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AZERBAYCAN YORESINE AIT PROPOLIS ORNEKLERININ ANTIOKSIDAN
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
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Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2013, 41 Sayfa

Propolis 6nemli bir dogal iiriin olup ar1 kovanlarinin korunmasinda kullanilir.
Bilesimi ve biyolojik aktif 6zellikleri oldukca degisken olup pek ¢ok faktore baglidir. Bu
calismada ilk kez, Azerbaycan yoresine ait propolis Orneklerinin antioksidan 6zellikleri
incelendi. Azerbaycan’ 1n 15 degisik bolgesinden; Aktas (1), Zerdap (1), Ismayilli (2),
Astara (1), Semkir (1), Qax (1), Nahcivan (2), Mingecevir (1), Seki (1), Qusar(1) ve Quba
(3) ornekler toplandi. Etanolik propolis ektraklarinin antioksidan 6zellikleri toplam fenolik
madde, demir (Il) indirgeme/antioksidan kapasite (FRAP) ve 2,2-difenil-I-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal temizleme testleri kullanilarak tayin edildi. Toplam fenolik madde
miktarlar1 10,94-79,23 mg GAE/g arasinda bulundu. FRAP testi dogal drneklerin toplam
antioksidan kapasitesini gosteren bir test olup 170- 438 uM Troloks/g propolis arasinda bir
dagilim gosterdi. Tiim orneklerin DPPH radikalini temizleme yetenegine sahip oldugu ve
SCso degerlerinin 18-128 pg/mL arasinda degisim gosterdigi bulundu. Ayrica toplam
polifenolik madde miktar1 ile FRAP ve DPPH radikal temizleme kapasitesi arasinda giiclii
bir korelasyon (R%0,980 ve R% -0,792; p<0,05) oldugu bulundu. Sonug olarak, ¢alisilan 15
adet propolis érneginden Ismayilli, Zerdap ve Oax bdlgelerine ait drneklerin antioksidan

aktivite yoniinden daha ytiksek oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Propolis, Azerbaycan.
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Propolis is an important natural product, was used beehive protection. Its
composition and biological activities is highly variable depends on many factors. In this
study, antioxidant properties were studied for the first time in Azerbaycan propolis. Fifteen
samples were collected from different areas of Azerbaycan; Aktas (1), Zerdap(1), Ismayillx
(2), Astara (1), Semkir (1), Qax (1), Nahcivan (2), Mingegevir (1), Seki (1), Qusar(1) and
Quba (3). Antioxidant activities of the samples were determined by three different
antioxidant methods, namely total phenolic contents, ferric reducing/antioxidant power
(FRAP) and 2,2-diphenyl-I-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity in the
ethanolic extracts. Total phenolic content was found between 10.94-79.23 mg GAE/g
propolis. Ferric reducing antioxidant power was also reflects antioxidant capacity of
natural samples, and FRAP values was changed between 170- 438 uM Troloks/g propolis.
All samples showed DPPH radical scavenging activities, and the SCs, values changed
between 18-128 ug/mL. The antioxidant activities were also found to be related to the
samples concentration. We have also a high correlation between the phenolic contents and
FRAP and DPPH values (R% 0,980 and R? -0.792, p<0.05). Among the fifteen propolis
samples investigated here, Ismayilli, Zerdap and Oax region of propolis samples were

showed higher antioxidant capacity compared to the other region of Azerbaycan.

Key Words: Antioxidant, Propolis, Azerbaycan.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bagta kanser olmak {iizere cesitli enfeksiyonlarin, kalp damar hastaliklarinin giderek
yayginlagmasi, pek ¢ok tiirden ¢evre kirliligi ile ¢esitli ilag ve sentetik tirlinlerin yaygin
olarak kullanimlarina baglanmaktadir. Giiniimiizde cevap aranilan en 6nemli sorulardan
birisi, insanin daha saglikli yasamasi i¢in daha saglikli iiriinlere nasil ulasabilecegidir.
Cesitli sentetik ilaclarin hastaliklar1 tedavi etmeleri yaninda pek ¢ok yan etkileri
bulundugundan dogal yollarla yapilan tedaviler bu bakimdan daha 6n plana ¢ikmaktadir.

Bu amagla dogal tiriinlerin kullanimu ile gelisen fito-terapi, etno-terapi ve api-terapi
gibi temel bilim dallarinin amaci1 dogal {iriinlerin hastaliklardan korunmada ve hastaliklar
tedavi etmedeki rollerinin ortaya ¢ikartilmasi yararli ve zararli Ozelliklerin
aydinlatilmasidir. Bu bakimda bitkisel tirlinleri ve ar1 iriinleri ile tedavi yontemleri
ozellikle son 10-15 yildir biyokimyacilarin, eczacilarin, farmakologlarin, herbalistlerin ve
klinikeilerin ilgisini ¢cekmektedir ve her gecen giin yeni bir dogal iirliniin faydali bir
ozelligi ortaya ¢ikartilmaktadir.

Diinyanin en saf ve en dogal iiriinlerinden biri olan ar1 iiriinleri; bal, polen, propolis,
ar1 siitlinlin gida olarak tiiketilmelerinden farkli olarak gesitli enfeksiyonlarin ve yaralarin
tedavisinde yaygin kullanim alan1 bulunmaktadir.

Bu dogal an {irtinlerinden 6zellikle propolis arilarin kovanlarini her tiirlii tehlikeye
kars1 korumak maksadiyla dogal ortamlardan topladiklari re¢inemsi maddelerden olusan
oldukga kompleks bir iriindiir.

Diger ar triinlerinde oldugu gibi propolisin de bilesimi ve biyolojik olarak etkinligi
toplandig1 bolgenin cografik 6zelligine, botanik 6zelligine ve toplandigr arinin tiirtine gore
degisim gostermektedir.

Caligmanin amaci Azerbaycan’in degisik bolgelerinden toplanan ¢esitli propolis
orneklerinin antioksidan Ozelliklerini ortaya c¢ikarmak ve aralarinda farklilik olup

olmadiklarmi belirlemek ve literatiirdeki propolis ¢alismalariyla karsilagtirmaktir.



1.2. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolis bal arilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan bitkisel kaynaklarindan toplanmis
recinemsi bir karisim olup tam olarak bilesimini belirlemek olduk¢a zordur ve toplandigi
kaynaga bagli olarak da degisim gdosterir. Bir genelleme yapilacak olursa propolis yaklaigik
olarak % 45-50 recine ve bitki balsami, %20-25 balmumu, % 10 ugucu yaglar, % 5 polen
ve % 5 diger organik bilesiklerden olusur. Bilesimindeki organik bilesiklerin ise biiyiik
cogunlugu bitkiler tarafindan iiretilen ve fenolik yapiya sahip sekonder metabolitlerden
olusmaktadir (Cisarino, 1987; Ahn vd., 2007).

Propolis’in kimyasal bilesimi gibi fiziksel 6zellikleri de toplandig1 bolgenin cografik
yapisina, iklimine bagli degisim gosterir. Genel olarak propolis koyu sari, yesil ve koyu
kahverengi ve siyaha dogru degisen renklerde bulunabilir ve yas1 arttikga rengi de
koyulagmaktadir (Sekil 1). Yaklasik olarak 60-70 C° arasinda erime noktasina sahip olan
propolis diisiik sicakliklarda sert veya donmus bulunabilir, ayrica 0 C°’de kirilgan 6zellige
sahiptir(Banskota vd., 2001). Cozlinlirliigli su ve organik ¢oziiciilerde diisiik, alkollerde ise
yiiksek orandadir (Campos, 2003). Son yillarda propolisin biyo-aktif 6zelliklerinden daha
iyl yararlanabilmek i¢in degisik kritik ekstraksiyon yontemleri ile sulu g¢ozeltileri elde
edilebilmektedir(Pietta vd.,2002).

Pro-polis kelime anlami olarak eski yunanca da sehrin korunmasi anlamina gelen bir
isim olup ar1 kovaninin her tiir tehlikeye karsi korunmasi anlaminda kullanilmaktadir.
Propolis, ayrica “bee glue” yani ar1 yapigkani olarak da bilinir ve ilging olarak armin
kimyasal silahi olarak da ele alinmaktadir. Arilar, c¢esitli bitki tiirlerinden ve agac
kabuklarindan topladiklar1 recinemsi maddeleri bir takim enzimlerle modifikasyona
ugrattiktan sonra propolis olustururlar. Olusan yapiskan ve kendine has bir aromasi
bulunan propolis ise kovan aralarindaki bosluklarin kapatilmasinda, kovan Oniiniin ve
girisinin dezenfeksiyonunda ve kovanin davetsiz misafirlerden (tiir bocek ve hasereye
karsin) korunmasinda ve kovan hijyeninin saglanmasinda kullanilan tek etken dogal
karisimdir(Laskar vd., 2010; Ahn, vd., 2007; Sarikaya vd., 2009).

Kavak, okaliptus, kestane ve atkestanesi gibi agag tiirlerinden {iretilen propolislerin
en kaliteli propolis oldugu bildirilmektedir. Ayrica propolisin toplandig1 cografyanin bitki
ortiisiine bagl oldugu gibi toplanma teknigi de olduk¢a onemlidir. Ornegin, propolis

tuzaklar ile toplanan propolislerin ¢ergevelerden kazinarak alinan propolislerden daha



kaliteli oldugu, biiyiik ¢atlaklardan toplanan propolislerin ise nispeten mum iceriginin fazla

olmasi nedeniyle kalitesinin daha diisiik oldugu bildirilmektedir.

Sekil 1. Propolis

1.2.1. Propolisin Biyo-Aktif Ozellikleri ve Kullanildig1 Yerler

Propolisin kimyasal bilesiminin zenginliginden dolayr oldukca genis spektrumlu
biyolojik aktif 6zellige sahip dogal bir karisim olup 300’iin {izerinde bilesige sahip oldugu
bildirilmektedir (Bankova vd., 2000; Giilgin vd., 2010). Propolis biyolojik aktif 6zelligi
yapisinda bulunan ¢esitli polifenoller, fenolik asitler, flavonoidler, flavononlar, flavanoller,
antosiyaninler, ucucu bilesiklerden ve kaffeik asit fenil esterlerinden ileri geldigi ifade
edilmektedir (Banskota vd., 2001; Nagaoka vd., 2003; Sarikaya vd., 2009). Propolisin
antioksidan, antibakteriyal, antikanser, antifungal, anti-inflamatuar, antiviral gibi pek ¢ok
biyolojik aktif 6zelliginin oldugu ¢ok sayida arastirma makalesinde gosterilmistir(Laskar
vd., 2010; Banskota vd., 2001; Nagaoka vd., 2003; Ahn vd., 2007).

