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OZET Aragtirma Makalesi
Geleneksel tipta yiizyillardir tiim diinyada kullanilan propolis, bal

arilariin bitkilerin tomurcuklarini ve polen tanelerini salgiladiklar: Makale Tarihgesi
enzimlerle karigtirip elde ettikleri kompleks icerige sahip re¢cinemsi Gelig Tarihi  :07.07.2020
dogal bir tiriindir. Toplanma bélgesi, bitki kaynagi, ar1 gesitliligi ve Kabul Tarihi :23.12.2020

toplandig1 yerin ikliminin farkli olmasi sebepleriyle propolis farklh

igeriklere sahip olabilmektedir. Farkli bolgelerle ilgili ¢ok sayida Anahtar Kelimeler

calisma olmasina ragmen, Artvin ilinin Savsat bolgesine ait propolis Antioksidan Aktivite
ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamigtir. Bu ¢alismanin Hemoliz Inhibisyonu
amac1 Artvin Savsat yoresine ait propolisin farkl sicakliklarda (45 ve Propolis

60 "C) fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS) ile hazirlanan ekstraktlarinin
antioksidan 6zelliklerinin (demir indirgeyici gii¢ tayini, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme aktivitesi, toplam fenolik ve
toplam flavonoid madde miktarl) tespit edilmesi ve ekstraktlarin
eritrosit hemoliz inhibisyon 6zelliklerinin belirlenmesidir. PBS'li
ekstraktlarin toplam fenolik ( g propoliste 11.91+0.5-24.14+1.38 mg
gallik asit esdegeri) ve toplam flavonoid (g propoliste 1.79+0.03-
2.13+0.07 mg kuersetin esdegeri) madde miktari, demir indirgeyici
giic tayini (g propoliste 12.80+0.36-27.15+0.12 mg askorbik asit
esdegeri), DPPH (%22.86+0.5-31.24+1.33) ve eritrosit hemoliz
inhibisyonu (%55.58+0.57-96.37+0.02) spektrofotometrik yoéntemler
kullanilarak belirlendi. Deneylerin sonucunda 60 °C sicaklikta elde
edilen PBS’li ekstraktin, antioksidan 6zellikleri ve eritrosit hemolizini
inhibe etme oraninin 45 °C de elde edilen ekstrakta gore yliksek
oldugu tespit edildi. Ekstraktlarin eritrosit hemolizini inhibe edici ve
yiksek antioksidan 6zellik gosteren molekiillerinin belirlenmesi i¢in
daha ileri calismalar gerekmektedir.

Investigation the Different Extraction Temperature Effect of Artvin Savsat Region Propolis PBS
Extracts on Antioxidant Properties and Eryhrocyte Hemolysis Inhibition

ABSTRACT
Propolis, which has been used in traditional medicine for hundreds of
years all over the world, is a resinous natural product with a complex
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content obtained by honey bees by mixing the buds of plants and Received +07.07.2020
pollen grains with enzymes they secrete. Propolis may have different Accepted $23.12.2020
contents due to the gathering region, plant source, bee variety and

climate of the place where it is collected. Although there are many Key'wo.rds =

studies related to different regions, so far the propolis of the Savsat Ant10x1dz.1nt A({tl‘w'ty
region in Artvin have not been studied yet. The aim of this study is to E:on;giiy:ls Iy ot

determine the antioxidant properties (determination of iron reducing
power, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging
activity, total phenolic and total flavonoid content) of propolis extracts
of Artvin Savsat region prepared with phosphate buffer salt solution
(PBS) prepared at different temperatures (45 and 60 °C) and to
determine the erythrocyte hemolysis inhibition properties of the
extracts. Total phenolic (11.91+0.5-24.14+1.38 mg gallic acid
equivalent to g propolis) and total flavonoid (1.79+0.03-2.13+0.07 mg
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quercetin equivalent to g propolis) content of PBS extracts, iron power
determination ( 12.80+0.36-27.15+0.12 mg ascorbic acid equivalent to
g propolis), 2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl (DPPH) radical scavenging
activity (%22.86+0.5-31.24+1.33) and erythrocyte hemolysis inhibition
(%55.58+0.57-96.37+0.02) were determined using spectrophotometric
methods. As a result of the experiments, it was determined that the
extract with PBS obtained at a temperature of 60 °C was higher than
the extract obtained at 45 °C, in terms of antioxidant properties and
erythrocyte hemolysis inhibition ratio. Further studies are required to
identify molecules that inhibit erythrocyte hemolysis in extracts and

have antioxidant properties.
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GIRIS

