) kullamlarak gerceklestirildi. Hizlandwridmis depolama kosullart altinda, propolisin
sizma zeytinyagimin oksidatif stabilitesi iizerindeki etkisinin belirlenmesi shall oven testine gére
analiz edildi.

Sonug¢ ve Tartisma: Sonuclar propolisin fenolik bilesenler agisindan zengin oldugunu ortaya
koydu. CUPRAC tahliline gore propolis ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesi 2.013 + 0.03
mmol TR/g-propolis ekstrakt olarak hesaplandi. Propolis ekstraktinin toplam fenolik igerigi 1.67 +
0.008 mmol TR/ g-propolis ekstrakti olarak hesaplandi. Dahil edilen propolis ekstraktl yaglar, daha
diisiik peroksit degeri ve kismen azaltilmig tokoferol icerigi de dahil olmak iizere ¢ok daha iyi
kimyasal stabilite sergiledi. Veriler, propolis ekstraktinin zeytinyaginin oksidasyonunu geciktirmede
BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlara kiyasla daha etkili oldugunu gosterdi.
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* Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Umit Erdogan
e-posta / e-mail: umiterdogan@isparta.edu.tr, Tel. / Phone: +905327934329

Gonderilme / Submitted : 25.08.2022
Kabul / Accepted 1 30.11.2022
Yayinlanma / Published : 20.01.2023


https://orcid.org/0000-0002-6627-4472

Ankara Ecz. Fak. Derg., 47(1): 208-219, 2023 Erdogan 209

ABSTRACT

Objective: In this study, the total phenolic content, individual phenolic components, and total
antioxidant capacity of the ultrasonically assisted ethanolic extract of propolis were investigated in
detail. Another aim of our study was to reveal the effects of propolis extracts on olive oil lipid
oxidation compared to synthetic antioxidants (BHA, BHT) with tests performed under accelerated
thermal conditions.

Material and Method: We determined the total antioxidant capacity of propolis extract by
CUPRAC assay. On the other hand, the polyphenolic content of propolis extract was determined by
the Folin assay. Identification of phenolic compounds of propolis was performed using reversed
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). The effect of propolis on the oxidative
stability of extra virgin olive oil under accelerated storage conditions was studied using the Shall
oven test.

Result and Discussion: The results revealed that propolis is rich in phenolic components.
According to the CUPRAC assay, the total antioxidant capacity of propolis extract was calculated
to be 2.013 + 0.03 mmol TR/g-propolis extract. The total phenolic content of the propolis extract
was calculated to be 7.67 + 0.008 mmol TR/ g-propolis extract. The oils with propolis extract
incorporated exhibited much better chemical stability, including lower peroxide value and partly
decreased tocopherols content. Data showed that propolis extract was more effective in delaying
the oxidation of olive oil compared to synthetic antioxidants such as BHA and BHT.

Keywords: CUPRAC assay, folin test, lipid oxidation, propolis, oxidative stability

GIRIS

Propolis, agaglarin kozalak ve kabuklarindan, bitki tomurcuklarindan ve siirgiinlerinden arilar
tarafindan toplanan dogal bir iiriindiir. Propolisin igerigi toplandigi bélgeye ve mevsime gore
degismektedir. Propolsin, giiglii antimikrobiyal [1], antiviral, antiinflamatuar [2], antioksidan [3],
rejeneratif, antikanser, antimutajenik ve karsinostatik etkileri vardir [4], bilesiminde yaglar, polen, 6zel
recine ve mumsu maddelerin karisimi vardir [5]. Propolis genel olarak polifenoller (flavonoidler, fenolik
asitler ve esterleri), terpenoidler, steroidler ve amino asitler gibi gesitli kimyasal bilesikler igerir [6].
Propolisin tiim biyoaktif bilesenleri, farmakolojik aktivitesinden sorumludur. Propolis, biyolojik ve
farmakolojik aktiviteleri nedeniyle Avrupa'dan Dogu Asya'ya kadar geleneksel tip, kozmetik ve gida
endiistrisinde kullanilmaktadir [7,8]. Propolisin yiiksek tibbi potansiyeli ve terapdtik etkinligi,
geleneksel tip uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmasma katkida bulunmustur. Propolis yiiksek
miktarda fenolik bilesen igerdiginden oOnemli antioksidan aktivite gosterir. Bu nedenle, gida
uygulamalar1 i¢in sentetik antioksidanlardan daha giivenli olan dogal antioksidanlara artan bir ilgi vardir
ve tiiketici tercihlerinde dogal antioksidanlara artan bir ilgi vardir [9].