Ar liriinlerinin tibbi amaglar i¢in kullanimi1 insanlik tarihi kadar eski olup eski Misir,
Arap ve Yunan medeniyetlerinde bal, polen ve propolisten faydalanildigi arkeolojik
kazilarda bildirilmektedir (Abd ElI Hady ve Hegazi, 2002). Propolisin antibakteriyal ve
antioksidan Ozelliginden Eski Misirlhilar da Oliillerini mumyalamada kullaniyorlardi.
Antikanser, anti-inflamautuar, anti-biotik, antioksidative, antiviral, antifungal, anastezik ve
sitostatik gibi pek ¢ok farmakolojik 6zellikleri bulundugu bildirilmektedir(Choi vd., 2006;
Marcucci, 1995). Propolis tarafindan iyilestirilebilen hastaliklar arasinda nefes darligi,

egzema, goz enfeksiyonlari, bogaz enfeksiyonlar, tilser ve bobrek enfeksiyonlar yer alir



(Hill, 1977). %10 oranlaria kadar propolisle karistirilmis bal igersinde bulunmaktadir ve
propolisin antibiyotik, antifungal, antiviral 6zelliklerinin oldugu ve bol miktarda flavonoid
icerdigi i¢in antioksidan etkisinin baldan ve BHT’ den 2 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir(Russo vd., 2004).

Son yillarda propolis yiiksek biyolojik aktif o6zelliginden dolay1 sanayicilerin,
herbalistlerin ve alternatif tip ile ilgilenenlerin oldukg¢a fazla ilgisini ¢ekmektedir. Bu
nedenle propolisin antibakteriyal ectkisinden faydalanmak {izere yara ve yanik kremi
iretiminde; agiz ve dis saghigmni korumak maksadiyla dis macunu yapiminda, agiz
gargaralarinda, agiz ve bogaz spreylerinde; sakiz, sekerleme ve lokum iiretiminde; UV
1s18a karsin korunmada, giines kremlerinde ve giizellik maskelerinde; bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesinde oldugu gibi pek cok biyoaktif 6zelliginden dolayr ¢esitli dogal el
yapimi farmasotiklerin tasarlanmasinda gerek karisim ve gerekse de saf propolis drajeleri
halinde firetilip tiikketime sunulmaktadir.

Ticari olarak bir degere sahip propolisden eczanelerde ve aktarlarda satilan pek ¢ok
iriin gelistirilmistir ve her gecen giin bu artmaktadir. Propolisin ticari degeri onun
biyolojik aktif ozelliklerine bagli olarak degisim gostermektedir. Dolayisiyla fenolik
madde miktar1 biyo-aktif 6zelliginin bir markeri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle
diinyada calisilan ve One ¢ikan bazi propolis tiirleri ticari olarak biiyiik ilgi gérmektedir
(Moreira vd., 2008).

1.3. Biyolojik Aktiftik veya Biyo-Aktivite Nedir?

Biyolojik aktivite veya biyolojik etkinlik kimyasal ve biyolojik acidan canliya zarar
veren her tiir zararli etkiyi yavaslatan, engelleyen veya tamamen ortada kaldiran is veya
fonksiyondur. Bu zararli etki bir oksidasyon reaksiyonu olabildigi gibi bakterilerin,
virilislerin veya boceklerin neden oldugu her ¢esit zararli etkide olabilir. Kisaca bir zararl
reaksiyonu veya organizma iizerinde kontrol edici etki gosteren, onu zararsizlastiran veya
yok edici etkilerin hepsine biyolojik etkinlik (aktivite) adi verilir. Bu etki in vivo ve in vitro
olarak test edilebilir. [n vitro calisma laboratuar ortaminda canli organizma
kullanilmaksizin yapilan her tiir deneysel arastirmalar olup antioksidan testlerin biiyiik bir
cogunlugu bu sekilde olgiiliir. /n vivo ¢alismalar ise dogrudan canli iizerinde yapilan
calismalar olup bakterilerden deney hayvanlarina (siganlar, tavsanlar), bocek ve haserelere

ve insan organizmasina kadar yapilan testlerin tiimiinii kapsar. En dogru calisma yontemi



in vivo ¢alismalar olup fakat bu ¢alismalar oldukg¢a sorumluluk gerektiren ve mutlaka etik
kurul onay1 gerektiren ¢aligmalar olup denemeler 6nce in vitro olarak yiiriitiiliir ve olumlu
sonug alinmasi halinde daha sonra in vivo ¢alismalar yapilir.

Biyolojik etki gosteren maddelere biyolojik aktif maddeler ad1 verilir. Biyokimyasal
aragtirmalarda daha c¢ok incelenen biyolojik etkinlik testleri; antioksidan aktivite (anti-
ageing), serbest radikal giderici aktivite, anti-tiimoral, anti-kansorojen, anti-fungal, anti-
bakteriyal, anti-viral, anti-inflematuar, anti-herbisit ve anti-inektisit etkiler vs. dir.

Bitkiler diger organizmalardan farkli olarak sinirsiz sayida aromatik veya alifatik
bilesik {iiretebilme kabiliyetine sahip organizmalar olup biyolojik aktif maddeler
bakimindan ¢ok zenginlerdir. Bitkiler tarafindan sentezlenen fenolik bilesiklerden bagka
biyoaktif 6zellik gosteren glikozitler, steroidler, organik asitler, tanenler, alkoloidler, sabit
yaglar, ucucu yaglar, recineli bilesikler, vitaminler ve antibiyotikler bulunmaktadir
(Peterson ve Dwyer, 1998; Havsteen, 2002).

Bitkiler tarafindan sekonder metabolit olarak iiretilen fenolik yapiya sahip
polifenoller ve onlarin ¢esitli ester ve glikozit tlirevleri ile ¢esitli vitaminler birer sekonder
metabolit olarak adlandirilirlar. Bunlar bitkiyi oksidatif strese, bakterilere, viriislere, bocek
ve tarla zararlilarina, iklimsel ve ¢evresel farkliliklara vs gibi her tiir zararl etkiye karst

korumaktan sorumlu ajanlardir.

1.4. Dogal Uriinlerde Bulunan Biyolojik Aktif Molekiiller
1.4.1. Polifenoller

Bitkiler sinirsiz sayida aromatik ve alifatik bilesik sentezleme yetenegine sahip
ajanlardir. Tibbi bitkiler de temel olarak bulunan fenolik asitler, flavonoidler, taninler,
kumarinler, ligninler, kinonlar, stilbenler ve kurkuminoidler onlarin medikal
ozelliklerinden sorumlu ajanlardir. Bu bilesikler bitkiler tarafinda sekonder metabolitler
olarak iiretilip bitkilerin g¢esitli ¢evre sartlarina uymalarinda ve korunmalarinda sorumlu
bilesiklerdir. Fenoller, oksijenli aromatik bilesiklerden olup, bir veya daha fazla hidroksil
(OH") grubu tasiyan en az bir aromatik halkaya sahip organik ve kristal yapidaki
bilesiklerdir (Havsteen, 2002; Peterson ve Dwyer, 1998).

Fenolik asitler, hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit tiirevleri olmak {iizere

baslica iki alt simifa ayrilirlar (Sekil 1.2), ve igerdikleri hidroksi ve metoksi gruplarinin



yerlesimi ve sayilarina gore cesitlenirler. Gallik asit (3-4-5-trihidroksibenzoik asit), vanilik
asit, siringik asit, salisilik asit (2-hidroksibenzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (4-
hidroksibenzoik asit), protokatekuik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit), vanilik asit (3-
metoksi-4- hidroksibenzoik asit) bunlardan en ¢ok bilinenlerdir.

Flavonoidler ¢esitli besinlerde ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en
yaygin gruplar arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Genellikle tiim flavonoidler; ii¢ fenolik
halkaya sahip ve hidroksil ile metil grubuna gore degisen 2-fenilkromanin tiirevleridirler.
Kimyasal yapilar1 (C6-C3-C6) iskelet yapisina dayanir (Sekil 3.)(Madhavi vd., 1996;
Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2006). Benzer sekilde flavonoidler yapilar1 geregi
flavonoller, flavonlar, flavononlar olmak {izere ii¢ sinifa ayrilirlar. Bu bilesikler biyolojik
etkinlikten sorumlu olabildikleri gibi ayrica renk, tat ve koku gibi organoleptik
Ozelliklerinden de sorumludurlar(Fabre vd., 2001; Heim vd., 2002).
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Sekil 2. Fenolik asitler

Genel olarak antioksidan aktivite, hidroksil gruplarinin sayisi ve pozisyonu ile
substituent ve flavonoid molekiillerin glikolizasyonuna bagli olarak degismektedir.
Flavonoid yapidaki bazi hidroksil gruplarinin varligi antioksidan aktiviteyi artirmaktadir. A
ve B halkasindaki substituent ve doymamis baglar orto- grubu ve substituentler arasindaki
cesitli sterik etkilesimler bilesigin antioksidan giiciinii radikallere kars1 radikal temizleme

aktivitesini ortaya koymaktadir.



Sekil 3. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi substituenleri (b)

Glikolizasyon antioksidan aktiviteyi aglikon maddeye gore azaltmaktadir. Tibbi
bitkilerde yapilan c¢alismada orto-dihidroksi gruplarmin varligi fenolik bilesigin
antioksidan giiclinlin artmasina neden oldugu bildirilmektedir (Cai vd., 2006). Yapilan
caligmalarda yapisi aydinlatilmis ve tizerinde en ¢ok calisilan flavonoidler Kuersetin,
Kamferol, Hamnetin, izohamnetin, Galangin, Hesperetin, Naringin, Naringenin,
Pinocenbrin, Sirisin (Sekil 4).
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Sekil 4. Bazi flavonoidlerin yapilari

1.5. Oksidasyon ve Antioksidanlar

Yiikseltgenme, yanma veya oksidasyon olarak da adlandirilan redoks reaksiyonlari
biyolojik ve biyolojik olmayan sistemlerde siirekli olarak meydana gelmektedirler.

Oksijenli solunum olarak bilinen ve mitokondriyal bir yanma reaksiyonununda;



O, + 4H" + 4 — H,0

reaksiyonu geregi molekiiler oksijenin indirgenmesinde toplam 4&’ un birden oksijene
verilmesi gerekmektedir. Oksijenin eksik veya kismi olarak indirgenmesi esnasinda
oksijenden ¢ok daha aktif ve kararsiz oksijen tiirleri meydana gelmektedir. Oksijen
kaynakli olan reaktif radikallerin hiicrede asir1 miktarda olugmalar1 "oksidatif stres" olarak
tanimlanir. Bu olay, tiim hiicre bilesenleri (karbonhidratlar, proteinler, yaglar) iizerinde
tahrip edici etkiye sahiptir.

Molekiiler oksijenin 1 & indirgenmesi ile siiperoksit radikali (O,) iki elektron
indirgenmesi ile peroksit (H,0,), 3& indirgenmesi ile hidroksil (OH’) radikali meydana
gelir. Oksijen iceren ve c¢ok aktif bu tiirlere serbest oksijen tiirleri veya serbest oksijen
radikalleri adi verilmektedir. Olduk¢a kisa Omiirlii (yaklasik 10 s) ve son derece
reaktiftirler, yani diger atom ya da molekiillerle kolayca reaksiyona girerler (Storz ve
Imlay, 1999; Halliwell vd., 1992).