Son =zamanlarda sentetik 1ilac¢larin hastaliklarda
kullaniminin belirli yan etkilerle sonuglanmasinin
ardindan insanlar 1ila¢ olarak dogal urlnleri
tiketmeye baslamigtir. Dogal uriinler, farmakolojik
kesiflerin gelecek vadeden kaynaklarindan olup ari
urunleri de bu amagla siklikla kullanilmaktadir. Ari
urunlerinin hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmasina
apiterapi denir (Scorfin ve Bankova 2011; Frozza ve
ark., 2013; Onbasili ve ark., 2019). Apiterapide en sik
kullanilan trinlerden biri de propolistir. Geleneksel
tipta ytizlerce yildir tiim diinyada kullanilan propolis,
bal arilarinin topladiklar1 tomurcuk ve polen
tanelerini salgiladiklar1 enzimler ile karistirip elde
ettikleri kompleks igerige sahip re¢inemsi dogal bir
iirtindiir (Da-silva ve ark., 2013; Turan ve ark., 2015).
Arilar propolisi  kovanda bulunan c¢atlaklarin
kapatilmasinda ve kovana gelen davetsiz misafirleri
O6ldirmek i¢cin  kimyasal bir silah  olarak
kullanmaktadir (Demir ve ark., 2016). Zengin bir
icerige sahip olan ve igerigi toplanma yerine,
zamanina, ari cesitliligine ve bitki kaynagina bagh
olarak degigsiklikler gosteren propolisin yapisinda
genel olarak %5 polen, %5 organik maddeler, %10
aromatik ve ugucu yaglar, %50 recine ve bitkisel
balsam, %30 ise balmumu gibi ¢esitli maddeler
bulunmaktadir (Burdock, 1998; Rufatto ve ark., 2017).
Farkli propolis 6rneklerinden giiniimiize kadar 300
farkl bilesik tanimlanmigtir ve bunlarin iginde ¢esitli
flavonoidler ve fenolik asitlerin (hem benzoik asit
hemde sinnamik asit tiirevleri) bulundugu
bildirilmistir (Aliyazicioglu ve ark., 2013; Da-silva ve
ark., 2013; Turan ve ark., 2015). Cok cesitli aktif
bilesenler (flavonoidler ve fenolik asit) iceren
propolisin flavonoid igerigindeki degisiklikler, esas
olarak bal arilarinin ziyaret ettigi bitkilerin bélgesel
farklihgina atfedilmektedir (Ertiirk ve ark., 2016).
Icerdigi Dbilesikler ile propolis antibakteriyel,
radyoprotektif, antienflamatuar, antiviral,
antimutajenik, antikanser ve antioksidan o6zelliklere
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sahiptir (Aliyazicioglu ve ark., 2005; Pereira ve ark.,
2008; Demir ve ark., 2016; Yalcin ve ark., 2016; Misir
ve ark., 2018).

Saglik acisindan bu kadar yararh ozelliklere sahip
olan propolis ham haliyle endustride direk olarak
kullanilamadigindan tiketilebilmesi i¢in ilk olarak
ekstrakte edilmelidir. Propolisin ekstraksiyonunda
ozellikle gida ve saghk sektoriinde kullanilacak bir
urun gelistirilecekse su ve gliserol gibi toksik olmayan
gozucllerin kullanimi uygun gorilmektedir
(Thamnopoulo ve ark., 2018; Bakkaloglu ve Arici,
2019). Fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS) bircok in-vitro
ve In-vivo calismada tampon cozelti ya da kontrol
grubu olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
PBSnin hiicrelere ve enzimlere zarar vermedigi
gozlemlenmis olup PBSnin kullaniminin canh
viicudunda herhangi bir toksisiteye neden oldugunu
gdsteren bir calismaya da rastlamlmamistir Meeking
ve ark.,2019; Sajid ve ark., 2020; Kozima ve ark.,
2020). Ekstraksiyon isleminde ¢éziiciiniin yani sira
uygulanan sicakliginda o6nemi vardir. Uygulanan
sicakligin ekstraktlarda bulunan fenolik bilegikleri
serbest hale dontusgtiirebilecegi ve sonucunda
antioksidan aktiviteyi arttirabilecegi bildirilmektedir
(Meral, 2017).