Lipid oksidasyonu, lipid agisindan zengin gida maddelerinde cesitli fiziksel ve kimyasal
degisikliklere neden olan cesitli reaksiyonlar1 iceren son derece ¢ok yonlii bir siirectir [10]. Yemeklik
yaglarin islenmesinden depolanmasina kadar gecen siirecte peroksitler, aldehitler, ketonlar ve lipid
oksidasyonunu temsil eden diger kiiciik molekiiller gibi bilesikler olusur. Lipid oksidasyonu sirasinda
olusan bu bilesiklerin ¢ogu, lezzet, doku, besin degeri, koku ve renk gibi gida kalite parametrelerini
etkiler. Ayrica bu oksitleyici ajanlarin bazilar1 insan saghigi iizerinde toksik etkilere sahiptir [11].
Lipidlerin depolama stabilitesini arttirmak i¢cin sentetik ve dogal antioksidanlar kullanilmaktadir.
Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT), bitkisel yag endiistrisinde en
yaygin kullanilan sentetik antioksidanlardir [12]. Gidalarda en yaygin olarak BHA, BHT, propil gallat
(PG) ve tertbutilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar kullanilsa da, baz1 raporlar, BHA ve
BHT gibi baz1 sentetik antioksidanlarin bazi hayvanlarda yiiksek seviyelerde zayif kanserojen etkilere
sahip olabilecegini gdstermistir [13]. Ayrica “BHT'nin insan viicudunda kanserojen olabilecek diger
maddelere doniisebilecegi” endisesi de var. Ornegin, BHT'nin bir déniisiim iiriiniiniin (hidroperoksit
formu), hiicreden hiicreye gonderilen kimyasal sinyalleri bozdugu gosterilmistir [14]. Bu nedenle,
hiikiimet yetkilileri ve tiiketiciler, gidalarin giivenligi ve sentetik katki maddelerinin potansiyel saglik
etkileri konusunda endise duymaktadir. Su andaki aragtirmalar, BHA ve BHT gibi sentetik katki
maddelerinin, farkli yemeklik yaglarda daha fazla antioksidan aktiviteye ve stabiliteye sahip dogal
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maddelerle degistirilmesine ve tiiketicilerin giivenlik konusundaki artan ilgisini karsilamaya yoneliktir.

Bu caligmada, ultrasonik destekli etanolik propolis ekstraktinin, fenolik bilesenleri ve toplam
antioksidan kapasitesi ayrintili olarak tartigilmistir. Bu amagla, propolis ekstraktinin toplam antioksidan
kapasitesini bakir iyonlarmin (Cu®") azaltici antioksidan kapasiteye (CUPRAC) gére belirledik.
Caligmamizin diger bir amaci da propolis ekstraktlarinin sizma zeytinyagi lipid oksidasyonu iizerindeki
etkilerini sentetik antioksidanlara (BHA, BHT) kiyasla hizlandirilmis termal kosullar altinda yapilan
testlerle ortaya koymaktir.

GEREC VE YONTEM
Kimyasallar

Biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), bakir(I) kloriir dihidrat
(CuCl.2H20), Neocuproine (Nc:C14H12N2), 2,2-Bipiridin (CioHsN2), DL-a-Tokoferol, Troloks (TR),
Folin — Ciocalteau fenol reaktifi ve Sodyum potasyum tartarat tetrahidrat (C4sHsKNaQOg.4H,0) Sigma
Chemical Co.'dan (St. Louis, MO, ABD) satin alindi. Mutlak etanol (EtOH, %99), ISOLAB Laborgerite
GmbH (Eschau, ALMANYA)’den satin alindi. Amonyum asetat (NHsAc), sodyum tiyosiilfat
pentahidrat (Na;S20; -5H20), sodyum hidroksit (NaOH), bakir (IT) siilfat pentahidrat (CuSQ4.5H,0),
sodyum karbonat (Na.COs), demir(IIT) kloriir heksahidrat (FeCls-6H.O), Merck'ten (Darmstadt,
Almanya) satin alindi. Kullanilan diger tiim kimyasallar analitik safliktaydi ve Sigma-Aldrich veya
Merck'ten elde edildi.

Ultrason Destekli Ekstraksiyon (UDE)

Tiirkiye'nin Isparta ili Egirdir-Sorkuncak Koyii'nden (uydu konum koordinatlari; 38° 1' 25.5288”
Kuzey ve 30° 52' 22.3032” Dogu) toplanan propolis 6rnekleri, islenene kadar giinesten uzakta gélgede
kurutuldu. Nemden armdirilmis propolis 6rnekleri ekstraksiyondan 6nce kahve degirmeni (Sinbo SCM
2934-Tirkiye) ile 6giitiilerek hazirlandi. Propolisin ultrasonik destekli etanolik ekstraksiyonu Zhang ve
ark. (2009) tarafindan 6nerilen yonteme gore gergeklestirildi [15]. 10 g 6giitiilmiis propolis kapali bir
sisede 100 mL %96’ lik etanol ortaminda ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon i¢in ultrasonik banyo
sistemi (Power sonic 180, 40 kHz frekans ve maksimum 150 W, i¢ 6l¢ii: 300 mm x 150 mm % 100 mm)
kullanildi. Ultrasonik ekstraksiyon, asagidaki deneysel kosullar altinda ger¢eklestirildi: sicaklik: 50 °C;
zaman: 45 dakika; kati/¢coziicii orani: 1:10 (w/v) ve maksimum ultrason giicii: 40 kHz ve 150 W giic.
Toplanan ekstraktlar Whatman No: 1 filtre kagidindan siiziildii ve ¢6ziicliler doner bir buharlastirict
(IKA RV 10 digital, IKA, Almanya) ile 55 °C' de vakum altinda buharlastirilarak uzaklastirildi.
Ekstraksiyon prosediirii paralel olarak ii¢ kez gergeklestirildi. Ekstraksiyon verimi asagidaki esitlik (1)
kullanilarak hesaplandi.