Genel olarak ortaklanmamis elektron igeren atom veya molekiillere serbest radikaller
ad1 verilmektedir. Son derece aktif yapiya sahip serbest oksijen radikallerinin ve onlardan
ileri gelen reaksiyon mekanizmalarinin bugiin yaslanma, kanser, kalp damar hastaliklari,
katarak, diyabet, romatoit artrit ve norolojik hastaliklarin patalojileri ile yakindan iliskili
oldugu bilinmektedir (Tsao ve Deng, 2004). Ayrica radikallerin hiicrede molekiiler
degisimlere ve gen mutasyonlarina yol actig1 iyi bilinmekte olup hiicresel hasar ve doku
yikiminda rol aldigi kabul edilmektedir (Storz ve Imlay, 1999). Serbest radikaller sigara
dumani, alkol ve lipit metabolizmasi triinleri, viriisler, UV-1sinlari, X 1sinlar1 ve kozmik
1sinlar, sanayi atiklari, otomobil egzoz gazlari, ozon, agir metaller, petrokimya {irtinleri,
herbisitler, pestisitler, fosil kokenli yakitlarin yanmasi sonucu olusan iriinlerde olusum
yerine sahiptir(Sies, 1991). Radikal metabolitler aslinda aerobik organizmalarin kaginilmaz
bilesikleri olup hiicrelerde kontrollii kullanimlart ile bir dizi enzimin sentezi ve bir¢ok
organizmanin antibakteriyel savunmasinda gereklidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Oksidasyonu durduran veya engelleyen maddelere antioksidanlar adi1 verilmektedir.
Antioksidanlar, hiicreye zarar veren her c¢esit oksidatif ajanin temizlenmesinde ve
baglatilan radikalik zincir reaksiyonlarinin durdurulmasinda rol alan her oksidasyonu
engellemekten baska bir fonksiyona sahip olmayan ajanlardir. Kisaca antioksidan etkili
molekiiller oksidasyona karsin korumada bir ¢esit kurban molekiillerdir. Daima diisiik

konsantrasyonlarda etkilidirler.



Antioksidanlar1 tretildikleri bolgeye gore, dogal ya da yapay oluslarmma ve etki
mekanizmalarina gore pek cok sinifta toplamak miimkiindiir. Antioksidanlar viicutta
sentezlenebildigi gibi diyet ile disaridan da alinabilirler. Sekil 5. de antioksidanlarin

smiflandirilmasi verilmektedir.

Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar

BHT. BHA, Troloks, SOD mimikleri

/ \. ve cesmh selat olusturucu maddeler.

Enzimatik Enzimatik olmavan
SOD
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seritloplazmin B-Karoten
Sitokrom oksidaz Bilirubin Askorbik Asit
Glutatyon S transferaz Ferritin Flavonoidler
Laktoferin
Urik asit
Albumin

Sekil 5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidan maddeler farkli mekanizmalar ile savunma etkilerini gostermektedir.
Asagida bes farkli mekanizmaya gore antioksidan etkinlik siralanmugtr;

1. Radikal metabolit iiretiminin onlenmesi (scavenging/temizleyici etki): Olusmus
serbest radikalleri tutar veya olusmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler
ve yeni radikal olusumunu engellerler. Ornek olarak Siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz enzimleri ile metal baglayict bazi proteinler (Ferritin,
Albumin, Hemoglobini Transferin, Seruloplazmin) verilebilir.

2. Uretilmis radikallerin temizlenmesi (quencher/giderici etki): Serbest radikallerle
birlesip, onlara bir hidrojen vererek aktivitelerini sondiiren bilesiklerdir. Ornek
olarak askorbik asit vitamini (C-Vitamini), karotenler (vitamin A), a-tokoferol
vitamin E) , flavonoidler ve antosiyanidinler verilebilir.

3. Hiicre deformasyonunun onarilmasi (repair/tamir edici etki): Bu grupta DNA
tamir enzimleri, metiyonin siilfoksit rediiktaz verilebilir. Sekonder radikal iireten

zincir reaksiyonlariin durdurulmasi (chain breaking/zincir kiric etki): Zincirleme
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olarak devam eden tepkimeleri kirarak oksidan etkiyi durdururlar. Vitaminler,
iirik asit, bilirubin, albumin, hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici
etki gosterirler.

4. Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi (Ulusoy, 2010).

Sekil 5’ten de goriildiigii gibi antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olarak iki
kisma ayrilirlar. Dogal antioksidanlar ise etki mekanizmalarina gore enzimatik etki
gosteren ve enzimatik etki gostermeyen antioksidanlar olarak da iki kisimda incelenirler.
Non-enzimatik antioksidanlar endojen yani canli organizma tarafindan sentezlenenler ve
eksojen disardan alinan antioksidanlar olarak da kendi i¢inde iki sinifa ayrilir. Canli
organizmanin sentezleyemedigi ancak cesitli gida maddeleri ile birlikte alinan eksojen
kaynakli dogal antioksidanlar oldukca ilgi ¢ekicidir. Bu nedenle, son yillarda besin kimyas1
ve koruyucu tibbin bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara ilgisi artmistir. Bunun sebebi
sentetik antioksidanlarin kanserojenik olarak diigiiniilmesidir. Dogal antioksidanlar insan
organizmasi i¢in genellikle zararsiz olup yan etkileri bulunmamaktadir. Dogal
antioksidanlar canli organizmalardaki savunma sisteminde oldugu kadar gida sanayinde de
onemli derecede yararlidirlar. Bu amacla besinlerin bozulmasini dnlemek, raf omriinii
artirmak, lipitlerin ve vitaminlerin pargcalanmasini engellemek ve besin rengini korumak
icin kullanilan antioksidanlar 6nemli katki maddeleridir. Dogal kaynakli antioksidanlarin
cogu bitkisel kaynakli olup daha ¢ok bitkilerde vitaminler (A, C, E vit.) ve polifenoller
veya flavonoidler halinde bulunurlar. Bu fitokimyasal maddelerin ve antioksidanlarin
yanisira serbest radikallerden koruma aktiviteleri, kotu huylu kolesterol (LDL)’un
oksidasyonu ve DNA hasarin1 onlemede roleri ve apoptozisi indiiklemedeki rolleri
bulunmaktadir. Bal yapisinda bulunan c¢esitli vitamin ve polifenollerden dolayr dogal
antioksidan kaynagidir. Bu nedenle son yillarda oksidatif hasara karst koruyucu rol
oynadigindan diyetle alinan antioksidanlara ve dolayisiyla dogal iiriinlere kars: ilgi ¢ok
artmistir(Rice-Evans vd., 1997). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar meyve sebze tiiketimi
ve dogal iirlinlerle beslenme ile kanser olusumu arasinda negatif bir iliski oldugunu
gostermistir. Dogal iiriinlerde bulunan biyolojik aktif bilesiklerin kanser vs. olusumuna yol
acan oksidasyonu engelleyici ve serbest radikal mekanizmali reaksiyonlar1 6nledigi ¢esitli
calismalarla gosterilmistir. Bir dogal iriin olan balin sifa kaynagi oldugu insanligin
baslangicindan beri bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda ¢esitli ar iirtinlerinde (bal, polen,

propolis) de bulunabilen biyoaktif bilesiklerin miktar1 ve tiirii balin florasina bagli olarak
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degisim gostermektedir (Halliwell, 1992, Rice-Evans vd., 1997; Storz ve Imlay, 1999;
Weston, 1999).

Bal, propolis ve polen dogal iirlinlerinin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
bilesikler oldugu bilimsel olarak son 15-20 yildir ciddi sekilde fark edilmis ve bu konuda
cok sayida galigma devam etmektedir. Bu dogal {iriinlerin antioksidan, antibakteriyal ve
diger biyolojik etkinliklerinden sorumlu ajanlar bu 6rneklerin ¢ok az bir kismindan (% 1-2)
ileri gelmekte olup bu bilesiklerin fenolik asitler, organik asitler ve flavonoidlerin tiirii
ajanlar oldugu ve bunlarin miktarmin ve tiiriiniin toplandiklar1 bolgeye, zamana ve bitkisel
cesitlilige ve vejetasyona bagli olarak degisim gosterdikleri pek ¢ok aragtirmaci tarafindan
bildirilmektedir (Gémez-Caravaca vd., 2006; Ahn vd., 2007; Winston, 1991, Socha vd.,
2009; Silva vd., 2006). Nitekim Ahn vd., 2007°de yaptiklar1 ¢alismada Cin’in 12 degisik
bolgesinden topladiklar1 propolislerle yaptiklar: ¢alismada Yunnan bolgesi hari¢ diger tim
propolislerin antioksidan 6zellige sahip olduklar1 ve kaffeik acid, ferulik acid and kafeik
asit fenil esterlerince zengin oldugu bildirmektedirler. Socha vd., (2009)’a gore
Polonya’nin 10 farkli bolgesinden toplanan herbs ballarinda yapilan ¢alismada bu ballarin
antioksidan o6zellikleri ve HPLC ile 8 tane fenolik bileseni analiz edildi ve p-Kumarik
asitin baskin fenolik bilesik oldugu bildirildi. LeBlanc vd., (2009)’da yaptiklar1 ¢alismada
Amerika birlesik devletlerinde 6 farkli bolgeden toplanan polen tiirlerinde ve 6 degisik
¢Oziicl sistemi ile ¢alisarak yaptiklar ¢alismada fenolik ajanlart SPME kolonu kullanarak
ve GC-MS ile tayin ettiler ve sonug olarak en etkili ¢éziiciiniin Dimetilformamid (DMF)
ile metanol oldugunu ve Minosota yoresi polenlerin naringenince zengin oldugunu
bildirdiler. Moreira vd., (2008)’de yaptiklar1 calismada Portekiz’ in iki degisik bolgesinden
toplanan polen ve propolislerinin sadece antioksidan ozellikleri ile polenin mikroskopik
analizlerini yayinladilar. Yiiksek antioksidan kapasiteye sahip propolislerin yiiksek polen
icerigine de sahip olduklarmi bildirdiler. Brazilya’min 49 ayr1 bdlgesinden toplanan
etanolik propolis ekstraklarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini incelediler ve
toplam fenolik madde miktar: ile antioksidan kapasite arasinda lineer iliski bulundugu ve
Staphylococcus aureus bakterisine kargin propolisin etkili oldugu bildirilmektedir. Propolis
izerine yapilan bir baska ¢alismada etanolik ve metanolik ektraklarimin gidalarin besin
degerlerini ve koruyuculugunu artirmak i¢in kullanilabilecegini bildirmektedirler(Kroyer
ve Hegedus, 2001). Almaraz- Abarca vd., (2007)’de yaptiklar1 calismada Meksida

florasina ait etanolik polen ektraktlarmin lipid peroksidasyonunu inhibe edici ve polen
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ekstraklarmin HPLC analizinde bir flavonoid tiirevi olan kalkonlarca zengin oldugunu
gosterdiler.