Antioksidanlar, serbest radikallerin canl viicudunda
meydana getirdigi hasarlar1 ortadan kaldirmak icin
bir tiir savunma sistemidir. Bu sistem dogrudan veya
dolayli olarak karsinojenlerin, ilaglarin ve ayni
zamanda birgok toksik radikal reaksiyonlarin zararh
etkilerine karsi hiicreleri korumaktadir (Mercan,
2004; Siileyman ve ark., 2018). Serbest radikaller
(ROS) eslenmemis elektronlara, elektron verebilen ya
da eslenmemig elektronlara saldirip onlardan elektron
alabilen molekiillerdir. Bu molekiiller negatif, pozitif
ya da nétr yluke sahip olabilmektedir. ROS’larin farkh
konsantrasyonlar: biyolojik sistemler tizerinde yararh
yva da zararhh etki go6sterebilmektedir. Diistuk
konsantrasyonlarda ROS’lar, hiicre fonksiyonlarini,
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bagisiklik tepkilerini, vaskiiler tonusu, inflamasyon
slirecini ve hicresel sinyalizasyonu saglayan 6nemli
fizyolojik rollere sahip olmakla birlikte ayni zamanda
¢ok sayida biyolojik tepkimelere de etki ederek
yikseltgenme ve indirgenme sinyallerini kontrol
edebilirler. Biyolojik sistemlerde ROS’larin yuksek
konsantrasyonlar1 ise hasar verici eylemleri tegvik
ederek hastaliklara neden olmaktadir (Brieger ve
ark.,2012; Sezer ve Keskin, 2014). Hiicresel
metabolizmada olusan stiperoksit radikali, hidroksil
radikali ve hidrojen peroksit gibi ROS’larin artis: ile
antioksidan enzimlerin, bu ROSlar1 detoksifiye
edememesi sonucu oksidatif stres olusmaktadir.
Oksidatif stresin artisindan kaynaklanan ROS’lar,
DNA’da bulunan bazlardan, hiicre i¢i lipit ve protein
yapilarinin ¢ift bag i¢ceren gruplarindan bir hidrojen
atomu kopararak zincirleme oksidasyon
reaksiyonlarini basglatabilme yetenegine sahiptirler.
Bu zincirleme reaksiyonlarin sonucunda ise DNA,
hiicre i¢i protein ve lipit gibi makro molekiiller hasar
gorerek hiicre 6liimu ya da hasarina neden olmaktadir.
(Ozcan ve ark., 2015; Ighodaro ve Akinloye, 2017).
ROS’lardan ilk etkilenen hiicreler arasinda kirmizi
kan hicresi olarak bilinen eritrositlerin oldugu
bildirilmektedir (Balkan, 2017). Solunum sirasinda
eritrositler siirekli olarak oksidatif hasara neden
olabilecek  yiiksek oksijen gerilimine maruz
kalmaktadir. Bunun yaninda eritrositlerin toksik
maddelere maruz kalmasi, memranlarinda hasara
neden olan serbest radikallerin olusumuna yol agar
(Shinde ve ark., 2017).Eritrositlerin membran
yapilarinda yliksek oranda ¢oklu doymamis yag asidi
ve ig¢indeki hemoglobinin yapisinda oksidasyonu
katalizleyen ferro demiri (Fe3*) bulunmaktadir. Bu
yapilar eritrositleri ROS’larin ac¢ik hedefi haline
getirmektedir (Balkan, 2017). Eritrosit zarina serbest
radikal  saldirisi, hemolize yol acan lipid
peroksidasyonuna neden olur (Ramchoun ve ark.,
2015). Eritrositler, ROS’lardan yogun etkilenmesi ve
elde edilmesinin de kolay olmasi1 sebebiyle in vitro
calismalarda siklikla tercih edilmektedir (Carl ve ark.,
2016; Balkan, 2017).

Yapilan literatir taramalarinda propolisin farklh
sicakliklarda hazirlanan PBSli  ekstraktlarinin
antioksidan  ozelliklerini ve eritrosit hemoliz
inhibisyonunu degerlendiren 1in vitro c¢aligmaya
rastlanilmamigtir. Buradan hareketle hazirlanan bu
calismanin amaci; Artvin Savsat yoresine ait
propolisin farkh sicakliklarda (45 ve 60 °C) hazirlanan
PBS’li ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklerinin tespit
edilmesi ve ekstraktlarin eritrosit hemoliz inhibisyon
ozelliklerinin incelenmesidir.

MATERYAL ve METOD
Propolisin Temini

Calismada kullanilan propolis, Artvin ilinin Savsat
yoresinden temin edilmistir.
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antioksidan aktivite analizi ve eritrosit hemoliz
inhibisyonu i¢in kullanilan tiim kimyasallar analitik
saflikta olup, Merck ve Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan satin alindi.

