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oz

Propolis, reginemsi, suda az ¢o6ziinen vizkoz, yapiskan, keskin kokulu dogal bir karisimdir. Reginemsi
yapisindan dolayr ham propolisin biyoyararlihgi diisiik olup, propolis gesitli ¢oziiciiler ile muamele
edilmekte ve ekstraktlari halinde tiiketilmektedir. Ekstrakt elde edilmek igin bilingsizce kullanilan
¢oziiciiler nedeniyle insan saghgi tehlikeye sokulmaktadir. GCoziiciilerin olumsuz etkilerini ortadan
kaldirabilmek igin, ¢oziicii bagimsiz propolis yiiklii alginat kapsiiller elde edildi. Bu kapsiillerin in
vitro sindirim sisteminde zamana bagl olarak salinim oranlarinin degisimi tespit edildi. Ayni sartlar
altinda ham propolisin salinim miktari ile kiyaslandi. Kapsiillerin pH 7,4’e propolis aktif bilegenlerinin
%95’ inden fazlasini saldigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Mikrokapsiil, Sindirim Sistemi, Alginat, Salinim Ozellikleri

ABSTRACT

Propolis is a resinous, slightly soluble in water, viscous, sticky, odourous natural mixture.
Bioefficacy of raw propolis is limited due to its resinous nature so it is treated with different solvents
and consumed as extracts. Health of the consumer is put at risk because of solvents used for
preparing propolis extract are not considered carefully. In this study, a solvent free propolis, loaded
with alginat microbeads, were prepared, in order to overcome the damaging effects of solvents. The
release properties of these beads were temporally determined in a simulated in vitro digestive
system. Obtained results were compared with data obtained under the same conditions for raw
propolis. It was determined that a propolis loaded alginate microbead released about 95% of active
components of propolis at a pH of 7.40.
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EXTENDED ABSTRACT

Objective: Propolis is a resinous natural mixture collected and produced by honey bees. It has a strong
taste and aroma. The physical and chemical properties of propolis mainly depends on the area it is collected
and the method of the collection. It is rich in essential oils and phenolic components so it has high levels of
antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory and anti-tumoral activity. Bioavailability of crude propolis is
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limited because of its resinous nature. This is why it should be extracted. It is known that 70% ethanol is the
best solvent for preparing propolis extract, but other solvents like glycerol, glycol (s), tetrahydrofuran,
Dimethylsulphoxide, olive oil etc. have been tested for preparing propolis extract. Some of these solvents
including ethanol are harmful for human health. Encapsulation is a practical approach to overcome this
problem. In the present study, propolis ethanol extract was encapsulated with sodium alginate and the
solvent was removed from the beads by drying. Therefore, ethanol free, consumable alginate microbeads
containing propolis active compounds was achieved. The release properties of the beads in a simulated
digestive system was compared with the release properties of raw propolis. There is little evidence available
on bioavailability of raw propolis or propolis containing products. The main objective of this study is to
compare the bioavailability of propolis alginate beads with the release of raw propolis.

Methods: A In vitro digestive system was constituted by using simulated gastric and intestinal fluid. For the
gastric system a pH of 1.50 HCI/KCI buffer was used and for the intestinal system a pH of 7.40 phosphate
buffer with 1% Tween 80 solution was used, respectively. The same amount of raw propolis and alginate-
propolis beads (0.1500 g) were put in 30 mL of these solutions separately. Obtained mixtures were put in a
37°C water bath. Once every 30 min, 2 mL of solution was sampled out of the mixtures, individually. The
amount of total polyphenol in each of the samples was determined and the release of raw propolis and the
beads were calculated as a percentage value, respectively. The Folin—Ciocalteu method was used to
determine the amount of total polyphenol in samples.

Results: While the release of phenolic compounds from raw propolis in both of the simulated systems was
found to be low, as expected, the amount of phenolic compounds released from the algiate-propolis
microbeads was almost complete in the simulated intestinal system. It was also found that alginate-propolis
microbeads were stable in the simulated gastric system and little phenolic compounds were released in this
envrionment.