Ulkemiz, apikiiltiir zenginligi bakimindan nadir iilkeler arasinda olmasina ragmen,
tilkemizde tretilen apikiiltiir {iriinler {izerinde yapilan ve uluslar arasi indekslere giren
dergilerdeki yayimlanan arastirmalarin sayisi yeterli degildir. Sorgun vd., (2001) ve Basim
vd., (2006)’de yaptiklar1 in vitro ¢aligmada polen ve propolis metanolik ekstraklarmin pek
cok patojenik bakteriye kars1 antibakteriyal aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir. Otles,
(1995)’e gore arilar i¢in toksik etkiye sahip bilesikleri tasiyan polenlerin de bulundugunu,
bu toksin ve alkoloidlerden kendilerini korumak i¢in polenlerin karigimini tiikketme yoluna
gittigini ifade etmektedir. Son yillarda kestane bal1 iizerine yapilan ¢alismalar oldukca artis
gostermektedir. Bunun Onemli bir sebebi kestane balinin polifenol iceriginin diger
ballardan farkedilir oranda yiiksek bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Kiigiik vd., 2007,
Sarikaya vd., 2009; Al-Mamary vd., 2002; Aljadi ve Kamaruddin, 2004). Polen ergin isgi
arilarin (1-14 giinliik yastaki) ve ii¢ giinden daha yash olan isci ile erkek ar1 larvalarinin
beslenmesinde kullanilmaktadir (Erdogan ve Dodologlu, 2005). Ancak bal arilar1 poleni
farkli bitkilerden topladigi i¢in, polenin kimyasal kompozisyonu da oldukca farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle polenin standart bir bilesiminin ortaya g¢ikartilmasi oldukga
zordur (Otles, 1995).

Basim vd., (2006)’ye gore in vitro ¢alismada metanolik propolis ekstraklarinin pek
cok patojenik bakteriye karst antibakteriyal aktivite gosterdiklerini rapor ettiler. Ahn vd.,
(2007) ve Kumazawa vd., (2004)’e gore Avrupa ve Cin propolisinin etanolik dziitlerinin
yaklagik 200-300 mg/g fenolik bilesik icerdigini bildirmektedir. Yapilan bir baska
calismada ise koyu renkli bal ve propolislerin fenolik bilesiklerinin daha ytliksek oranda
oldugu ve kestane bal ve poleninin bu bakimindan ¢ok gii¢lii oldugu bildirilmektedir (Al-
Mamary vd., 2002; Aljadi ve Kamaruddin 2004; Beratta vd., 2005; Kiiciik vd., 2007,
Sarikaya vd., 2009).

1.6. Antioksidan Aktivite Tayini

Oksidasyonun engelleyen veya durduran veya geciktiren her tiir bilesik antioksidan
olarak adlandirilir. Yeni sentezlenen, dogal bir maddenin yapisindan izole edilen veya elde
edilen bir ekstraktin antioksidan 6zellige sahip olup olmadigin belirlemek icin gelistirilen

pek ¢ok analiz yontemi bulunmaktadir. Bitkisel veya dogal kaynaklarin antioksidan
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ozellikleri iiretmis olduklar1 sekonder metabolit ajanlardan ileri geldiginden bu ajanlarin
ayr1 ayrt neler oldugunu belirlemek ve yapilarini aydinlatmak ¢ogu zaman miimkiin
olamamaktadir. ince tabaka, kolon, gaz ve likid kromatografi ydntemleri gibi analitik
ayirma yontemleri ile bilesenlerin varligi ve yapilarinin aydinlatilmasi farmakognozi
olarak adlandirilir ki bu teknikler bilimsel arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Son
yillarda enstriimantal analiz cihazlarinin gelismesine ve yayginlasmasina paralel olarak
bitkisel veya dogal bir materyalde bulunan sekonder metabolit ajanlarin yine polaritelerine
gore kromatogramlar1 almmak suretiyle ¢alismalar yiiriitiilmektedir. Ornegin dogal bir
materyalin ugucu bilesenlerinin  belirlemek amaciyla Gaz kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) kullanilmaktadir. Bu teknik ile su buhari1 destilasyonu ile ugucu
faz elde edilir ve GS-MS ile ugucu bilesenlerin varligi kolonda alikonma siirelerine gore
kiitliphanelerdeki bilgiler ile karsilagtirilmak suretiyle belirlenir. Ugucu olmayan nispeten
polar ve biiyiik molekiillerin izole edilmesinde ve yapilarinin aydinlatiimasinda ise LC-MS
veya LC-MS/MS kromatografi yontemleri kullanilmaktadir. Fakat bu teknikler ¢ok pahali
olduklarindan ¢ok az laboratuarda bulunmaktadirlar.

Biitiin bu zorluklardan dolayr ¢cogu zaman dogal ekstraktlarin oncelikle in vitro
olarak toplam antioksidan kapasiteleri ve diger biyolojik aktif dzellikleri belirlenir ve daha
sonra yapilari aydinlatilmaya calisilir.

Dogal irlinlerin antioksidan kapasiteleri onlarin icerdikleri fenolik bilesiklerin
miktarina ve cinsine bagl olarak degisim gosterirler. Bu bilesikler drnegin, olusan bir
radikali radikal temizleyici (scavenging), hidrojen verici, singlet oksijen yakalayici, metal
iyonu selatlayic1 gibi degisik mekanizmalar ilizerinden aktivite gosterirler (Beratta vd.,
2005; Kiigiik vd., 2007).

Selat (bir ligand ile baglanma) olusturma mekanizmas1 disinda antioksidan maddeler
etkinliklerini ¢ogu zaman redoks reaksiyonlar1 {izerinden gerceklestirdiklerinden
antioksidan kapasitenin 6l¢lilmesinde de ¢ogu zaman hidrojen atomu transferi ve elektron
transferine dayanan yontemler olarak iki ayri mekanizmada etki gosterirler (Huang vd.,
2005). Hidrojen atomu transferi ile oksidan etkiye sahip molekiiliin indirgenmesini
saglayan testlerden bazilari; Oksijen radikal/antioksidan kapasite testi (ORAC) (Huang vd.,
2005), bakir (II) indirgeme/antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) (Apak vd., 2004),
Lipoprotein oksidasyonu antioksidan yontemlerdir (TBARS) (Uchiyama ve Mihara, 1978)
yontemleridir. Toplam fenolik madde (TP) miktarinin belirlenmesine dayanan Folin

yontemi (Slinkard ve Singleton, 1977), Troloks esdegeri antioksidan yontemi
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(TEAC)(Miller vd., 1993), demir (III) indirgeme/antioksidan yontemi (FRAP) (Benzie ve
Strain, 1996), B-karoten-linoleik asit yontemi (Dapkevicius vd., 1998) ve 2,2- difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) (Cuendet vd., 1997) radikali temizleme yontemleri elektron
transferine dayanan antioksidan testlerdendir.

1.6.1. Cahlsmada Kullanilan Antioksidan Yontemler

Etanolik propolis ekstraklarinin toplam antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesinde ii¢

farkli yontem kullanilmastir.

1.6.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar (TP)

Dogal iiriinlerde bulunan ve sekonder metabolit olarak {iretilmis bulunan fenolik
karaktere sahip polifenoller degisik tiir ve konsantrasyonda olup antioksidan kapasiteden
sorumlu ajanlardir. Total olarak belirlenmeleri bulunduklar1 kaynagin antioksidan
karakterini ortaya koymaktadirlar. Ayrica dogal ekstraklardaki toplam fenolik madde
miktarinin belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplar1 hakkinda fikir
vermesi acisindan 6nemlidir.

Folin Ciocalteu reaktifi ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanan Folin
(Singleton ve Rossi, 1965; Singleton vd., 1999) metodu ile renk dogal iirlinlerde toplam
fenolik madde Ol¢limii i¢in en c¢ok kullanilmaktadir. Yontem, sulu ortama da bulunan
fenolik yapiya sahip bilesiklerinin Folin reaktifiyle (3H20-P,05-13W0O3-5M005-10H,0)
(Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisi) alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Olusan mor menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum
absorbans olusturur. Bu reaksiyonda, absorbans degisiminin muhtemelen geri doniistimlii
bir veya iki elektron indirgeme reaksiyonlar1 ile olusan fosfomolibdat [P(M0W11040)'4 ]

dan ileri gelen mavi tiirlerden ileri geldigi diistintilmektedir .

Mo (VI)(san) +te —» MO(V)(mavi)

Fenolik bilesikler FCR (Folin Ciocalteu reaktifi) ile sadece bazik ortamlarda

reaksiyon verirler. Reaksiyon ortamini baziklestirmek i¢in sodyum karbonat cozeltisi
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kullanilarak pH~10’a ayarlanir. Fenolik protonun dissosiasyonu, reaktifi indirgeme

yetenegine sahip fenolat anyonunun olusumunu saglar.

Aromatik-OH — Aromatik Ar-O © + H*

Orijinal Folin reaktifi, bir ¢esit molibdotungstofosforik heteropolianyon (3H,0-P,0s-
13WO03-5M003-10H,0) reaktifi olup fenoller i¢in daha spesifiktir. Folin-Ciocalteu
yontemi basit, duyarli ve kesinligi yiiksek bir metottur. Ancak reaksiyon asidik pH’ta
yavastir ve spesifikligini kaybeder. Metodun diger 6nemli bir dezavantaji, ortamda bulunan
ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte etmesidir. Bu nedenle spesifik bir metot olarak
kabul edilmemektedir. Metodun baska dezavantaji da Folin Reaktifinin analiz sirasinda
ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime ugramasidir (Singleton

ve Rossi, 1965; Singleton vd., 1999; Huang vd., 2005; Prior vd., 2003).

1.6.1.2. Demir (I1I) indirgeme/Antioksidan Kapasite Testi (FRAP)

FRAP yontemi Hidrojen transferi ile radikal temizleyen 6zellikle tiyol ve proteinlerin
antioksidan kapasitesini Ol¢lilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica, dogal {riinlerin ve
ekstraklarin toplam antioksidan kapasitenin 6l¢iilmesinde en sik kullanilan yontemlerden
biri olup ilk olarak Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilmis ve sonra Benzie ve Strain (1999)
tarafindan modifiye edilmistir. Ayrica yontem, toplam antioksidan aktivite belirlemede
uygulanan diger yontemlere kiyasla basit, hizli ve ucuzdur. Ayrica saglikli sonug veren ve
0zel bir ekipman gerektirmeyen bir yontemdir (Prior vd., 2003). FRAP yonteminin
dezavantaji, Ozellikle bitkilerde bulunan ve Onemli antioksidan aktivite gosteren
glutatyonlar gibi bazi antioksidanlarla ¢ok yavas tepkimeye girmesidir. Ancak glutatyonlar,
metot i¢in uygun dalga boyu araliginda (593 nm) cok iyi absorbe edilemedikleri i¢in bu
dezavantaj ortadan kalkmakta ve meyve ve sebzelerde antioksidan aktivite tayininde FRAP
metodu gecerli bir yontem olarak kabul edilmektedir (Guo, vd., 2003)

Yéntem basit olarak Fe"*iin Fe™® ye indirgenesi esasma dayamir ve bu indirgeme
reaksiyonu muhtemelen antioksidan 6zellige sahip sulu bir ortamda bulunan demir (III)
tuzlarinin demir (II) tuzlarina indirgenmesi ile bir renk degisimine neden olur. Sonuglar,
indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda standart bir antioksidan madde olan

askorbik asit ile karsilastirilmak suretiyle yorumlanir.
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Benzie ve Strain (1999) tarafindan modifiye edilen ve daha kararli demir tuzlar
olusumu esasina dayanan metottur. FRAP reaktifi (2,4,6-tripiridiltriazin) (TPTZ)’nin
diisiik pH’larda olusan Fe(lll)-tripiridiltriazin kompleksinin (Fe(l11)-TPTZ) elektron veren
antioksidanlarin varliginda renkli (Fe(II)-TPTZ) formuna indirgenmesi esasina dayanir
(Sekil 6). Meydana gelen Fe(ll)-TPTZ kompleksinin mavi rengi 595 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Bu yontemle daha ¢ok redoks potansiyeli 0,7 V’tan daha diisiik
olan bilesiklerin antioksidan kapasitesi Ol¢iilmektedir. Polifenolik antioksidanlarda

hidroksilasyon ve konjugasyonun miktar1 bu yontemde aktiviteyi etkilemektedir.