% Verim= (Ekstrakt agirhg/kuru 6rnek agirligr) x 100 (1)

Cozeltilerin Hazirlanmasi

10mM CuCl; ¢ozeltisi, 0.4262 g CuCl2.2H,0' nun az miktarda distile suda ¢6ziinmesi ve distile
su ile 250 ml' ye seyreltilmesiyle hazirlandi. 1.0 M amonyum asetat tamponu (pH= 7.0), 19.27 g
NHsAc'nin az miktarda distile su i¢inde ¢6ziinmesi ve 250 mL' ye seyreltilmesiyle hazirlandi. 7.5mM
Neocuproin (Nc¢) ¢ozeltisi, 0.078 g Nc¢' nin %96 etanol i¢inde ¢oziinmesi ve etanol ile 50 ml' ye
seyreltilmesiyle giinliik olarak hazirlandi. %0.2° lik FeCls.6H2O ¢dzeltisi; 0.2 g Demir(IIl) kloriir
heksahidrat etanolde ¢oziinmesi ve %95’ lik etanolle 100 mL’ ye seyreltilmesiyle hazirlandi. % 0.07’
lik 2,2"-bipiridin ¢ozeltisi; 70 mg 2,2"-Bipiridin’in %95’ lik etanol ortaminda ¢oziinmesi ve etanol ile
100 ml’ ye seyreltilmesiyle hazirlandi. Toplam fenoliklerin Folin analizinde kullanilan ¢6zeltiler ise su
sekilde hazirlandi. Lowry A: 0.1 M NaOH iginde % 2 lik sodium karbonat ¢ozeltisi, Lowry B: %1’lik
sodyum potasyum tartarat tetrahidrat ¢ozeltisinde % 0.5 CuSQOs sulu ¢ozeltisi, Lowry C: Karigim olarak
taze hazirlanmis (50 ml Lowry A + 1 ml Lowry B). Folin-Ciocalteau reaktifi kullanimdan 6nce 1:3
hacim oraninda H>O ile seyreltildi. Tiim yiizdeler (agirlik/hacim) olarak verildi.
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Folin Reaktifi Yontemiyle Toplam Fenolik Analizi

Propolis ekstraktlarinin toplam fenolik icerigi, Giiglii ve ark., (2005) tarafindan 6nerilen Folin
yontemine gore belirlendi [16]. 0.5 ml seyreltik propolis ekstraktina 1.5 ml distile su ilave edildi.
Uzerine 2.5 ml Lowry C soliisyonu eklendi ve karisim 10 dakika beklemeye birakildi. Bu siire sonunda
0.25 ml Folin reaktifi ilave edilerek olusan mavi rengin stabil hale gelmesi i¢in 30 dakika daha beklendi.
Absorbans degerleri, 6rnek icermeyen kor reaktife karsi bir UV-Vis spektrofotometrede (UV-1280,
Shimadzu, Japan) 750 nm'de 6lgiildii. Propolis ekstraktinin toplam fenolik igerigi asagidaki esitlige (2)
gbre mmol TR/g- propolis ekstrakt olarak hesaplandi.

Vi

Toplam fenolik (mmol TR/g — ekstrakt) = Eix v, XSex
TR [¢]

Ve
- )
Burada; A: 750 nm'de olgiilen numune absorbansi; E€rr: Folin yonteminde TR bilegiginin molar
absorpsiyon katsayisi: 4.65 x 10 L mol™.cm™ [16]; Vt: Folin yontemi 6l¢iim ¢ozeltisinin toplam hacmi
(4.75 ml); V6: Ornek hacmi (0.5 ml); Sf: Seyreltme faktérii (seyreltme yapilmayacaksa bu faktdr “17
olarak alinir); Ve: Hazirlanan ekstraktin hacmi (50 ml); m: Ekstraksiyon isleminde alinan numune
miktar1 (0.051 g).

Fenolik Bilesenlerin Analizi

Fenolik bilesiklerin miktar tayini daha énce Caponio ve digerleri tarafindan bildirilen yonteme
gore gerceklestirildi [17]. Ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) kullanildi.
Kullanilan analitik HPLC sistemi, bir SCL-10 Avp Sistemi kontrolorii, bir SIL-10AD vp Otomatik
Ornekleyici, bir LC-10AD vp pompasi, bir DGU-14a degazor, bir CTO-10 A vp kolon 1siticis1 ve 278
nm ye ayarlanmis bir diyot dizisi dedektériinden olusuyordu. Ayirma, 30 °C'de bir Agilent Eclipse Sum
XDB 250 x 4,6 mm kolon iizerinde gergeklestirildi. Akis hizi1 0.8 mL dk-1, enjeksiyon hacmi 20 pL idi.
Iki ¢oziiciiniin gradyan eliisyonu kullanildi: Solvent A, asetik asit-su (3:97, v/v), solvent B: metanol ve
kullamilan gradyan programindan olusuyordu. Analitik veriler, bir Shimadzu Sinifi-VP Kromatografi
Laboratuvart Otomatik Yazilim Sistemi (Chiyoda-ku, Tokyo, Japonya) kullanilarak degerlendirildi.
Ekstrakttaki fenolik bilesiklerin miktari, her fenolik standart igin olusturulan harici kalibrasyon egrileri
kullanilarak png/g ekstrakt olarak hesaplandi.

Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Propolis ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitesi, Apak ve ark., (2006) tarafindan gelistirilen
CUPRAC metoduna gore belirlendi [18]. Propolis ekstraktinin CUPRAC metoduna gore toplam
antioksidan kapasitesinin belirlenmesi igin; 0.110 g propolis ekstrakt1 tartildi ve tizerine 50 ml %96’ lik
etanol ilave edildi ve 8 kat etanolle seyreltilerek son nihai ¢ozeltiden 0.5 mL 6rnek alinarak asagidaki
formiil uygulandi. Her test 3 paralel olarak hazirlandi. Kisaca, cam bir tiipe sirasiyla 1 ml bakir(I)
¢ozeltisi (10mM), 1 ml neocuproin ¢ozeltisi (7.5mM) ve 1 ml amonyum asetat tamponu (1M, pH:7)
eklendi. Daha sonra, 8 kat etanol ile seyreltilmis ekstrakt ¢ozeltisinden 0.5 ml ve 0.6 ml distile su
eklenerek son hacim 4.1 ml’ ye tamamlandi. Toplam 4.1 ml hacimde hazirlanan ¢ozeltiler oda
kosullarinda 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda 6rnek igermeyen referans ¢ozeltisine karst absorbans
degerleri, bir UV-Vis spektrofotometrede (UV-1280, Shimadzu, Japan) 450 nm' de 6l¢iildi.

Referans Cozeltisi: 1 ml Cu(ll) + 1 ml Nc + 1 ml NHsAc + 1.1 ml H,O
Numune Cozeltisi: 1 ml Cu(ll) + 1 ml Nc + 1 ml NHsAc + 0.5 ml numune ¢ozeltisi + 0.6 ml H20

Saf troloks standardi (TR) icin kalibrasyon egrisi orijinden gecen bir ¢izgi oldugundan, nihai
soliisyondaki ekstrakt numunesinin troloks esdeger molar konsantrasyonu, gozlemlenen absorbansin
troloks i¢in € 'ye boliinmesiyle bulunabilir (optik kiivet kalinlig1 = 1 cm). Troloksa esdeger antioksidan
kapasitesi (TEAK), tiim seyreltmeler goz oniinde bulundurularak orijinal ekstreye kadar izlenebilir ve
milimol TR/g -kuru madde birimi cinsinden bir kapasite bulmak igin alinan numunenin baglangig
kiitlesiyle orantilidir [18]. Propolis ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesi asagidaki esitlige (3) gore
mmol troloks/g- propolis ekstrakt TEAK esdegeri olarak hesaplandi.
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TAK (mmol TR/g — ekstrakt) = Six % X S¢x V;E (3)
TR o]

Burada; TAK: toplam antioksidan kapasite; A: 450 nm'de 6l¢giilen numune absorbansi; €1r: CUPRAC
yonteminde TR bilesiginin molar absorpsiyon katsayisi: 1.67 x 10* L mol™.cm™ [19]; Vt: CUPRAC
yontemi dlgiim ¢dzeltisinin toplam hacmi (4.1 ml); Vé: Ornek hacmi (ml); Sf: Seyreltme faktorii
(seyreltme yapilmayacaksa bu faktor “1” olarak alinir); VE: Hazirlanan ekstraktin hacmi (ml); m:
Ekstraksiyon isleminde alinan numune miktari (g).

Sizma Zeytinyagimn Antioksidanlarla Zenginlestirilmesi
Sizma zeytinyaginin deney setleri agagidaki gibi hazirlanmustir.

Sizma zeytinyag1 (bos)

200 ppm BHA (%0.02, w/w) ile birlestirilmis sizma zeytinyagi

200 ppm BHT (%0.02, w/w) ile birlestirilmis sizma zeytinyagi

2500 ppm propolis ekstrakti (% 0.25, w/w) ile birlestirilmis sizma zeytinyagi

AN NI NN

Yag numunelerindeki BHT ve BHA konsantrasyonu, Codex Alimentarius Komisyonu tarafindan
belirlenen seviyeye karsilik gelen %0.02 (w/w) idi [20].

Schaal Oven Testi

Hizlandirilmis depolama kosullar1 altinda yaglarin oksidatif stabilitesi tizerindeki etkisini
belirlemeyi amaglayan schaal oven testi Tinello ve Lante tarafindan tarif edildigi gibi ger¢eklestirilmistir
[21]. Ayrintili olarak, yag numuneleri, aliminyum folyo ile kaplanmis sizdirmaz siselere, {ist bosluk
birakilmadan hassas bir sekilde tartilmis (30 g = 0.01 g) ve 28 giin boyunca 60 + 1 °C sabit sicaklikta
bir etiivde saklanmistir. Numuneler 7 gilinlik araliklarla alinmis ve peroksit degerini belirlemek igin
analizlere tabi tutulmustur.