Kullanilan Laboratuvar Cihazlari

Bu calismada mikropleyt okuyucu (Thermo scientific,
Multiskan GO, Finlandiya), hassas terazi (Kern, ABJ-
NM/ABS-N, Almanya), etiiv (Daihan Scientific,
ThermoStable 1G-105, Giiney Kore), cakalayici
inkiibatér (Shel lab, SI4, Amerika), spektrofotometre
(Shimadzu, Japonya), pH-metre (Hanna, Almanya) ve
santrifiij (Beckman Coulter-AllegraX-30R, Almanya)
cihazlar1 kullanilda.

Propolisin Ekstraksiyonu

Propolis rende yardimiyla toz haline getirildi. Toz
halindeki 6rneklerden 0,5’er gram tartilip iki ayri 50
mLlik tiipe aktarildi. Bu tiiplere 20’ ser mL PBS ilave
edilerek vortekslendi ve calkalayici inkiibatérde iki
farkli sicaklikta (45 ve 60°C) 150 rpm’de 24 saat
stirekli c¢alkalanarak inkibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi 2000xg de 10 dakika santrifiy
edildi ve propolis ekstraktlar1 stizge¢ kagidi
yardimiyla siiziildi. Elde edilen PBS’li ekstraktlar
antioksidan deneylerinde ve eritrosit hemoliz
inhibisyonu deneyinde kullanilmak uzere
alikotlanarak - 20 °C’ de, karanhkta saklandi (Turan
ve ark., 2017).

Toplam Fenolik Madde Tayini

Folin-Ciocalteu metodu fenolik ve polifenolik
antioksidanlarin kolorimetrik olarak in vitro analizi
icin kullanmilmaktadir. Propolis ekstraktlarindaki
toplam fenolik madde igerigi standart olarak
kullanilan mg gallik asit(GA) esdegeri/ 1 g propolis
olarak belirtildi. Kisaca modifiye edilmis olan Folin-
Ciocalteu metoduna goére 12.5 pl ekstrakt, 1:10
seyreltilmis Folin reaktifi (62.5 nL) ve %20’lik sodyum
karbonat ¢ézeltisinden (125 nL) eklendikten sonra oda
sicakhiginda, 30 dakika karanhkta inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon stresinin ardindan absorbans
Olcimu 760 nm’de mikropleyt  okuyucuda
gerceklestirildi. Tum analizler, ti¢ kez tekrarlandi
(Slinkard ve Singleton, 1977).

Toplam Flavonoid Madde Tayini

Propolis ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigi,
standart olarak kullanilan mg kuersetine esdeger/1 g
propolis olarak belirtildi. Aliminyum klorir
kolorimetrik metoduna gore propolis ekstraktlarindan
20 pL, %80’lik etanolden 172 pL, %10’luk aliminyum
kloriirden 4 pL ve 1 M potasyum asetat ¢ozeltisinden
4 pL ilave edilip karistirildi ve 40 dakika oda
sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi. Inkﬁbasyonun
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ardindan absorbans o6lgimi 415 nm’de mikropleyt
okuyucuda gergeklestirildi. Tim analizler, ¢ kez
tekrarlandr (Moreno ve ark., 2000).

Demir Indirgeyici Giiciin Belirlenmesi

Propolis ekstraktlarinin demir indirgeyici giici mg
askorbik asite egdeger/g propolis olarak belirtildi.
Oyaizu tarafindan gelistirilmis yontem modifiye
edilerek; 40 pL propolis ekstrakti, 100 pL 0.2 M fosfat
tamponu (pH:6.6) ve 100 uL potasyum ferrisiyanatla
karigtirilip 50°C’de karanhik bir yerde 20 dakika
inktibe edildi ve inkiibasyon sonras1 su altinda
tutularak sogumasi beklendi. Karisima %10 luk TCA
(trikloroasetik asit)’dan 100 pL ilave edildi ve karisim
10 dakika 2000xg’de santrifiijlendi. Santrifiijlenen
orneklerin ust fazlarindan 96 kuyucuklu mikropleyte
100’er pL alindi ve tlzerlerine 100’er pL distile su ve
20’ser pL demir (III) kloriir eklendi. Son karisim
karanhkta, oda sicakliginda 5 dakika inkibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan absorbans él¢timii
700 nm’de mikropleyt okuyucuda gerceklestirildi. Tim
analizler, ii¢c kez tekrarlandi (Oyaizu, 1986).

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

Propolis  ekstraktlarmin  DPPH (2,2-difenil1-
pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi Yu ve
arkadaglar1 tarafindan geligtirilen metod modifiye
edilerek kullanmldi (Yu ve ark., 2002). 125 pL propolis
ekstrakt1 tizerine 0.1 mM’lik 125 pL. DPPH radikali
eklenerek karanlhkta, oda sicakhiginda 30 dkhik
inktibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi 517 nm’de
mikropleyt okuyucuda absorbans degerleri okundu.
Sonucglari % inhibisyon olarak belirtildi. Yuizde
inhibisyon degeri Egitlik 1’deki formiilden hesaplanda.