T, T X

SES TG0

Fe’'-TPTZ + indirgen antioksidan ——7M8 5 Fe’'-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 6. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu

1.6.1.3. DPPH* Radikali Temizleme Aktivitesi

Yontem kolayligi, ucuzlugu ve kisa siirede sonu¢ vermesi bakimindan serbest radikal
temizleme aktivitesi tayinlerinde en sik kullanilan yontemlerdendir. DPPH® radikali (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest radikal olup bu radikal 517
nm dalga boyunda maksimum absorbans olusturmaktadir ve koyu menekse renklidir
(Cuendet vd., 1997). DPPH radikali bir antioksidan madde ile reaksiyona girdigi zaman
indirgenme sonucu mor-menekse rengin siddeti azalarak absorbansin azalmasina nende
olmaktadir. Farkli  konsantrasyonlardaki Ornekle muamele edilen DPPH"in
absorbansindaki degisim Olciilerek absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik
cizilerek y=ax+b denkleminde DPPH® konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktari
pg/mL, mg/mL cinsinden belirlenmekte ve SCsp degeri olarak ifade edilmektedir. Sekil 7.

de DPPH radikalinin antioksidan varligindaki reaksiyonu gosterilmektedir.
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) )
N- + RH ——» NH + R
O_N NO, Antioksidan madde O,N NO,
NO, NO,
Koyu mor-menekse Acik sari-beyaz renk olusur

Sekil 7. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin indirgenmesi

Bu metodun dezavantaji ise biiyiik antioksidan molekiillerin sterik engellenmeye

maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Antioksidan aktivite tayinlerinde kullanilan tiim reaktifler ve ¢doziicliler analitik
saflikta olup ¢ozeltilerin hazirlanis1 Tablol.” de gdsterilmektedir. Bu amagla kullanilan
DPPH® (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich
(Steinheim, Almanya), TPTZ (tripridiltriazin) Fluka (Buchs, Isvicre), Troloks® (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) Sigma Aldrich firmasindan ve HCI, etanol ise
Merck (Darmstadt, Almanya)’dan satin alindi.

Propolis oOrneklerinde ham ekstrakt hazirlamak icin biyokimya arastirma
laboratuarinda bulunan cihazlar kullanildi. Calkalayici Shaker Heidolph Promax 2020
(Germany), karigtirict Vortex Mixer S0100-230V (Woodbridge NJ USA) cihazlar
ekstraksiyon amaciyla i¢in kullanildi. Ayrica antioksidan aktivite 6l¢timleri i¢in UV-VIS-
spektrofotometrede Spectro UV-Vis Double PC-8 autocell Labomed.inc. (U.S.A)
kullanildi. Etanol ile ektrakte edilen propolislerden ¢dziiciiyii ugurmak i¢in doner basliklt

Rotary Evaparatory (IKA, China) kullanildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan reaktifler ve hazirlanma prosediirii

2,0 N lik Folin reaktifinden distile su ile seyreltilerek

hazirlandi

%420°lik Na,COs 2 g saf Na,COj; saf suda ¢ozindii ve 100 mL ye
tamamlandi

10mM TPTZ (FRAP reaktifi) 7,8083mg TPTZ 2,5 mL 40mM HCI de ¢oziiniir.

1000 mM Troloks” (6-hidroksi-2,5,7,8- Il)\/elsull(i)rslgalrllet:rellg Oorrlllllz:rze Ef;:;ilféﬂa;llir- islgo,sztesoél\‘:ielelrgl(:

tetrametil kroman-2-karboksilik asit) | 1! 4 y

0,2 N Folin Ciocalteu Reaktifi

kullanilir
40mM HCI %37 340uL HCI su ile 100 ml tamamlanir
20mM FeCl, 324,4mg FeCl; destile su ile 100 ml tamamlanir
DPPH 0,150 uM DPPH distile suda hazirland1
Asetat tamponu(pH:3,6 300 mM) 0,759 NaH;COO3H,0

25mL asetat tamponu: 2,5 ml TPTZ, 2,50 mL FeCl;

FRP reakifi karigtirilarak taze hazirlanir
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2.2. Numunelerin Toplanmasi ve Ham Ekstraklarin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan 15 adet propolis 6rnegi Azerbaycan’in degisik bolgelerinden
Do¢. Dr. Elsevar Asadav tarafindan 2012 yilinda toplandi. Tablo 2.’de propolislerin
toplandigi iller ve bolgeleri verilmektedir. Her bir propolisten yaklasik 5 g alinarak etanollii
ekstraktlarin hazirlanmasi i¢in galkalayicida (Heidolph Shaker, Schwabach. Germany) 24
saat boyunca tutulmustur. Cozeltideki kati partikiillerin arindirilmasi i¢in 6nce adi siizgeg
kagidi, sonra mavi bant siizge¢ kagidi kullanilarak siizme islemi gerceklestirildi.
Konsantrasyonlar1 son hacimleri ayarlanarak belirlendi. Analiz siiresine kadar stok

cozeltiler +4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 2. Propolis drneklerinin toplandigi bolgeler

Ornek No Iller Bolge Toplanma Zamam
1 Aktas Aran Haziran 2012
2 Zerdap Aran Haziran 2012
3 Ismayill Biiyiik Kafkas Haziran 2012
4 Astara Lenkoran-Astara Haziran 2012
5 Semkir Kigik Kafkas Haziran 2012
6 Qax Biiyiik Kafkas Haziran 2012
7 Nahcivan-I Kigik Kafkas Haziran 2012
8 Mingecevir Aran Haziran 2012
9 Seki Biiyiik Kafkas Haziran 2012
10 Qusar Biiyiik Kafkas Haziran 2012
11 Nahcivan-2 Nahcivan Haziran 2012
12 Ismayill1-2 Biiyiik Kafkas Haziran 2012
13 Quba-1 Biiyiik Kafkas Haziran 2012
14 Quba-2 Biiyiik Kafkas Haziran 2012
15 Quba-3 Biiyiik Kafkas Haziran 2012

2.3. Toplam Polifenol Tayini

Ham propolis Orneklerinin etanollii ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi,
Singleton ve Rossi (1965) tarafindan gelistirilen metoda gore tayin edildi. Bu amagla 6nce
gallik asit standardi kullanilarak standart kalibrasyon egrisi hazirlandi. Bunun i¢in gallik
asitin farkli konsantrasyonlart (500; 250; 125; 62,5; 31,25 ve 15,625 pg/mL) hazirland1 ve
Folin reaktifi ile Tablo 3.” deki pipetleme ve inkiibasyon islemleri uygulanarak 760 nm’de
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absorbanslar okundu. Daha sonra konsantrasyonlara karsilik absorbans degerleri grafige
gecirildi. Cizilen grafige gore propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktar
bulunarak, seyreltme faktorleri de kullanilarak asil numunenin mg GAE (Gallik asit

esdegeri)/100g propolis olarak fenolik madde miktar1 hesaplandi.

Sekil 8. Gallik asit

Tablo 3. Toplam fenolik madde tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Standart Test
Distile su 0,1 mL - -
Degisik konsantrasyonlarda Standartlar (gallik asit) - 0,1 mL -
Ham propolis ekstrakti - - 0,1 mL
Distile su 50mL 50mL | 50mL
0,2 N Folin Reaktifi 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Tiipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra
%2 Na,COs3 [15mL [ 15mL | 15mL
2 saat inkiibe edilir, 760 nm'de kore karsi absorbans okunur

2.4. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) Tayini

Yontem, Fe(II)-TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil)-S-triazin) kompleksinin antioksidanlar
varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(I)-TPTZ tuzlarmmi olusturmasi ve bu
kompleksin 593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie ve
Strain, 1999).

Metoda adin1 veren FRAP reaktifi giinliik olarak hazirlandi. Bu amacgla 3 mL FRAP
reaktifi [300 mM pH 3,6 asetat tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl3 (10: 1: 1)] ile
100 pL numune karistirildi ve 4 dakika sonra 593 nm’de absorbans okundu. 595 nm’de
numune igermeyen referansa karsi absorbanslar 0. ve 4. dakikada okundu (Tablo 4.)
Kalibrasyon i¢in Troloks®’un degisik konsantrasyonlar1 (62,5; 125; 250; 500 ve 1000 pM)
kullanild1. Sonuglar (numunelerin FRAP degerleri) ayni sartlarda test edilmis standart
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Troloks™’la karsilastirmali olarak bulunarak pM Troloks® esdegeri antioksidan gii¢ olarak

ifade edildi.

Tablo 4. FRAP yontemi igin yapilan pipetlemeler

Reaktif Numune ngr:nu; €

Tamk | Renk Tamk Standart | Numune

Tiipii Tipiivetanor Tal.l.lk

Tiipii (sy)
FRAP Reaktifi 3mL |- - 3mL 3mL
Numune - 100 uL 100 uL - 100 puL
Troloks
(Degisen kons) ] ] i 100 ulL ]
Damuitik Su - - 3 mL - -
Metanol 100 uL 3mL - - -
0. dakikada ve 4.dakikada 595 nm’de absorbans okunur

2.5. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin aliabilen bir radikal
olup denemelerimizde satin alinan bu radikalin 150 pM’ lik metanolik ¢dzeltisi kullanildi.
Denemelerde Cuendet vd. (1997) metodu kullanildi. Elde edilen ekstraktlar degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 pL) DPPH™ ¢ozeltisi ve numune
¢ozeltileri kanistirthp oda sicakliginda 50 dakika bekletilir. Siire sonunda DPPH™in
maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Tanik olarak DPPH’
¢ozeltisi ve numunenin ¢ozildigi ¢ozicii kullanildi(Tablo 5.) Bulunan absorbanslara
karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilerek SCso degerleri mg/mL cinsinden
hesaplandi. Biitiin numuneler 3 tekrarli calisildi. Reaktif korii olarak DPPH ¢o6zeltisi ve

numunenin ¢ozildiigi ¢ozelti kullanildi.

Tablo 5. DPPH ydntemi igin yapilan pipetlemeler

Kor Standart Test
Trolox - 750uL -
Propolis (Degisen konsantrasyon) - - 750uL
Metanol (Destile) 750uL - -
DPPH (150 uM) 750uL 750uL 750uL
Numune ¢oziiciisi - - -
50 dak. sonra 517 nm’ de absorbans okunur.
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2.5.1. SC5p Degerlerinin Bulunmasi

SCsp, radikal miktarin1 yariya indiren numune konsantrasyonu olarak tanimlanir ve
SCsp degerinin bulunmasi i¢in en az 3 farkli numune konsantrasyonunda ¢alismak gerekir.
Bu nedenle c¢alismalarda 6 farkli konsantrasyonda ol¢lim yapildi. Numunelerin
konsantrasyonuna karsilik absorbans degerleri grafige gecirildi. Maksimum absorbansin
yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktar1 SCsg degerini verilmistir. SCsp degeri pg/mL

veya mM gibi birimlerle ifade edilmektedir.