Peroksit Degerinin Belirlenmesi

Peroksit degeri (PD) daha 6nceki ¢alismalarimiza gore belirlendi [22]. Yag numunesi (1 g+ 0.01
g), 25 mL asetik asit-kloroform (3:2 v/v) karisimi iginde ¢6ziindiiriildii ve ardindan 0.5 mL doymus KI
soliisyonu eklendi. Reaksiyon soliisyonu 1 dakika kuvvetlice galkalandi ve karanlikta 5 dakika oda
sicakliginda tutuldu. 75 mL distile su ve 1 mL %] nisasta indikatorii eklendikten sonra reaksiyon
cozeltisi 0.001 N ile renksiz son noktaya ulasilana kadar 30 s titre edildi. PD asagidaki denkleme gore
hesaplanmustir.

PD (meq O2/kg yag) = (V x N x 1000)/m 4)

Burada V, yag ornegine (mL) eklenen sodyum tiyosiilfatin hacmidir; N, sodyum tiyosiilfatin
normalitesidir; m, yag 6rneginin (g) kiitlesidir.

Toplam Tokoferol Analizleri

Toplam tokoferol icerigi, Wong ve ark. tarafindan agiklanan yonteme gore belirlendi [23]. 10
mL'lik bir deney tiipiine, 0.2 g etanolik propolis ekstrakt: tartildi. Uzerine toluen (5 ml) ilave edildikten
sonra, 3.5 ml 2,2"-bipiridin (%0.07) ve 0.5 ml FeC13.6H,0 (%0.2) ilave edilip, ¢ozelti %95 etanol
kullanilarak 10 ml'ye tamamlandi. 1 dakika sonra 520 nm'de absorpsiyon, referansa karsi
spektrofotometrede belirlendi (Referans ¢ozelti 6rnek yerine toluen igeriyordu ve diger adimlar
ayniydi). Benzer sekilde a-tokoferolun 50, 100, 150, 200 ve 250 ug ml™ konsantrasyonlar1 hazirlanarak
yukarida agiklanan yonteme gore kalibrasyon grafigi olusturuldu. Ekstraktaki toplam tokoferoller
asagidaki esitlikten (5) hesaplandi ve sonuglar numunenin gram basina miligram [mg a-tokoferolun /g]
cinsinden a-tokoferolun esdegerleri olarak ifade edilmistir.

Toplam tokoferoller (ppm)= (Ae-Ab)/(M*W) (5)
Burada Ae = 10 mm hiicrede numune absorpsiyonu, Ab = 10 mm hiicrede bos absorpsiyon, M = a-
tokoferol kalibrasyonu i¢in absorbansa kars1 agirlik grafigi ve W = numunenin agirligi (g).
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istatistiksel Analiz

Sunulan veriler (ortalama + standart sapma) en az {i¢ bagimsiz deneyden elde edildi ve SPSS
tarafindan analiz edildi (Windows 10 pro, SPSS Inc. i¢in siiriim 23). Degerler, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve anlamlilik p < 0.05 olarak ayarlanarak post hoc Tukey testi ile analiz edildi.

SONUC VE TARTISMA
Propolisin Ekstraksiyon Verimliligi, Toplam Fenolik i¢erigi ve Fenolik Bilesen Profili

Mevcut ¢aligmada, ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle, etanol (%96) kullanilarak yiiksek
bir propolis ekstrakti verimi {iretti. Ekstraksiyon verimi %49.31 + 2.22 idi. Bu verim, literatiirde
bildirilen bulgularla tutarliydi [24]. Diger indirgeyici ajanlar gibi fenolikler de, molibden mavisi tipi bir
heteropoli asit reaksiyonunda Folin reaktifi ile reaksiyona girdiginden [25], Folin testinin sonuglar1 da
troloks (TR) esdegerleri olarak bildirilebilir. Ciinkii TR bu analizlerde referans olarak kullanilan bir
antioksidan bilesiktir ve Folin testi esasinda fenollerin yan1 sira diger antioksidanlara da cevap verdigi
icin elektron transferine dayali bir antioksidan kapasite testidir [26]. Mevcut ¢alismada propolis
ekstraktinin toplam fenolik igerigi 1.67 + 0.008 mmol TR/g-propolis ekstrakti olarak hesaplanmustir.

Propolis ekstraktinin bireysel fenolik bilesenleri, HPLC-DAD ile karakterize edildi. Sekil 1A ve
1B, sirasiyla bir standart kromatogramini ve propolis ekstraktinin numune kromatogramini

gostermektedir.
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Sekil 1. A) Standartlar i¢in HPLC kromatogrami. B) Propolis ekstraktinda tanimlanan ana fenolik

bilesikler icin HPLC kromatogrami
1: Gallik asit; 2: Protokatesik asit; 3: p- Hidroksibenzoik asit; 4: epikatesin; 5:sirinjik asit; 6: vanilin; 7: p-kumarik aasit; 8:
ferulik asit; 9: benzoik asit; 10:hesperidin; 11:kuersetin; 12: luteolin; 13: kaempferol; 14: apigenin