% [thb]syonz ((AbSkantra[ - Aszj’rnek)/ Abs ]rantro])XlOO
(Bsitlik 1.)

Eritrosit Hemoliz Inhibisyonu

Calisma i¢in KTU Tip Fakiiltesi Bilimsel Aragtirmalar
Etik Kurulundan 2019-13 sayili Etik Kurul onayi
alindi. Onam formu egliginde 10 farkhi gontlliiden
(alkol, ilag, sigara kullanmayan, kronik rahatsizlig
olmayan ve agir egzersiz yapmayan) EDTAL1 tiiplere
kan 6rnegi alinarak eritrositlerin ayrilmasi igin tiipler
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifij
sonrasi supernatant kismi uzaklagtirilarak 0.2 M pH’1
7.4 olan PBS (fosfat tamponu) ile yikama yapildi.
Yikama iglemine eritrosit paketleri elde edilinceye
kadar devam edildi. Elde edilen eritrosit paketlerinden
200 pL alindi, tizerine 200 pL propolis ekstrakti
eklendi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.
inkl’ibasyon islemi sonrasinda érneklere 0.4 M’lik 100
pL tersiyer biitil hidroperoksit (t-BHP) ilave edilerek
37 °C’ de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
tiuplere 5 mL PBS ilave edildi ve 4000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi. Elde edilen stipernatantdan 750
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pL  alinarak spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda absorbanslar1 él¢iildii (Okoko ve Ere, 2012).
Negatif kontrol olarak PBS, pozitif kontrol olarak t-
BHP’li 6rnek kullanildi. Deney sonucglari % hemoliz
inhibisyonu olarak verildi. t-BHP’nin neden oldugu
hemoliz %100, % hemoliz inhibisyonu ise % 0 olarak
alindi. Yuzde inhibisyon degerleri ise Esitlik 2’deki
formilden hesaplanda.

% hemoliz inhibisyonu= ((Abs¢-prp- Absenex) | Abst-Brp)
x 100 (Esitlik 2.)

Istatistik Analizler
Deney sonuclar1 ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasi ve
standart sapmasi alinarak (aritmetik

ortalamatstandart sapma) hesaplandi. Sonuclarin
normal dagilima uygunluklari Shapiro-Wilk testi ile
kontrol edilip normal dagilima uygunluklarn
gorildikten sonra antioksidan analizleri igin
Independent-Sample T Testi ile eritrosit hemoliz
inhibisyonu analizinde ise Oneway ANOVA testi
kullanildi. (P<0.001) istatistiksel olarak anlamlh kabul
edildi.

BULGULAR ve TARTISMA

Oksidatif stres antioksidan-oksidan dengenin oksidan
lehine dogru bozulmasi sonucu ortaya gikan patolojik
bir durumdur. Oksidatif stres kardiyovaskiiler
hastaliklar, otoimmiin bozukluklar ve kanser gibi
bircok hastalikla iligkilendirilmistir (Turan ve ark.
2017). ROS’larin hastaliklar tizerindeki rolleri ile ilgili
bilgilerin  artmasi  insanlar arasinda  dogal
antioksidanlar1 daha popiiler hale getirmistir (Demir
ve ark., 2017). Dogal iiriinler 6nemli antioksidan
kaynaklardan olup bunlardan biri de propolistir.
Propolisin saghg korumaya ve gesitli hastaliklara
kars1 savasmaya hizmet edebilecek 1yi bir antioksidan
kaynag1 oldugunu belirtilmistir (Aliyazicioglu ve ark.,
2013). Antioksidan aktiviteye sahip bilegiklerin
ozellikleri ve yapilari birbirinden farkli oldugu i¢in tek
bir 6l¢giim metodu bu 6zelliklerin tespiti i¢in yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle birden fazla 6l¢iim metodu
ile  antioksidan  aktivitenin  tespit  edilmesi
gerekmektedir (MacDonald-Wicks ve ark., 2006). Bu
calismada da antioksidan 6zelliklerin belirlenmesinde
toplam fenolik madde tayini, demir indirgeyici giig
analizi ve toplam flavonoid madde tayini kullanilmis
olup sonuglar Cizelge 1’de verilmistir.