Conclusion: It could be concluded that bioavailability of propolis active compounds was enhanced by
preparing alginate—propolis microbeads.

GiRiS karsi savunma, kovanlardaki c¢atlaklari sivama,
kovan girigini daraltarak yagmaci arilarin girigini
engelleme ve kovan i¢ sicakhgini 35 C civarinda
tutma gibi birgok  amag igin propolis
toplamaktadirlar. Propolis igerdigi ugucu yaglar ve
fenolik bilesikler nedeniyle ylksek antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antitimoral
Ozellikler sergilemektedir. Bu nedenle propolis eski
caglardan beri mumyalamada, vlicudun
enfeksiyonlara karsi savunma mekanizmasini
arttirmada ve yaralari kapatarak tedavi etmekte
dogal bir ilag¢ olarak kullanilagelmistir (Ahn ve ark.,
2007; Li ve ark., 2008; Aliyazicioglu ve ark., 2013).
Propolisin biyolojik aktif o6zellikleri Sekil 1. de

Kati, sivi ve gaz halinde bulunan materyallerin tim
Ozelliklerini  koruyarak belirli  kosullar altinda
kapsuller icerisine alinmasi ve kapsullenen
materyallerin  kontrolli saliniminin  yapilmasinin
saglanmasi enkapstulasyon teknikleri ile
saglanmaktadir (Nedovic ve ark., 2011; Deladino ve
ark., 2008). Kaplanan materyal 06z olarak
adlandirilirken kaplamada kullanilan materyal ise
tasiyici, kabuk veya enkapsilant olarak
adlandiriimaktadir (Gharsallaoui, ve ark., 2007).
Enkapsllasyon ile dretim veya depolama
esnasinda Urinde meydana gelen fonksiyonellik
kaybi, kétd aroma, koku olugsumu, yapi bozulmasi,

aktivite kaybi gibi olumsuz etkiler azaltilabilir veya
engellenebilirken; nem kontroll, oksidasyona karsi
koruma, aktif indirgenlerin korunmasi saglanir ve
biyoyararhlik artirihr (Keskin, 2018).

Propolis, cesitli bitkilerin yaprak, tomurcuk, kabuk
vb. kisimlarindan is¢i arilar tarafindan toplanan,
recinemsi, suda az ¢o6zlnen vizkoz, yapiskan,
keskin kokulu dogal bir karisimdir. Arilar kovanlarini
her tirli fiziksel ve kimyasal tehdit ve tehlikeye

Ozetlenmektedir (Pasupuleti ve ark., 2017).

Biyolojik olarak son derecede yuksek aktiviteye
sahip olan bu dogal urGndn kullaniimasinda en
blylik  sorun  ¢dzUnUrlUktir. Ham  olarak
tuketildiginde  recinemsi  yapisindan  dolayi
propolisin biyoyararliidi didsuktir ve bu nedenle
propolis gesitli gdzlculer ile muamele edilmekte ve
ekstraktlar halinde tuketilmektedir. Propolis i¢in en
ideal g¢o6ziclinin %70 lik etanol oldugu
bildirilmektedir, ancak etilalkol de propolis tiketimini
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sinirlandirmaktadir. Alkolsiz propolis ekstraktlari
ticari olarak veya merdiven alti diye tabir edilen
yollarla piyasaya arz edilmektedir. Ancak, bunlarin
da igeriginin bilinmemesi ve kullanilan ¢ézicllerin
sagliga olumsuz etkileri gibi nedenlerden dolayi
biyouyumlu propolis kapsullerine ihtiyag
duyulmaktadir. Yapilan bu calisma ile etanolik

propolis ekstrakti alginat biyopolimeri ile iyonik
jelasyon teknigi kullanilarak enkapsule edildi.
Kapsdullerin biyoyararhligi in vitro olarak yapay
sindirim sistemi (mide, ince bagirsak) kosullarinda
ham propolis ve propolisli kapsullerin  salinim
Ozelliklerinin karsilastirilmasi ile incelendi.