2.6. istatitiksel Analiz

Analizler en az {i¢ testin ortalamasi alinarak yapildi ve sonuglar ortalama deger ve
standart sapma cinsinden (Ortamala deger = SD) hesaplandi. Tiim istatistiki testler SPSS
(version 9.0 for Windows 98, SPSS Inc.) programi yardimiyla yapildi. Gruplar arasinda
istatistiki olarak anlamli fark olup olmadigimi test etmek igin Kruskal-Wallis non-
parametrik testi kullanildi. Iki bagimsiz grup arasinda korelasyon olup olmadigi Pearson

korelasyon testine gore p<0.05 seviyesinde incelendi.



3. BULGULAR
3.1. Toplam Fenolik Madde Miktarlar1 Ol¢iim Bulgular:

Etanolik propolis ekstraklarinin gerekli seyreltme islemleri yapildiktan sonra toplam
fenolik madde miktarlart gallik asit standardina gore tayin edildi. Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan standart gallik asit ¢ozeltileri Folin reaktifi ile muamele
edilip Bolim 2.3.°de anlatilan metoda gore gereken islemler yapildiktan sonra
konsantrasyona kars1 gelen 760 nm’deki absorbans degerleri grafige gegirildi. Elde edilen
grafigin dogrulugu ve anlamlilig1 lineer olup R? degerine gore test edildi ve R? degeri:
0.997 olarak tespit edildi. Bu deger bize calisilan gallik asitin konsantrasyonu ile Folin
reaktifi arasinda olusan kompleksin dogru orantili olarak olustugunu gostermektedir. Elde
edilen grafigin dogru denkleminden (y=3.040x+0.069) propolis numunelerinin absorbans
degerlerine gore konsantrasyonlar1 dlgiildii (Sekil 9.). Hazirlanan standart caligma grafigi

kullanilarak g propolis basina mg cinsinden toplam fenolik madde miktarlar1 belirlendi.

Abs (760 nm)
2,000 Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi
1,600 -

1,200 -+

y = 3,040x+ 0,069

0.800 1 R?=0,997

0,400

0,000
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Gallik Asit mg/mL

Sekil 9. Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit standardi kullanilarak
hazirlanan standart ¢aligma grafigi

Etanolik propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 Tablo 6’da ayrmtili

olarak verilmektedir. Ayrica ¢alisilan propolis Orneklerinin toplam fenolik madde



miktarlarini

kargilastirmak maksadiyla
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siitun grafik hazirlandi

ve Sekil

10°da

verilmektedir. Grafiklere gore en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 79,232 mg GAE/g

propolis ile en diisiik 10,936 mg GAE/g propolis arasinda degerlerde bulundu ve en yiiksek

polifenol icerigine sahip Orneklerinin Zerdap ve Qax bodlgesinde toplanan propolislerin

oldugu tespit edildi. En diisiik toplam fenolik madde miktarina sahip 6rneklerin ise Astara

ve Seki bolgesi propolislerine ait oldugu bulundu.

mg GAE/g propolis

90

80

60 -
50 -
40
30 -
20 -

10 1

P

171,677
70 -

74,863

N1

N2 N3

79,232

69,727

30,209

10,936

N4 N5 N6

54,879

31,792

13,406

N7 N8

N9 N10 N11

69,659

40,173

23,311

17,504

66,017
61,718

N12 N13 N14 N15

Sekil

10. Azerbaycan bolgesi propolislerinin toplam fenolik madde miktarlarinin
karsilastirilmasi

Tablo 6. Azerbaycan’in degisik bolgelerinden toplanan propolis 6rneklerinin toplam
fenolik madde ve antioksidan aktivite degerleri (Ort+=SD)

Toplam FRAP
. .. Polifenol M DPPH SC50
Kod IHler Blge (mg GAE/ g Trglloks/g (ng/mL)
propolis) propolis)
N1 | Aktas Aran 71,677+0,64' | 400,23+4,97" 22+1,1°
N2 | Zerdap Aran 74.86+1.76° | 436.43+2.65' 15+1.0°7
N3 |ismayilli-l | Biiyiik Kafkas 69,73+2,02' | 437,90+8,00' | 18+1,2%°
N4 | Astara Lenkoran-Astara | 10,94+0,15* | 170,27+0,38% 198+3,4'
N5 Semkir Kigik Kafkas 30,21+0,88° 250,63ﬂ:7,97d 108+2.39
N6 | Qax Biiyiik Kafkas 79,23+2,06' | 429.95+1.09" 30+2.1°
N7 | Nahcivan-l1 | Kicik Kafkas 54.88+1.799 | 330,34+2.88 58+3,1°
N8 | Mingecevir | Aran 31,79+1,62° | 255,2243,25° 67+2,0




Tablo 6’nin devami
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Toplam FRAP
. . Polifenol (MM DPPH SCsg
Kod | Tiler Bolge (mg GAE/ g Troloks/g (ng/mL)
propolis) propolis)
N9 | Seki Buyik 13,41£1,31° | 178,21£0.89° |  58+3,4°
Kafkas
N10 | Qusar Buyik 69,66£0,97 | 380,45£221" | 20423
Kafkas
N11 | Nahcivan-2 | Nahcivan 40,17+1,103" | 300,41+2,37° 31+1,28
N12 | ismayin-2 | BUYik 2331+1.62¢ | 190,4540,95° | 109329
Kafkas
N13 | Quba-1 Biyik 17,5040.89° | 195,45+1,77° |  128+6,1"
Kafkas
N14 | Quba-2 Bilyik 61,72£0.65" | 414,133,121 |  1622,0®
Kafkas
N15 | Quba-3 Bilyik 66,02£0.49' | 370,89+1,48% | 65434
Kafkas
Ortalama=+Standart sapma 47,67+24.65 312,84+98,38 | 62,87+£52,67

a,b,c,d,e,f,g,h Degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir.

3.2. Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Kapasite Testi (FRAP) Bulgular

FRAP testi

olarak da

adlandirilan test

toplam  antioksidan

kapasitenin

belirlenmesinde en iyi sonug¢ veren metottur. Demir (III) iyonunun indirgenmesi esasina
dayanan yontemde standart antioksidan olarak sentetik ve ticari olarak satin alinabilen
Troloks® bilesigi kullanildi. Kalibrasyon amaciyla hazirlanan Troloks®’un degisik
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerden (50-1000 uM) faydalanilarak 3 mL FRAP reaktifi ile
100 pL Troloks® ¢ozeltisi karistirildi. 0. dakikada ve 4 dakika sonra 593 nm’de absorbans
okundu. Elde edilen standart ¢alisma grafigi Sekil 11.” de verilmektedir. Grafikten de
goriilecegi lizere artan Troloks miktarina karsin 6lgiilen absorbans degeri ve dolayl olarak
FRAP degeri artis gostermistir ve (R2:0,9992. p<0,05) olarak bulundu. Sekil 11’deki
esitlikten (y=0,0007x+0.,0050) faydalanilarak 15 adet propolis O6rnekginin Troloks
Tablo 6’da

esdegeri cinsinden FRAP aktiviteleri tespit edildi ve bulunan degerler

verilmektedir. Buna gore yliksek FRAP degeri yiiksek antioksidan aktiviteyi

gostermektedir.
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Abs (593 nm)
0,7
FRAP Kalibrasyon Grafigi

0,6
y =0,0007x- 0,0050

0,5 R?=0,9992

0,4
0,3
0,2
0,1

0
0 200 400 600 800 1000 1200

1M Troloks

Sekil 11. FRAP testi icin Troloks® standard: kullanilarak hazirlanan standart calisma
egrisi

Ayrica Troloks esdegeri cinsinden 15 adet etanolik propolis 6rnegine ait FRAP
degerleri Sekil 12°de siitun grafik olarak gosterilmektedir. En yiiksek FRAP degerine sahip
00rnegin Zerdap bolgesi propolisi oldugu ve degerinin 436,76 (uM Troloks/g propolis)
oldugu tespit edildi. Zerdap yoresi propolisinin N6 (Qax ydresi) ve N14 (Quba-2 bolgesi)
propolisleri takip etmektedir. En diisik FRAP degerine ait 6rnegin 178,21 uM Troloks/g
propolis ile Seki bolgesi propolis oldugu goriilmektedir.

FRAP
500 A+
ase.re 428,952 414,128
400,23 390,231 ] 380 445 —

400 - T - 370,887
.= ]
= 330,341
g ] 300,411
= 300 - —
o0 250,635 255,221
2
= 95,447
£ 200 - 170.269 178,214 190,454
[ ,
=
=

100 -+

o T T T T T T T T T T T T T T 1
N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 N11 N12 N13 N14 N15

Sekil 12. Azerbaycan bdlgesi propolislerinin  FRAP antioksidan degerlerinin
karsilagtirilmasi
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3.3. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Testi Bulgular:

Ticari olarak tiretilen DPPH radikali dogal {iriinlerin radikal temizleme (scavenging)
aktivitenin belirlenmesinde en sik kullanilan yontemdir. Metanolik DPPH radikali 517 nm
de maksimum absorbansi vermektedir ve antioksidan madde varliindan radikal
temizlendigi i¢in absorbansi azalmaktadir. Bu amagla 5 farkli propolis Ornegi
konsantrasyonunda radikalin temizlenme miktarlar1 absorbans oOlgiilerek tespit edildi.
Radikalin %50’ sini (SCsp pg/ml) temizleyen madde miktarlar1 tespit edildi. Buna gore
yiikksek SCso degeri, diisiik radikal temizleme yetenegini ve diisiik SCso degeri ise yiiksek
DPPH aktivitesini yansitmaktadir. Elde edilen degerler Tablo 6 ve Sekil 13°de
verilmektedir.

Her bir propolis i¢in 5 farkli etanolik propolis ekstrakti igin SCso degeri grafik
cizilmek suretiyle bulundu. Bir 6rnek olsun diye Sekil 14.°de SCsy degerinin nasil

bulundugu gosterilmektedir.

DPPH
0,25
0,199
0,2 1 —
0,15 +
2 0,128
E’ 0,108 0,109
0,1
0,067 0,065
0,058 0,058
0,05 +
oo 0,03 0,031
.0 0,015 0.018 |—| 0,02 0,016
N6 N7 N8 N9

N1 N2 N3 N4 NS N10 N11 N12 N13 N14 N15

Sekil 13. Azerbaycan bolgesi propolislerinin DPPH radikal temizleme aktivitesi
degerlerinin karsilastirilmasi

Calisilan propolislere ait SCsy degerleri 15 ug/ml ile 199 pg/mL arasinda degisim
gostermektedir. Buna gore en yliksek DPPH radikal temizleme yetenegine sahip propolisin
Zerdap bolgesi (N2), Aktas (N1), Ismailli (N3) ve Quba-2 (N14) propolisleri oldugu
bulundu.
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3.3.1. DPPH Aktivitesi i¢in SCsy Degerlerinin Hesaplanmasi

SCso radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonu olup bu degerin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekmektedir. Bu nedenle ¢alismalarda
en az 6 farkli konsantrasyonda Ol¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkl
konsantrasyonu hazirlanip absorbans ol¢limleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona
kars1 grafige gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon
miktar1 SCsgp degerini vermektedir. SCsg degeri pg/mL birimi cinsinden ifade edildi. Sekil
14 ve 15’de her bir propolis 6rnegine ait DPPH radikal temizleme yeteneginin numune
veya ekstrakt konsantrasyonu ile iligkisi verilmektedir ve bu iliskinin ters orantili olarak

degisim gosterdigi gosterilmektedir (R%0,96- ie R%: 0,99 arasinda degisim gostermistir) .