Propolisin  biyolojik aktivitesinden esas olarak
sorumlu olan yapilar fenolik Dbilesiklerden olan
flavonoidlerdir. Flavonoidler, antioksidan aktiviteden
de sorumludur ve antioksidan aktiviteleri 6zellikle
radikal siipiirme etkisine dayanmaktadir (Kanbur ve
ark., 2009). Can ve ark. (2015) Azerbaycan’in 15 farkh
bélgesinden temin ettikleri propolis 6rneklerinin
etanolli  ekstraktlarinin toplam fenolik madde
igeriginin 10.94-79.23 mg GAE/g arasinda oldugunu
bildirmislerdir (Can ve ark., 2015). Aliyazicioglu ve
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ark. (2013) Tirk propolisinin metanolik ekstraktinin
toplam polifenol seviyelerini 155-210 mg GAE/g
propolis araliginda oldugunu  belirtmiglerdir
(Aliyazicioglu ve ark., 2013). Cakiroglu (2010) farkh
coziiciiler (DMSO, etanol, gliserol, su ve aseton) ile elde
edilen Turk propolisinin toplam polifenol igeriginin

19.67+0.29-141.17+9.99 mg GA/g propolis, toplam
flavonoid icgeriginin 1.30+0.12-55.25+6.63 mg K/g
propolis ve demir indirgeyici glicinin ise 26.22+8.57-
273+11.62 mg T/g propolis arasinda oldugunu
bildirmistir (Cakiroglu, 2010).

Cizelge 1.Artvin Savsat propolisinin PBSli ekstraktlarinin antioksidan analiz sonuclar: (n=3)
Table 1. The antioxidant analysis results of PBS extracts of Artvin Savsat propolis (n=3)

Gruplar
45°C 60 °C
Toplam polifenol icerik (mg GAE/g) 11.91+0.52 24.14+1.382
Toplam flavonoid icerik (mg KE/g) 1.79+0.03 2 2.13+0.072
Demir indirgeyici giic tayini (mg AAE/g) 12.80+0.36 2 27.16x0.122
DPPH (% inhibisyon) 22.86+0.52 31.24+1.33a

Degerler aritmetik ortalama+standart sapma olarak verildi. Antioksidan testlerininin her biri kendi

gruplar1 i¢inde

karsilastirilarak sicakliklar arasi fark anlamli bulundu. (a=p<0.001)
GAE: Gallik asit esdegeri, QE: Kuersetin esdegeri, AAE: Askorbik asit esdegeri

Ahn ve ark. (2007) Cin’in cesitli bélgelerinden temin
ettikleri  propolislerin etanolli ekstraktlarmi
hazirlayarak toplam polifenol ve toplam flavonoid
icerigini incelemiglerdir. Toplam polifenol igerigin
42.94+0.8-302+4.3 mg GAe/g propolis etanol ekstrakti,
toplam flavonoid igerigin ise 8.3+3.7-188+6.6 mg Qe/g
propolis etanol ekstrakti arasinda degistigini
belirtmislerdir (Ahn ve ark. 2007). Literatiirde
propolis  ekstraksiyonlarimin ayni anda farkh
sicakhiklarda yapildigi ve biyoaktif 6zelliklerinin
kargilagtirildig: herhangi bir calismaya
rastlanilmamisgtir. Yine literatiirde propolis
ekstraktlarinin PBS ile seyreltilerek kullanildigi ¢ok
sayida calisma olmasina ragmen c¢oziclu olarak PBS
kullanarak propolis ekstraksiyonu yapilan herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Fakat baska dogal
urunler icin tarama yapildiginda Pala ve arkadaslari
geleneksel meyan kokii serbeti hazirlama siirecinde
farklh sicaklhik uygulamalarinin gerbetin biyoaktif
bilegenleri tlizerindeki etkisini incelemis t¢ farkh
sicaklikta (oda sicakhigi(25 °C ), 40 ve 75 °C) meyan
koki ekstraktlarini hazirlayarak toplam polifenol
igerigini 521.2+23.2-623.3+36.8 mg GAE/L meyankoki
serbeti, toplam flavanoid igerigini ise 31.2+1.5-
37.43+2.4 mg QE/L meyan koku serbeti degerleri
arasinda belirtmiglerdir. Elde ettikleri sonuca gore oda
sicakhiginda en diisuk toplam polifenol ve flavonoid
madde miktarinin oldugu ve en yiiksek degerin ise 75
°‘C’de oldugu belirtilmis olup artan sicaklik ile ekstrakt
icerisindeki biyoaktif bilegenlerinde arttigl
gozlemlenmistir (Pala ve ark. 2017). Bucic- Kojic ve
arkadaglar1 ise Uzum c¢ekirdeklerinden 25-80 °C
arasinda elde ettikleri ekstraktlarin toplam fenolik
madde igerigini artan sicaklik etkisi ile en yliksek 80
‘C’de hazirlanan ekstraktta oldugunu belirtmiglerdir
(Bucic- Kojic ve ark. 2007). Bu calismada ise Artvin
Savsat bolgesinden temin edilen propolisin iki farkl
sicaklikta hazirlanan PBS’li ekstraktlarinin toplam
polifenol miktar1 11.91+0.5-24.14+1.38 mg GAE/g
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propolis, toplam flavonoid madde miktar:r 1.79+0.03-
2.13+0.07 QE/g propolis ve demir indirgeyici gii¢ ise
12.80+0.36-27.16+0.12 mg AAE/g propolis oldugu
tespit edilmistir. Buna gore ekstraksiyon sicakliklari
karsilagtirildiginda artan ekstraksiyon sicakliginin
antioksidan degerlerini de arttirdig1 gézlemlenmigtir.
Bu durumun sicaklik artigi ile ekstraksiyon sirasinda
propoliste bagli halde bulunan bilesiklerin serbest hale
gecis hizini artirarak antioksidan aktiviteyi de
artirdigr diisinulmektedir. Antioksidan madde igerigi
bakimindan Artvin Savsat propolisi diger ¢alismalarla
karsilagtirildiginda ise sonuglar arasindaki
farkliliklarin, propolisin toplandigr boélgelerin flora
farklihigindan, kovanin bulundugu konumdan, arilarin
propolisi biriktirme zamanindan ve ekstrakt elde
etmek igin kullanilan g¢oziciilerin farkli olmasindan
kaynaklandig ongorilmektedir.