Antiinflamatuvar
\*
(R

Sekil 1. Propolisin biyolojik aktivitesi

Figure 1. Biological activity of propolis

GEREG VE YONTEM

Calismada kullanilan reaktiflerden sodyum alginat
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany den,
Tween 20 Fisher Bioreagents, USA’dan temin
edildi. GCalismada kullanilan propolis 6rnegi 2017

yilinda Bilecik ilinden tuzak ile toplanmistir.
Calismada kullanilan diger reaktifler analitik
safliktadir.

Propolis ekstraksiyonu

Propolis  ekstraksiyonu maserasyon teknigiyle

gergeklestirildi. Ekstraksiyonda kati sivi orani 1:10
olacak sekilde ayarlandi. Propolis 6rnegi - 18°C’de
dondurulduktan sonra toz haline getirildi. Daha
sonra 3,1687 g ham propolis tGzerine 30 mL %70’lik
etanol ilave edildi ve 24 saat boyunca, sabit hiz ve
oda sicakhginda c¢alkalayicida ¢alkalandi. Sire
sonunda elde edilen karisim Wattman 1 sizgeg
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kagidi ile stizildd. Stzintl propolis ekstrakti olarak
kullanildi.

Alginat- propolis kapsiillerin eldesi

Alginat- propolis kapsiller Keskin® in (2018)
bildirdigi metoda gore elde edildi. Bu amagla %1’lik
alginat ¢dzeltisi hazirlandi. 0,1 g sodyum alginat
%30’luk (v/v) etil alkol igerisinde ¢6zildi. 2 mL
etanolik propolis ekstrakti, elde edilen alginat
¢cozeltisi icerisine homojen bir sekilde karistirildi.
Elde edilen homojen karisim bir siringa yardimiyla
0,05 M CaCl, gozeltisi lizerine damlatildi. Olusan
boncuklar sertlesmenin tamamlanabilmesi igin 15
dakika boyunca sabit hiz altinda karistirlmaya
devam edildi. Elde edilen kapsuller sizuldu, vakum
etiviinde 60°C’de kurutuldu. Sematik olarak
kalsiyum alginat kapsullerin eldesi Sekil 2'de



gOsterilmektedir. Enkapsulasyon etkinligi asagidaki
esitlige gore hesaplandi.

% Enkapsulasyon etkinlidi = (A-B)/A*100

A: Propolis ekstrakti toplam polifenol miktari, mg
GAE

B: Kapsiilasyon sonrasi stzintu toplam polifenol
miktari, mg GAE

Alzinat
Gozaltist Kalsivom zlzinat
Boneuklar
0
CaClz

®

Sekil 2. CaCl; varliginda alginat kapsullerin eldesi

Figure 2. Production of alginate capsules (Keskin,
2018)

In vitro Salinim

Mide ortami in vitro olarak pH 1,50 HCI/KCI ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlandi. Bagirsak ortami ise in vitro
olarak pH 7,4 fosfat tamponu igerisine %1’lik Tween
20 cozeltisi karistirilarak hazirlandi. in vitro salinim
oranlarini belirlemek amaciyla, 37°C’ye getirilmis
ve agzi kapali durumdaki ayri ayri erlenler
icerisinde karisan 30 mL ortam (mide, ince
bagirsak) icerisine ham propolis ve alginat-propolis
kapsul érneklerinden 0,1500’er g eklendi. Her 30
dakikada bir ortamdan 2 mL c¢oézelti alinarak
santrif(ij edildi. Her seferinde alinan ¢ozelti kadar
erlenlere kullanilan ortam ¢ézeltisinden eklendi. Bu
islem 2 saat boyunca tekrarlandi. Elde edilen
stpernatantlarda toplam polifenol analizi yapildi ve
salinim miktari % olarak hesaplandi (Korkmaz ve
ark., 2016; Slinkard ve ark., 1977; Singleton ve
Rossi, 1965).