N1 Kodlu Propolis Etanolik N2 Kodlu Propolis Etanoclik N3 Kodlu Propolis Etanolik
Ekstrakt SCs, Grafigi Ekstrakt SCs, Grafigi Ekstrakt SCs; Grafigi
0.6 0.6 0,6
05 %, 0.5 05 \
0,4 \\ y= 0»5730-30.9\ 0.4 Y ;:0:653;';6‘ 04 \’\ y= 0, 5R2e 38
0,3 \.\ R? = 0,982 0,3 ' 0.3 N 0981
s
0,2 ~— 0,2 \{ 02 \\
~ ~
0.1 e 0.1 ~—, 01 e
0 0 o
1] 0,02 0,04 0,06 4] 0,02 0,04 0,06 0 0,02 0,04 0,06
N4 Kodlu Propolis Etanolik N5 Kodlu Propolis Etanolik N6 Kodlu Propolis Etanolik
Ekstrakt SCs, Grafigi Ekstrakt SCg, Grafigi Ekstrakt SCs, Grafigi
0,6 0.6 0,6
05 05 1% 05 ‘o\.\
0,4 y= ?,GOOG'“‘-“ 0.4 y= (3,5660"" e 0,4 . v =0,548¢ 226«
0.3 ‘\’ R?=0,997 0.3 \\ R*=0,960 0.3 \Q\ R? = 0,989
0.2 N 0,2 - 0,2 ~—
. — -
0.1 >~ 0.1 —» 01
0 T 0 : : 0
0 0,5 1 e} 0,1 0,2 0,3 [} 0,02 0,04 0,06
N7 Kodlu Propolis Etanolik N8 Kodlu Propoelis Etanolik N9 Kodlu Propolis Etanolik
Ekstrakt SCy, Grafigi Ekstrakt SCgq Grafigi Ekstrakt SCs, Grafigi
0,6 0,6 0.6
0,5 %’\ 0,5 0,5
0,4 - 0,4 y=0,578e 103 0.4 y=0,591¢g1L®
’ S V=055acile ’ R?= 0,992 ' R?=0,981
0,3 “~._ R!=0,985 0.3 0,3 \
0,2 ~— 0,2 e 0,2 N
0’1 e 0,1 ~~ 0 \ I
, . — 1 ~—
g >
0 0 0
0 0,05 0.1 0,15 o 0,1 0,2 0,3 0 0,1 0,2 0,3

Sekil 14. DPPH radikalinin SCsp degerlerinin bulunmasi-1
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N10 Kodlu Propolis Etanolik

N11 Kodlu Propolis Etanolik

N12 Kodlu Propolis Etanolik

Ekstrakt SCs, Grafigi Ekstrakt 5Cs, Grafigi Ekstrakt SCs, Grafigi
0,6 0,6 0,6
05 % 0,5 ".. 05 ®
\.\ 4 y=0,4750 63
0,4 y=0,574e 3% 0.4 - y=0,539¢ 224 0. R?*=0,961
03 N R?=0,084 0,3 R?= 0,993 03 '
~X
0,2 S~ 0,2 0.2
0,1 T 0.1 01 \\0\
0 0 0 M—
0 0,02 0,04 0,06 0 0,02 0,04 0,06 0 0,2 0,4 0,6

N13 Kodlu Propolis Etanolik N14 Kodlu Propolis Etanolik N15 Kodlu Propolis Etanolik

Ekstrakt SCg, Grafigi Ekstrakt SC;, Grafigi Ekstrakt SC¢, Grafigi

0.6 0.6 0,6
0,5 0& 0.5 0\\ 0.5 \‘H._ y = 0,520e105
0,4 » y=0,551e% 3 0,4 y=0,522e22 0,4 T R?=0,997
03 \ R?=0,997 03 \;\ R?=0,996 0.3 '“-H_hﬂ
0,2 \\\ 0,2 \‘“0\ 0.2
0,1 \’mﬁxﬂ_h 0.1 T~ . 0.1

0 —* 8] 0

0 0,2 0,4 0,6 0 0,02 0,04 0,06 1] 0,02 0,04 0,06

Sekil 15. DPPH radikalinin SCsy degerlerinin bulunmasi-2

3.4. Antioksidan Testler Arasindaki Korelasyonlar

Antioksidan testler arasinda herhangi bir iliski olup olmadigmin gorebilmek igin
Pearson korelasyonu Miscrosoft-Ecxell kullanilarak hesaplandi ve korelasyon katsayisi R
degerlerine gore sonuglar yorumlandi. Etanolik propolis 6rneklerine ait toplam fenolik
madde miktarlar1 (TP) ile FRAP degerleri arasinda dogru orantili bir iliski oldugu R?
degerinin olduke¢a yiiksek (R2:0,980. p<0,05) oldugu bulundu (Tablo 3.2). Benzer sekilde
toplam fenolik madde ile DPPH radikali temizleme aktivitesi arasinda yiiksek bir iliski
oldugu ve bu iliskinin negatif bir degere sahip oldugu (R? = - 0,792. p<0,05) bulundu.
Bunun anlami propolis 6rneklerindeki toplam fenolik madde miktar1 arttikca DPPH
radikali temizleme yetenegi artmaktadir. Buna benzer seklide propolis 6rneklerinin toplam
antioksidana kapasitesini yansitan FRAP degerleri ile DPPH radikal temizleme aktivitesi

arasinda negatif bir iliski oldugu (R? = -0,813. p<0,05) bulunmustur (Tablo 7.).
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Tablo 7. Antioksidan parametreler arasindaki iliskiyi gosteren Pearson test sonuglari

TPHENOL FRAP DPPH

Toplam fenol | Pearson Correlation 1 .980(**) - 792(**)

Sig. (p)(2-tailed) : .000 .000

N 45 45 45
FRAP Pearson Correlation .980(**) 1 -.813(**)

Sig. (2-tailed) .000 . .000

N 45 45 45
DPPH Pearson Correlation -.792(**) -.813(**) 1

Sig. (2-tailed) .000 .000 .

N 45 45 45




4. TARTISMA

Propolis arilarin kovanlarini her tiirlii zararli etkiye karsin korumak icin dogadan
topladiklar1 reginemsi bir karsimdir. Agik kahverengiden siyaha dogru degisen cesit ve
tiirlere sahip propolislerin kimyasal, fiziksel ve biyoaktif 6zellikleri toplandiklar1 bélgenin
florasina ve cografik 6zelliklerine gére degisim gostermektedir.

Amacimiz, Azerbaycan yoresi propolisleri lizerine literatiire konu olan bir ¢alismaya
rastlanilmadigindan bu eksikligin giderilmesidir. Bunun i¢in Azerbaycan ydresine ait 15
farkli propolis 6rneginin biyoaktif 6zelliklerinin incelenmesidir. Bu amagla Haziran 2012’
de 6rnekler toplanmustir.

Ekstraktlarin biyolojik aktif 6zelliklerinin biiyiik ¢ogunlugu fenolik maddelerden
ileri geldiginden, ilk olarak toplam fenolik madde miktarlarinin 6l¢iilmesi bir kural haline
gelmistir. Bu nedenle bu ¢alismada da propolis orneklerinin sadece toplam fenolik madde
miktarlar1 ve antioksidan kapasiteleri belirlenmistir.

Etanolik propolis 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin yontemine gore
test edilmeden Once standart calisma grafigi hazirlandi. Bu amagla bir fenolik bilesen olan
gallik asit (Tablo 3) standardi kullanilarak tayin yapildi. Folin-Ciocalteu yonteminde
(Singleton ve Rossi, 1965) kullanilan Folin reaktifi fenolik bilesiklerle renkli kompleks
olusturdugundan dolay1 sulu ve etanolik ¢6zeltide bulunan tiim fenolik bilesenlerin toplam
olarak kantitatif miktarin1 bildirmektedir. Degisen gallik asit konsantrasyonlarina gore
Folin reaktifi ile hazirlanan standart calisma grafiginin R? degeri 0,997 olarak bulundu. Bu
bize gallik asitin fenolik madde miktarinin belirlenmesinde ¢ok uygun bir standart
oldugunu gostermektedir. Nitekim, standart ¢aligma grafigi dogru denklemi kullanilarak
propolis oOrneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 bulundu. Propolis 6rneklerinin
toplam fenolik madde miktarlarinin (10,936-79,232) mg GAE /g propolis arasinda degisim
gosterdigi bulundu. Yapilan istatistiksel analiz sonucu 15 adet propolis 6rneginin fenolik
madde miktarinin hemen hemen istatistiki olarak anlaml farklar igerdigi, sadece Ismayill
ve Qusar bélgelerine ait propolislerinin ayn1 miktarda (69,727 ve 69,659 mg GAE/g
propolis, sirastyla) fenolik madde miktarina sahip oldugu bulundu. En yiiksek degere sahip
propolis ile en diisiik degere sahip propolis arasinda yaklasik 10 kat fark oldugu
hesaplandi. Bu bize propolislerin kimyasal bilesiminin toplandig1 bolgenin florasina bagh

olarak degisim gosterdigini ispatlamaktadir. Qak, Zerdap ve Aktas bolgesi propolislerinin



32

en yiiksek fenolik madde miktarina sahipken, Astara ve Seki bolgesi propolislerinin en
diisiik fenolik madde icerige sahip oldugu bulundu.

Sarikaya vd., (2009)’da yapilan ¢alismaya gore Tiirkiye florasina ait iki adet propolis
orneginin fenolik madde iceriginin 313-476 mg GAE/g propolis olarak belirlenmis oldugu
goriilmistiir.  Yazicioglu vd., (2012) vyaptiklarnnt c¢alismada Tiirkiye’nin  degisik
bolgelerinden toplanan 10 adet propolis 6rneginin toplam fenolik madde miktarlarinin 115-
210 mg GAE/g propolis olarak tespit etmislerdir. Ahn vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada ise
Hindistan bolgesi propolislerinin  159-269 mg GAE/g propolis arasinda degisim
gosterdigini belirlemisler. Silva Frozza vd. (2013)’ ye gore toplam fenolik madde miktarini
151 mg GAE/g propolis olarak kirmizi Brezilya propolisi oldugunu rapor etmisler.