Dogal antioksidanlarin ROS’lar1 yakalama aktivitesini
degerlendirmek i¢cin DPPH radikali kullanilmaktadar.
DPPH  ¢ozeltisi  antioksidan bir madde ile
kargilastiginda yapis1 degistiginden var olan mor
rengini sar1 renkli bir bilesige dontstiirir. Olugan sar1
renk ile antioksidan konsantrasyonu arasinda dogru
bir orant1 vardir. Misir (2013) Tiirk propolisinin farkl
coziiciilerdeki  (etanol, metanol ve DMSO)
ekstraktlarimin DPPH radikal siipturici etkisini
inceleyerek en yuksek aktivitenin 0,5 mg/mL’de
%72+1.4-95+0.3 oldugunu bildirmistir (Misir, 2013).
Siripatrawan ve arkadaslar1 (2012) Tayland’'tan temin
ettikleri propolisi 4 farkli yiizde konsantrasyona sahip
etanol (%30,40,50 ve 70) cozeltileri ile ekstrakte
etmigler ve sonucunda DPPH serbest radikal siiplirme
aktivitesinin %65.52+1.18-94.21+2.06 arasinda
oldugunu bildirmislerdir (Siripatrawan ve ark., 2012).
Miguel ve arkadaslar: (2014) kis ve ilk bahar boyunca
Algarve bolgesindeki on ii¢ farkli alanda toplanan
propolis 6rneklerinin su ve metanolli ekstraktlarim
elde etmigler ve sulu propolis ekstraktlarinin DPPH
serbest radikal siiplirme aktivitelerinin %35.76+6.45-
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91.55+0.58 arasinda oldugunu bildirmislerdir (Miguel
ve ark., 2014). Bu calismada ise Artvin Savsat
propolisinin farkh sicakliklardaki PBS’i
ekstraktlarinin DPPH radikal supuriict aktiviteleri
Cizelge 1'de gosterildigi gibi 200 pg/mL i¢in %
inhibisyon oranlar1 45 °C ve 60 °Cde sirasiyla
%22.86+0.5-31.24+1.33 olarak bulunmustur.
Calismadaki farkli sicakliklar kargilagtirildiginda 60
‘C’de elde edilen ekstraktin DPPH radikal siiptirme
aktivitesinin daha iyi oldugu gézlemlenmistir. Yapilan
calismalar ve elde edilen veriler karsilastirildiginda
ise PBS’li ekstraktin, etanol, metanol ve DMSO
ekstraktlarina goére daha disuk degerde, su
ekstraktina gére benzer DPPH radikal stplirme
aktivitesine sahip oldugu gézlemlenmektedir. Propolis
calismalarinda ¢ozilicii se¢imi elde edilecek son lriine
gore yapilmalidir. Gida veya saghk sektorinde
geligtirilecek triinlerin toksik 6zellik géstermeyen su
ve giliserol gibi ¢oziiciilerin yaninda PBS'nin de ¢6ziicli
olarak kullaniminin uygun olabilecegi
dustnulmektedir. Ayrica hiicre kiltura
calismalarinda da PBS ile hazirlanan ekstraktin direk
hiicrelere verilebilir formda olmas1 da avantaj olarak
disinulmektedir.