Toplam Polifenol Tayini

Her bir adimda Orneklerin toplam polifenol miktari
Folin—Ciocalteu metodu ile belirlendi. Bu metot

orneklerdeki fenolik bilesiklerin folin reaktifini mavi
renkli bir komplekse indirgemesi esasina
dayanmaktadir. indirgenmis kompleks 760 nm de
maksimum absorbsiyon gdstermektedir. Fenolik
standart olarak gallik asit kullanildi (Singleton ve
Rossi, 1965; Slinkard ve ark., 1977). Sonuglar gallik
asit esdegeri (GAE) olarak ifade edildi.

istatistiki Hesaplamalar

Elde edilen sonuglar Ug¢ tekrarin ortalama degerleri
olarak hesaplandi. Hesaplamalar Microsoft Office
Excel (2013) kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Keskin (2018)e gobre elde edilen kapsillerin
enkapsulasyon etkinligi, propolis ekstrakti ve
kapsllasyon sonrasi kalan slzintide toplam
polifenol tayini yapilarak belirlendi. Buna gore elde
edilen alginat-propolis kapsdllerin enkapsulasyon
etkinligi %97,3 olarak hesaplandi. Elde edilen
kapstller Sekil 3."de gosterilmektedir.
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Sekil 3. Alginat- propolis kapstuller

Figure 3. Alginate- propolis beads

Elde edilen kapsillerin sindirim sistemindeki
davranisi, yapay mide ve ince bagirsak sivisi
kullanilarak belirlendi. Elde edilen bulgulara gére
ham propolisin sindirim sisteminde ki salinimi
beklenildigi gibi olduk¢a dislk olarak belirlendi.
Alginat-propolis kapsillerin ise 2 saat sonunda
yapay ince bagirsak sivisi igerisinde tamamen
dagildigr ve igerdigi aktif bilesenleri tamamen
saldigi tespit edildi (Sekil 4). Hem ham propolis
hem de alginat-propolis kapstllerin yapay mide
sivisi igerisinde oldukga dislk salinima sahip
oldugu belirlendi. Alginat-propolis kapstller ve ham
propolisin salinim bulgulari sirasi ile Sekil 5 ve Sekil
6’'de gdsterilmektedir.
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Sekil 4. Alginat-propolis kapsiillerin  ¢ozelti
icerisinde dagilimi

Figure 4. Solubility of alginat-propolis beads
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Sekil 5. Alginat- propolis salinim 6zellikleri
Figure 5. Alginate-propolis release properties
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Sekil 6. Ham propolis salinim 6zellikleri
Figure 6. Raw propolis release properties
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TARTISMA

Enkapsullasyon tekniklerinin proses ve depolama
kararlihgi, doz kontroll, oksidasyondan koruma vb.
bir ¢cok avantaj saglamaktadir. Bu nedenle son
yillarda gida sektériinde Ozellikle fonksiyonel
gidalarin  Uretilmesi  slrecinde enkapsulasyon
teknikleri kullanilarak yeni drinlerin elde edilmesi
artan bir ivme kazanmistir. Gida endistrisinde
Ozellikle biyo veya biyouyumlu polimerlerin
kullanimi olduk¢a yaygindir. Dogal bir koruyucu
olan propolisin gida alaninda kullanimi oldukga
sinirhdir. Bu durum propolisin recinemsi yapisi,
kendine has agir bir koku ve aromaya sahip
olmasinin dogal bir sonucudur.

Propolisin gida endustrisinde kullanimini kisitlayan
onemli bir diger parametre ise onun en iyi
etilalkolde  ¢dzinebilmesidir.  Propolis  saglik
alaninda da énemli bir paya sahiptir. Ari Grtnleri ile
tedavi son yillarda dinya genelinde ylkselen bir
ivme kazanmistir. Bu UrGnlerden beklenen faydanin
saglanabilmesi icerdikleri aktif  bilesenlerin
hedeflenen organa yeterli miktarda ulastirilabilmesi
ile mimkindir. Enkapsulasyon ile aktif bilesenler
sindirim sisteminin istenilen bdlgesine
hedeflenebilmekte ve dogru yerde tam olarak
salinimlari mimkudn kilinabilmektedir.