Kumazawa vd. (2004), yapilan ¢alismada diinyanin 16 farkli bolgesinden toplanan
propolis 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlarinin 31-299 mg GAE/ g propolis
arasinda degisim gosterdigini ve en diisiik fenolik maddenin Tayland bdlgesine ait olup 31
mg GAE/g propolis olup en yiikksek Cin’in Hubei yoresi propolis’in 299 mg GAE/ g
propolis olarak bildirmisler. iran’in ii¢c degisik bélgesinden toplanan propolis érneklerinin
Etanolik ektraklarinin toplam fenolik madde miktarmin 3,080-8,460 g/100g arasinda
degisim gosterdigini ve bunun caligmamizda kullanilan degerler cinsinden ifade
edildiginde 30,8 ile 84,60 mg GAE/g olarak dagilim gosterdigi bildirilmektedir. En yiiksek
fenolik madde igerigine sahip propolisin Tahran bdlgesi propolisi oldugu bildirilmektedir
(Mohammadzadeh vd., 2007). Bu calisma ile bulgularimizi karsilastirdigimiz zaman
Azerbaycan propolis drneklerinin Iran propolislerine benzer fenolik madde miktarlarina
sahip oldugu goriilmektedir.

Ayni bolgeden fakat farkli alanlardan toplanan propolis drneklerini de toplam fenolik
madde miktarlar1 arasinda anlamli olarak farklilik oldugu gériildii (p<0,05). Ornegin
Nahcivan, Quba ev Ismayilli bolgelerinin farkli alanlarinda toplanan propolislerin farkli
fenolik madde miktarina sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ bize propolislerin
uretildikleri alanlar kadar kovanlardaki {iretim ve toplanma sekillerinin de oldukca etkili
oldugunu gostermektedir. Propolislerin toplam fenolik madde miktarlar1 arasinda anlamli
olarak farklilik bulunmaktadir, fakat Azerbaycan bdlgesine ait propolislerin ortalama
toplam fenolik madde miktarlar1 47,66+24,65 mg GAE/g propolis olarak belirlenmistir.

Bu calisma Azerbaycan yoresine ait farkli propolis orneklerinin toplam fenolik
madde igerikleri literatiirdeki propolis ¢alismalariyla karsilastirildiginda, fenolik madde

miktar1 bakimmdan ¢ok zengin olmadigi bulundu. Bunun pek ¢ok sebebi bulunabilir,
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bunlarin basinda propolislerin toplandigi alanin florasinin etkisinin yanisira, kovanlarin
icinden veya propolis tuzaklarindan toplanmasiyla propolislerin daha kaliteli olduklar
bildirilmektedir (Sarikaya vd., 2009).

Propolis orneklerinin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde FRAP
yontemi adi1 verilen ve antioksidan bir madde tarafindan demir (III) iyonlarinin demir (II)’
ye indirgenmesi ve demir (II) iyonlarmin TPTZ reaktifi ile renkli kompleks vermesi
esasma dayanan yontem kullanildi. Elde edilen degerler standart bir antioksidan olan
Troloks esdegeri cinsinden bulundu. Yiiksek FRAP degeri, yiiksek antioksidan kapasiteyi
gostermektedir. Calisilan propolis Orneklerine ait FRAP degerlerinin oldukc¢a farkli
antioksidan aktiviteye sahip oldugu degerlerin 170-437uM Troloks/g propolis arasinda
degisim gosterdigi bulundu. En yiiksek FRAP aktivitesine sahip propolis &rneklerinin
Ismayilli, Zerdap ve Qak bdlgelerine ait drneklerin oldugu tespit edildi.

Dogal {iriinlerin ve ar1 {irtinlerinin tim biyolojik etkinliklerinden sorumlu ajanlarin
basinda fenolik yapiya sahip ¢esitli polifenoller oldugu bugiin artik iyi bilinmektedir. Bu
nedenle yapilan arastirmalarda fenolik madde miktarina paralel olarak hem antioksidan
kapasitenin hem de diger biitiin biyolojik etkinliklerin, antimikrobiyal, anti-tiimoral, anti-
inflamatuar, antiviral, anti-fungal vs, de arttig1 bilimsel ¢alismalarla ortaya konulmustur
(Huang vd., 2005; Kiigiik vd., 2007; Sarikaya vd., 2009; Kolayli vd., 2010; Tezcan vd.,
2011). Nitekim toplam fenolik madde miktar1 ile FRAP aktivitesi arasindaki iligki
istatistiki olarak test edildiginde pozitif bir korelasyon katsayisinin (R?= 0,980, p<0,05)
degerinde oldugu bulundu. Bu deger Azerbaycan propolislerinde antioksidan kapasiteden
sorumlu ajanlarin fenolik maddeler oldugunu gostermektedir. Genel olarak sonuglara
bakildiginda yiiksek FRAP aktivitesine sahip propolislerin yiiksek fenolik madde miktarina
sahip oldugu bulundu. Fakat Biiyiik Kafkas bolgesinin Ismayilli I ilinden toplanan
propolisin toplam fenolik madde miktar1 Qax ilinden daha diisiik bulunmasina ragmen
FRAP degerinin daha yiiksek oldugu gozlemlendi. Benzer sekilde ayni propolis 6rneginde
serbest radikal temizleme aktivitesinin diger propolislere gore oldukga yiiksek oldugu
bulundu. Bu durum ancak ismayilli bélgesinden toplanan propolisin yapisinda bulunan bir
fenolik veya daha fazla sayida bazi fenolik ajanlarin yiiksek antioksidan kapasitelerinden
ileri geldigi yani fenolik bilesenlerin hidroksil gruplarindaki yapisal farkliliklardan ileri
geldigi veya propolis de non-fenolik fakat antioksidan etkili farkli bilesigin/bilesiklerin
bulunabilmesinden kaynaklanmig olabilir. Ciinkii fenolik bilesenlerden o6zellikle

flavonoidlerin antioksidan kapasitesinin, tasidigi hidroksil gruplarinin birbirlerine gore
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orto- veya para- pozisyonlarinda olmasina gore degisiklik gostermesi, yani bir sterik etki
s0z konusudur (Cai vd., 2006). Dolayisiyla boyle spesifik bir flavonoidin varligi toplam
fenolik madde miktarini artismis olabilir ve bu da toplam antioksidan kapasiteyi artirabilir.

Ortaklanmamis elektron iceren atom veya molekiillere serbest radikaller adi
verilmektedir ve oksijen igeren tiim radikallere de serbest oksijen radikalleri adi
verilmektedir. Radikaller ve radikalik reaksiyonlar oldukca kisa omiirlii olup tespit
edilmeleri oldukga iyi bir donanimi ve tecriibeyi gerektirmektedir. Serbest radikalleri
ortamdan kaldiran veya olusumunu engelleyen her tiir molekiil antioksidan olarak
tanimlandigindan radikal temizleme aktivitesi dolayli olarak antioksidan aktiviteyi de
yansitir. DPPH radikali, nispeten uzun omiirlii ve ticari olarak satin alinabilen bir serbest
oksijen radikali oldugu icin radikal temizleme (scavenging) aktivitesi tayininde sikca
kullanilmaktadir. Her bir propolis 6rnegi i¢in 5 farkli etanolik propolis ekstraki i¢cin SCsg
degeri grafik ¢izilmek suretiyle bulundu. Yiksek SCso degeri diisiik aktiviteyi
gosterdiginden dolayi en yiiksek radikalik aktiviteye sahip drnegin 15 pg/ml olarak Zerdap
Quba-2 ve Ismayill’ da oldugu bulundu. Buna karsin Astara, Quba 1 ve Semkir
bolgelerine ait propolislerin en diisik DPPH aktivitesine sahip ornekler oldugu tespit
edildi.

DPPH radikal aktivitesi ile toplam fenolik madde ve FRAP aktiviteleri arasindaki
iligki incelendiginde her iki parametre ile negatif bir iliski (korelasyon) oldugu
goriilmiistiir. Yani etanolik ekstraktaki propolis miktarinin az olmasi1 antioksidan
aktivitenin o kadar fazla olmas1 anlamina gelmektedir. Ayrica, Pearson korelasyon testine
gére DPPH ve toplam fenolik madde miktar1 arasinda bulunan korelasyon katsayisi R*=-
0,792 (p<0,05) ve DPPH ile FRAP arasindaki korelasyonun R%*=0,813, p<0,05 oldugu
bulunmustur. Kisaca DPPH radikal temizleme aktivitesinin de fenolik madde miktar ile
dogru orantili olmasinin yaninda, fenolik maddenin tiiriniin de bu durumda etkili oldugu

gorilmektedir.



5. SONUCLAR

Calismada Azerbaycan’in 15 farkli noktasindan toplanan ham propolis 6rneklerinin

Etanolik ekstraklarinin toplam fenolik madde miktarlar1 ile antioksidan kapasitesi ve

DPPH radikali temizleme aktivitesi tespit edildi. Elde edilen degerler maddeler halinde

asagida siralanmaktadir;

1.

Toplam fenolik madde miktarlart en diisik deger 10,94 mg GAE/g propolis
Astara bolgesi propolisi olup, en yiiksek fenolik madde Qak bdlgesi 79,23 mg
GAE/g propolisi olarak tespit edildi ve ortalama toplam fenolik madde miktari
47,67+24,65 mg GAE/g propolisi olarak belirlendi.

Her bir propolis 6rneginin farkli degerde fenolik madde icerigine sahip oldugu
tespit edildi.

Bitkisel ektraktlarda ve dogal iiriinlerde toplam antioksidan kapasiteyi en iyi
sekilde temsil eden FRAP testi (demir (III) indirgenme/antioksidan kapasite)
testine gore propolislerin FRAP degerleri 170,269 ile 437,897 uM Troloks/g
propolis degerleri arasinda dagilim gosterdigi ve ortalama 312,84 uM Troloks/g
propolis degerine sahip oldugu bulundu.

Propolislerin her birinin DPPH radikaline kars1 etkili oldugu ve 16 ile 198 pg/mL
arasinda SCsq degerlerine sahip olduklar1 bulundu. Astara bdlgesi propolisinin
diisik FRAP ve DPPH temizleme yetenegine sahip oldugu tespit edildi.

Calisilan ii¢ antioksidan testin kendi arsindaki korelasyonlarinin oldukca yiiksek
oldugu, bulunan yiiksek iligki (R2 degeri 1.0 yakin) katsayilarindan, Pearson
korelasyon testinden belirlendi. Yani ekstraklardaki fenolik madde miktarlarina
paralel olarak antioksidan olarak demir indirgeme kapasitesi ile radikal temizleme

yetenegi (DPPH) arasinda direkt olarak baglant1 bulunmaktadir.



.ONERILER

. Her bir propolis 6rneginin toplam mum, vaks, ucucu bilesen, diger tiim kimyasal
ve fiziksel analizleri yapilmis olsaydi, sonuclarin yorumlanmasinda kolaylik
saglayabilirdi.

. Her bir propolisin antioksidan 6zelliginden sorumlu fenolik ajanlarin HPLC veya
GC-MS ile analizleri yapilmis olsaydi daha detayli olarak sonuglar yorumlanirdi.

. Antioksidan parametrenin yaninda antimikrobiyal aktivitede incelenmis olsaydi
propolislerin biyolojik etkinligi daha belirgin olarak ortaya ¢ikmis olurdu.

. Her bir propolisin toplandigi bdlgenin florasi hakkinda yeterli bilgi sahibi

olunmus olsaydi sonuglarin yorumlanmasinda yardimci olurdu.
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