Eritrositler dogal olarak ¢oklu doymamis yag asitleri
igerikleri ve yapilarinda bulundurduklar:i hemoglobin
nedeni ile oksidasyona daha yakin hiicreler olarak
bilinir. Bu nedenle oksidatif stres ¢calismalarinda ¢ok
fazla kullanilmaktadir. Shinde ve ark. (2017)
tarafindan Buchanania lanzan sprengin yapraklari
metanol ¢ozlclisii ile ekstrakte edilmis ve bu

ekstrakttan farkli fraksiyonlar elde edilerek hidrojen
peroksidin (H202) neden oldugu eritrosit hasarini
engellemesi  hedeflenmistir. Yapilan c¢alismada
eritrosit hemoliz inhibisyonu IC90 degerleri 68,41-
79,66 mg/mL’ arasinda bulunmustur. Bu degerler ile
Buchanania lanzan spreng'in ekstraktinin anti-
hemolitik aktivite sergiledigi gozlemlenmistir (Shine
ve ark., 2017). Bu calismada ise eritrositlerde hasar
olusturmas1 amaciyla t-BHP kullamilmigtir. t-BHP
organik bir bilesik olup oksidatif hiicre hasar
mekanizmalar ile ilgili yapilan ¢aligmalarda siklikla
kullanilmaktadar. Yapilan calismada farkh
sicakliklarda hazirlanan propolis ekstraktlarinin 3
farkli konsantrasyonu (625, 500, 312.5 pg/mL)
caligilarak eritrosit % hemoliz inhibisyonuna bakilmig
ve hemoliz inhibisyon sonuclari sekil 1’de verilmigtir.
45 ve 60 °C'de elde edilen propolis ekstraktlarinin
artan  konsantrasyonlardaki ylizde inhibisyon
degerleri  sirasiyla 55.568+0.57-92.2+0,47 ve
64.134+0.37-96.37+0.02 arasinda oldugu bulunmustur.
Propolis ekstraktini hazirlamada kullanilan PBS
¢oOzeltisi negatif kontrol olarak kullanilmig ve eritrosit
orneklerini hasara ugratmadigr goézlemlenmisgtir.
Olusan hemolizi en iyi inhibe eden ekstraktin 60 ‘C’de
hazirlanan oldugu sonucuna ulasilmigtir. Bu
ekstraktin konsantrasyonu yilikseldikce hemolizi
inhibe etme oraninin da arttig tespit edilmigtir. 60 °C
de hazirlanan ekstraktin 45 °C de hazirlanan ekstrakta
gore daha yluksek antioksidan kapasiteye sahip
olmasi, hemoliz inhibisyonunu da benzer oranda
arttirmaktadir.
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Sekil 1. Artvin propolis ekstraktlarinin % hemoliz inhibisyonu

Figure 1.% hemolysis inhibition of Artvin propolis extracts

(Degerler aritmetik ortalamatstandart sapma olarak verildi. t-BHP grubu ile karsilastirilarak fark anlamli bulundu (* p<0.001)
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SONUC ve ONERILER

Bu aragtirma Artvin Savsat yoresine ait propolisin
farkli sicakliklarda (45 ve 60 °C) hazirlanan PBS’li
ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklerinin ve eritrosit
hemoliz inhibisyonu tizerine etkisinin incelendigi ilk
calisma olup veriler karsilastirnldiginda 60 °C de
hazirlanan ekstraktin 45 °C de hazirlanan ekstrakta
gore daha yiiksek antioksidan kapasiteye ve hemoliz
inhibisyonuna sahip oldugu bulunmustur.

Bu sonuclardan elde edilen verilere gore, PBS’li
ekstraktin igerik analizi yapildiktan sonra hastaya
direk olarak verilebilecek toksik olmayan bir Grinin
geligtirilebilmesi i¢cin PBSnin iyi bir propolis
ekstraksiyon ¢oOziicisii olabilecegi, bunun yaninda
antioksidan 6zelliklerin yliksek bulunmasi sebebiyle
de propolis ekstraktlarinin 60°C’de hazirlanmasinin
uygun olabilecegi degerlendirilmektedir. Yapilacak
ileri ¢alismalar sonrasinda eritrosit hemolizine sebep
olan etkenlerin yaptig1 hasarin azaltilmasinda PBS’li
propolis ekstraktinin in-vivo ¢aligmalarla
desteklenerek kullanilabilirligi diistiniilmektedir.

Aragtirmacilarin Katk: Oram Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catigmasi Beyani
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar

catismasi olmadigini beyan ederler.
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