Propolis reginemsi yapisindan dolayi en iyi alkolde
¢6zinduginden, bu galismada etanol fazina alinan
biyoaktif bilesenlerinin kapsulasyonlari
gergeklestirildi. Elde edilen kapstllerin etlvde
kurutulmasi ile alkolu giderilmis tlketilebilir propolis-
alginat kapsdller elde edildi. Bu kapstillerin sindirim
sistemindeki davranislari incelenerek ham propolis
kullanilarak elde edilen verilerle ve literaturle
kiyaslandi. Literatur incelendiginde farkli
enkapsulantlar kullanilarak propolis aktif
bilesenlerinin enkapsule edildigi birgok c¢alisma
olmakla birlikte bu kapsullerin sindirim sistemindeki
davraniglar ile ilgili sinirli sayida c¢alisma oldugu
belirlenmistir.

Literatir incelendiginde, farkh  biyopolimerler
kullanilarak elde edilen kapsullerin ve jellerin
salinim oranlarinin birbirinden oldukga farkli oldugu
gorilmastar.  Juliano ve ark., (2007) alginat
kullanarak elde edilen kapsullerin, polifenolleri
yavasca saldigini ve 2 saat sonunda %96,3
oraninda salinim oldugunu ifade etmektedir.
Literatirde iyonik jelasyon teknigi ve alginat
kullanilarak elde edilen propolisli kapsduller ile ilgili
yeterince ¢alisma bulunmamaktadir.

Fakat polimer ve tekniklerin kullanildigi ¢alismalar
mevcuttur. Duran ve ark. (2007) tarafindan yapilan
calismada, poli-€ kaprolakton kullanarak propolis
aktif bilesenlerinin kapsillenmis ve elde edilen
kapstllerin belirlenen kosullarda aktif bilesenlerin
ortalama %60’ 1IN saldigi bildirilmistir.
Kalogeropoulos ve ark., (2009) B-siklodekstrin

kullanarak etanolik propolis ekstraktini
kapstllemiglerdir. Salinim ylzdesinin 2 saat
sonunda ortalama %40 civarinda oldugu

belirtilmigtir. Liu ve ark., (2007) dis macunu
yapiminda kullandidi propolis yikli kitosan
nanokapsdullerin salinimi incelemigtir. Elde edilen
nanokapsillerin 10 saatin sonunda %88 oraninda
salinim yaptigi tespit edilmistir. Enkapsulasyon igin
kullanilan polimerin ve yobntemin kapsilleme
etkinligi Uzerine etkisi oldugu gibi salinim 6zellikleri
Uzerine de etkisi vardir. Gerek bu galismada elde
edilen veriler gerekse literatir c¢alismalari bu
durumu desteklemektedir.

SONUG

Bu calisma ile elde edilen alkolu giderilmis propolis
yukli alginat kapsdullerin hedef noktada ylksek
oranda salinim yaptigini goéstermektedir. Ham
olarak tlketilen propolisin reginemsi yapisindan
dolayr saliniminin ve sindirim oraninin dasik
oldugu, alkol bagimsiz tuketilebilir kapsdllerin
bagrisak ortaminda neredeyse tamamen aktif
bilesenleri saldigi ve ham propolise gore iki kat
daha fazla aktif bilesenleri hedef noktaya
ulastirabilecegi de gozlenmigtir. Geleneksel ve
tamamlayici tipin ve apiterapinin hizla 6nem
kazanmasiyla ilag etkisi gdsterecek olan dogal
drtnlerin hedef noktaya varisi ve beklenen etkiyi
gOstermesi acisindan enkapsulasyon teknikleri
6nem arz etmektedir. Yapilan bu c¢alismanin
sonucunda, propolisin apiterapi amagh kullanimini
ve etkinligini artiracag ifade edilebilir.
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