Tablo 1'de pg fenolik/g-propolis ekstraktinda tanimlanan farkli fenolik bilesiklerin miktarlar
sunulmustur. Fenolik bilesikler esas olarak fenolik asitler ve flavonoidlerden olusur. Fenolik asitler,
aromatik bir halka, karboksil ve hidroksil gruplarindan olusan bilesiklerdir. Mevcut ¢alismada propolis
ekstraktindaki benzoik asit miktar1 (1250 pg/g) diger fenolik asitlerle karsilastirildiginda baskindi. Bunu
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sirastyla p-Hidroksibenzoik asit (29.3 pg/g), p-Kumarik asit (18.3 pg/g), Protokatesik asit asit (12.5
pg/g), Gallik asit (11.6 pg/g), Sirinjik asit (11.3 pg/g) ve Ferulik asit (10.1 pg/g) izledi. Diger taraftan,
Flavonoid bilesikler, C6-C3-C6 karbon iskeletine sahip, fenil-benzo piron tiirevlerinden meydana gelen
polifenollerdir [27]. Flavonoidler doymamuslik derecesine, li¢ karbonlu segmentin oksidasyon
derecesine ve bagli hidroksil gruplarinin sayisina gore ayrilirlar. Hesperidin, propolis ekstraktinda nicel
olarak en bol bulunan flavonoiddi (4753.1 pg/g). Propolis ekstraktinin diger 6nemli flavanoid bilesenleri
su sekilde tammlanmistir; apigenin (1554 pg/g), kaempferol (1509 pg/g), kuersetin (1485 pg/g),
epikatesin (290 pg/g) ve luteolin (240 ug /g). Sonuglar, propolis ekstraktinin fenolik bilesikler agisindan
zengin oldugunu ortaya koydu.

Tablo 1. Propolis ekstraktinda tanimlanan fenolik bilesiklerin profili.

Bilesen Alikonma zamani propolis ekstrakt (ng /g)
Gallik asit 4.9 11.6
Protokatesik asit 8.3 12.4
p- Hidroksibenzoik asit 13.1 29.3
Epikatesin 18.7 290.3
Sirinjik asit 19.5 11.3
Vanilin 20.3 18.4
p-Kumarik asit 24.0 18.3
Ferulik asit 27.2 10.1
Benzoik asit 32.9 1251.0
Hesperidin 48.3 4753.1
Kuersetin 70.4 1485.9
Luteolin 73.5 240.9
Kaempferol 76.3 1509.3
Apigenin 76.9 1554.9

Propolis ekstraktinda kafeik asit 1,1-dimetilalil ester, kafeik asit benzil ester ve izoferulik asit
benzil ester giiclii alerjenler olarak smiflandirilmustir [28]. Siiflandirmaya gore, kafeik asit sinnamil
ester ve izoferulik asit fenetil ester, propoliste diisilk konsantrasyonlarda bulunan orta derecede
alerjendir. Propoliste diisiik ve yliksek konsantrasyonlarda bulunan zayif alerjenler benzoik asit ve
sinamik asitken, yalnizca diisik konsantrasyonlarda bulunanlar ise vanilin, ferulik asit benzil ester,
sinamil alkol, izoferulik asit sinamil ester, izoferulik asit 3-metil-2- butilen ester ve nerolidol’diir [29].
Bu bilgiler 1s131nda degerlendirildiginde elde ettigimiz propolis ekstraktinda giiclii ve orta derecede
alerjen bilesen olmadig1 goriilmiistiir.

Propolis Ekstraktimin Antioksidan Kapasitesi

Bu calismada propolis ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesi CUPRAC yontemine gore
belirlenmistir. CUPRAC reaktifi, diger kromojenik reaktiflere (6rn. ABTS, DPPH) gore daha kararl ve
erisilebilir avantajlara sahiptir [30]. CUPRAC yonteminde, antioksidan aktivitenin 6l¢timii, bakirin (IT)
varliginda bakir (I)'e indirgenmesiyle elde edilen sari-turuncu bir kompleksin (bakir (I)-eocuproin)
absorbans degerinin belirlenmesi ilkesine dayanir. 450 nm'de antioksidan bilesiklerin Bakir indirgeyici
Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) yontemi, besin bilegenleri, sentetik antioksidanlar ve C ve E
vitaminleri dahil olmak iizere bir¢ok farkl bileseni uygulamak i¢in basit ve ¢ok yonlii bir antioksidan
kapasite yontemidir. CUPRAC testine gore, propolis ekstraktinin 2.013 + 0.03 mmol TR/g- propolis
ekstrakt olarak hesaplandi. Tiirkiye'nin farkli cografi bolgelerinden toplanan propolis drneklerinin
CUPRAC yontemine gore toplam antioksidan kapasitesi 0.71 ile 8.24 mmol TR/g- propolis ekstrakti
arasinda bulunmustur [31].
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Propolis Ekstraktimn Lipid Oksidasyonu Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi

Propolisin gidaya eklenmesi, insanlar igin faydali 6zelliklerin korunmasi ve gidalarin korunmasi
ile birlikte gidadaki lezzetini ve kokusunu en aza indirecek sekilde se¢ilmelidir [32]. Balik, sosis, kiimes
hayvanlar eti iirlinleri, elma suyu, siit ve bal gibi ¢esitli gida iiriinlerine minimal propolis ekstraktinin
eklenmesi (yani, <%0,5) duyusal olarak kabul gérmektedir [28]. Cok sayida rapora gore propolis toksik
degildir ve giivenlidir. Insanlar i¢in hesaplanan giivenli doz giinde 1.4 mg/kg viicut kiitlesi veya yaklasik
70 mg/giin'diir [33]. Raporlara gore, propolise alerjisi olan kigilerin yiizdesi %1.2 ile %6.6 arasinda
degismektedir [34]. Ayrica, propolisin igerdigi alerjenlere daha fazla maruz kalma tehdidi altindaki
meslek grubunun, hammadde ile giinlik temas halinde olan aricilar oldugu kanitlanmistir [35]. Bu
caligmada, yukarida sunulan veriler dikkate alinarak, yaga % 0.25 propolis ekstrakti katkisinin uygun
olabilecegi varsayilmstir. Coklu doymamig yag asitlerinin oksidatif parcalanmasi lipid peroksidasyonu
olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu, kendi kendini idame ettiren bir zincirleme reaksiyon olarak ilerler
ve olduk¢a zararlidir. Yag asitlerinin doymamis baglari, peroksidasyon iiriinleri olusturmak igin
molekiiler oksijenden tiiretilen serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer. Aktif metilen gruplarmnin
varhiginda peroksitler de kararsizdir ve dihidroperoksitlere ve ikincil oksidasyon firiinlerine doniisiir.
Hidroperoksitler, istenmeyen bir tat olmaksizin lipid oksidasyonunun birincil triinleridir, buna kargin
ikincil oksidasyon iiriinleri cogunlukla kokusmus tattan sorumludur [36]. Peroksit degeri (PD), yemeklik
yaglarda oksidasyonun baslangi¢ seviyesini 6lgmek igin kullanilir ve birincil oksidasyon {irtinleridir
[37]. Daha yiiksek bir PD, daha diisiik bir oksidatif stabiliteye baglanir [38]. 60 °C'de farkli siirelerde
depolama sirasinda BHA, BHT ve propolis ekstrakti ile birlestirilmis sizma zeytinyaginin PD' sindeki
(meqg Oz / kg - yag) degisiklikler Tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo 2. Farkli siireler i¢in 60 °C'de depolama sirasinda BHA, BHT ve propolis ile birlestirilmis sizma
zeytinyaginin peroksit degerindeki (meq O2/kg-yag) degisiklikler

Depolama
Yag ornegi zamani PD (meq O2/kg-yag)
(giin) _

Bos BHA BHT PROPOLIS
0 6.69+0.07° 6.81£0.37° 6.66+0.18° 7.57 £0.05°
Sizma 7 17.97 £0.30? 11.61+ 0.17° 11.10£0.59° 8.12+£0.49¢
Zeytinyagi 14 34.19 £ 0.692 22.49+0.31° 16.62 £ 0.44¢ 9.12 +0.23¢
21 46.77 £0.522 35.02+0.78° 22.38 £0.24° 10.01 +£0.14¢
28 78.93 £ 1.76% 49.32 +£0.61° 32.91+£0.82°¢ 11.96 + 0.84¢

Ortalama + standart sapma. Yag ornegi i¢in ayni satirdaki ortalama degerler (n=3) ve ardindan farkl harfler (a.b.c ve
d) 6nemli dl¢iide farkli oldugunu gosterir (p < 0.05). Kisaltmalar: PD, peroksit degeri; BHA, biitillenmis hidroksianisol BHT,
biitillenmis hidroksitoluen.

28 giinliik depolama siiresi boyunca, antioksidan iceren ve icermeyen yag Orneklerinin PD
degerleri artmustir. 28. giinde, bos sizma zeytinyagimin daha yiiksek PD'si vardi (78.93 meq O» / Kg -
yag). 28. giiniin sonunda, propolis ekstrakti ile zenginlestirilmis zeytinyagi, 6nemli 6l¢iide (p < 0.05)
daha diistiik PD degerlerine (11.96 meq Ox/kg yag) sahipti. Propolis ekstraktindaki fenolik bilesiklerin
antioksidan ozellikleri, zeytinyaginin oksidasyonunu geciktirme konusunda biiyiik bir yetenek
gostermistir. Aslinda propolis ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerden biri olan kuersetin'in lipid
oksidasyonunun gecikmesine katki sagladigi sOylenebilir. Cilinkii kuersetin'in ¢oklu doymamis yag
asitlerince zengin deniz yaglarinda lipid oksidasyonunu engelledigi daha once bildirilmisti [39]. BHA
ve BHT gibi sentetik antioksidanlarla karsilastirildiginda propolis ekstraktlar1 lipid oksidasyonu
iizerinde etkili bir koruma yetenegine sahipti. Depolama sonunda, sentetik antioksidan (BHT) igeren
zeytinyagimin (32.91 meq Oz/kg yag) PD degeri, bos ve BHA igeren zeytinyaginin PD degerinden diistik,
ancak propolis 6zii ile birlestirilmis zeytinyaginin PD degerinden daha yiiksekti. 28. giinde, BHA ile
birlestirilen zeytinyagmin PD degerleri (49.32 meq O2/kg yag), propolis 6zii ve BHTnin dahil edildigi
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karsilik gelen yaglardan onemli dlgiide (p < 0.05) daha yiiksek PD degerlerine sahipti. BHA,
zeytinyaginda oksidasyona karsi daha diisiik yetenek sergilemistir.

Toplam Tokoferol Analizi

Farkli zamanlarda BHA, BHT ve propolis ekstrakti ile birlestirilmis sizma zeytinyaginin toplam
tokoferollerindeki (mg/kg yag) degisiklikler Tablo 3'te sunulmustur. Tokoferoller yaygin olarak
yenebilir yaglarda bulunur ve giiclii antioksidan aktivite sergiler. Antioksidan eklenmis veya
eklenmemis tiim yag numunelerinin toplam tokoferol igerigi depolamanin 0. giiniinden depolamanin
son giinline kadar diigmiistiir. 28 giinliikk depolama sirasinda, bos sizma zeytinyaginin toplam tokoferol
icerigi keskin bir sekilde azaldi (147.98 mg/kg). Antioksidanlar arasinda BHA, tokoferollerin (304.55
mg/kg) bozulmasinm 6nlemede daha diisiik bir korumaya sahipti. 28. giinde, BHT ile zenginlestirilmis
zeytinyaginda kalan tokoferoller 631 mg/kg olmustur. Propolis ekstraktinin zeytinyagina dahil edilmesi,
sentetik antioksidanlara (BHA ve BHT) kiyasla tokoferollerin bozunma hizin1 daha da yavaslatti. 28.
giinde, propolis ekstrakti ile zenginlestirilmis zeytinyaginda kalan tokoferoller 967.34 mg/kg idi.
Propolis ekstraktinin (%0.25) yag numunelerine eklenmesi, tokoferol bozunmasini dnemli dlglide
engellemistir ve tokoferol bozunmasinin bu inhibisyonu, igerdigi flavonoidler ve fenolik bilesiklerle
iligkili olabilir [40]. 28. giiniin sonunda, propolis ekstrakti ile zenginlestirilmis yagda neredeyse toplam
tokoferoller bozulmamustir.

Tablo 3. Farkli siireler igin BHA, BHT ve propolis ile birlestirilmis sizma zeytinyaginin toplam
tokoferollerindeki (mg/kg yag) degisiklikler

Yag ornegi | epolama Bos BHA BHT PROPOLIS
siiresi (giin)
Sizma 0 1005 +15.93 | 1044+12.85 | 1068.11+3433 | 1095+ 26.02
zeytinyag 28 147.98+20.87 | 30455+49 | 631.08+19.14 | 967.34+40.46

Bu ¢alismada propolis ekstraktlarinin, polifenol igerigi, bireysel fenolik bilesenleri ve toplam
antioksidan kapasitesi detayli olarak tartisilmistir. Ayrica propolis ekstraktlarinin lipid oksidasyonuna
kars1 koruyucu etkisi degerlendirildi. Veriler, propolisin polifenol ve bireysel fenolik bilesikler
acisindan zengin oldugunu gosterdi. In vitro antioksidan yontemler kullanilarak propolisin gii¢lii
antioksidan o6zelliklere sahip oldugu bulunmustur. Sonuglar, propolis ekstraktinin zeytinyaginin
oksidasyonunu geciktirmede BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlara kiyasla daha etkili oldugunu
gOstermistir. Arastirma bulgulari, sentetik antioksidanlar (BHA ve BHT) ile karsilastirildiginda,
yenilebilir yaglarin oksidasyonunu geciktirmede daha etkili oldugunu ortaya koydu. Dahil edilen yaglar,
daha diisiik peroksit degeri ve kismen azaltilmis tokoferol igerigi dahil olmak iizere ¢ok daha iyi
kimyasal stabilite sergiledi. Sentetik antioksidanlara alternatif olarak propolis ekstrakti, yenebilir
bitkisel yaglarin stabilizasyonunu iyilestirmek i¢in etkili bir dogal antioksidan olarak onerilebilir.
Propolis ekstraktlarinin gida endiistrisinde kullaniminin yaglari oksidasyondan korumanin etkili bir yolu
oldugu soylenebilir. Bununla birlikte, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), propolisin tiim
ozelliklerinin bulunmamasi ve ¢esitli propolis formiilasyonlarinin bilesimindeki farkliliklar nedeniyle,
gida iirlinleri etiketlerine eklenecek propolis ile ilgili saglik beyanlari iiretim yeri ve ekstraksiyon
yontemine bagli olarak su ana kadar yayinlamamustir [41]. Bu nedenle, propolis ekstraktinin farkli
yemeklik yaglar tizerindeki koruyucu etkilerini kapsamli bir sekilde arastirmak i¢in daha fazla ¢calismaya
ihtiyac vardir.

TESEKKUR

Bu arastirma, kamu, ticari veya kar amaci giitmeyen sektorlerdeki finansman kuruluglarindan
herhangi destek almamustir.
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YAZAR KATKILARI

Kavram: U.E.; Tasarim: U.E.; Denetim: U.E.; Kaynaklar: U.E.; Malzemeler: U.E.; Veri Toplama

ve/veya Isleme: U.E.; Analiz ve/veya Yorumlama: U.E.; Literatir Taramasi: U.E.; Makalenin
Yazilmast: U.E.; Kritik Inceleme: U.E.; Diger: U.E.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazar bu makale i¢in gergek, potansiyel veya algilanan ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan eder.

ETiK KURUL ONAYI

Yazar bu ¢aligma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigin1 beyan etmektedir.
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