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Ozet

Polenin lipid peroksidasyonunu engelledigi, pek ¢ok serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidan hasari
onledigi yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Bu ¢alijmada Bingdl ili merkeze baglh Gokdere kdyii ( 1565
rakim), Adakl ilge merkezi (1500 rakim), Adakli’ya bagh Sirnan koyi (1810 rakim), Karliova ilge merkezi
(1940 rakim) ve Karliova merkez Kanires civart ( 1940-2000 rakim) olmak {izere Bingd!l’iin bes farkli yerinden
toplanan ar1 polenlerindeki MDA duzeylerini HPLC ve TBA yontemiyle belirlemek ve bu konuda literattr
bilgisine katkida bulunmak amaglanmigtir. HPLC metoduyla polende MDA dlzeyleri Haziran ve Subat ay1
acisindan gruplar arasi kiyaslandiginda, Karliova ve Kanires disinda diger bolgelerde anlamli olarak istatistiksel
farkin (p>0,05) olmadigi goriildi. TBA metoduyla polende MDA diizeyleri Haziran ve Subat ay1 agisindan
gruplar arast kiyaslandigindaysa, Sirnan disinda diger bolgelerde anlamli olarak istatistiksel farkin (p>0,05)
olmadig1 gorildl. Sonug olarak takriben 8 ay kadar serin ve karanlik ortamda kalan polen ektraktlarinin 6nemli
miktarda antioksidan aktivite kaybina ugradigi, bu cevresel sartlarin da serbest radikal koruyucu aktivite
duzeylerini azaltip lipid peroksidasyon diizeylerini arttirdigi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Ari poleni, Malondialdehid, Bing6l, Farkli yontem

Determination The Levels of Malondialdyhide In Gathered Bee Pollens
From Bingol By Different Methods

Abstract

They have been reported that pollen inhibites lipid peroxidation and prevent oxidant damages related to free
oxygen radicals. The aim of this study is to evaluate the levels of the MDA in the bee’s pollens gathered from
five different locations of Bingol; Gokdere Village bounded to the city center (altitude 1565), Adakli town
center (1500), Sirnan village bounded to Adakl (altitude 1810), Karliova town center (altitude 1940), the
vicinity of Kanires in the center of Karliova (altitude 1940-2000) by HPLC and TBA methods and, this
investigation will have an important effect on improvement of the knowledge of that area.When the levels of
MDA in pollen of June and February were compared with each other by HPLC method, it was found that, there
hadn’t been the statistically significant difference except for groups of Karliova and Kanires, and the levels of
MDA in pollen by TBA method, it was found that, there hadn’t been the statistically significant difference
except for groups of Sirnan. As a result, it can be think that pollen extracts stored by being kept in a cool and
dark place about for eight months, may losses of antioxidant activity as these environmental conditions increase
the levels of lipid peroxidation by decrease the levels of free radical scavenging activity of these pollens.
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1. Giris

Polenler ¢icekli bitkilerin erkek organlarinda meydana gelen iireme initeleri oldugundan [1], bitki
dokularinda bulunan major ve minor elementlerin tamamuna yakimini ihtiva ederler, proteinler,
karbonhidratlar ve lipitler bakimindan oldukga zengindirler [2, 3]. Bunlara ilave olarak aminoasit,
nikleik asit, enzim, hormon ve vitamin gibi organik maddeleri de yapilarinda bulundururlar [1,4-7].
Polenin enfeksiyon hastaliklari, mide kanamasi gibi birgok hastaligin tedavisinde kullanildig: [8]
ve yiiksek rakima bagli kusma sendromunun 6nlenmesinde tibben kullanildig: belirtilmektedir [9].

Almaraz - Abarca vd. yaptiklari c¢alismada Meksika florasina ait etanolik polen
ektraktlarininlipidperoksidasyonuinhibe edici ve polen ekstraklarinin HPLC analizinde bir flavanoid
tirevi olan kalkonlarca zengin oldugunu gostermistir [10]. Polenin in vitro olarak lipid
peroksidasyonunu engelledigi, oksidan 6zellige sahip ve kanserojen oldugu bilinen pek ¢ok serbest
oksijen radikalini temizledigi [11, 12], yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Polen ekstraktlarinin
yapisinda bulunan fenolik asitler ve flavonoitler, potansiyel antioksidan olarak, superoksit anyonlari
ve lipid peroksit radikallerini temizledikleri ve serbest radikaller ile iliskili olaylarda hidrojenasyon
veya kompleks yapilar olusturarak okside edici ajanlari stabilize edebildikleri gosterilmistir [11].
Polen, kanser ve ¢esitli hastaliklarin olusumunda rol alan oksidan yapilar1 yok ederek, antioksidan
enzimlerin aktivitelerini stimule ederek, intraselluler oksidatif stresi azaltarak, nitrik oksit ve peroksit
radikalleri de direkt olarak temizleyerek etkili olabilmektedirler [13, 14, 15].

Malondialdehit (MDA), biyolojik sistemde lipitlerin oksidasyonu sonucunda olusmaktadir.
Radikaller hicre membranina zarar vererek oksidatif stres olustururlar. Radikallerin hiicrede
olusturdugu lipit oksidasyonu sonucunda da hiicrede MDA olusmaktadir [16]. Peroksidasyonla
olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi
intrinsik membran O6zelliklerini degistirir. Bu etkiler, MDA'nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik oldugunu agiklar. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri
dontigiimsiizdiir. Hem insanlardaki ve hem de dogadaki lipid peroksidasyonunu kontrol etmek ve
azaltmak i¢in antioksidanlar kullanilmaktadir [17].

Ar1 polenlerinin lipid peroksidayonunun gdstergesi olan malondialdehid (MDA) duzeyleriyle
ilgili literatiirde yapilmis ¢cok az ¢alisma mevcuttur. Bu nedenle bu calismada Bing6l ili merkeze baglh
Gokdere koyii ( 1565 rakim), Adakli ilge merkezi (1500 rakim), Adakli’ya bagli Sirnan kdyii (1810
rakim), Karliova ilge merkezi (1940 rakim) ve Karliova merkez Kanires civar1 ( 1940-2000 rakim)
olmak tizere Bing6l’iin bes farkli yerinden toplanan ar1 polenlerindeki MDA duzeylerini HPLC ve
TBA yontemiyle belirlemek ve bu konuda literatiir bilgisine katkida bulunmak amaglanmistir.

2. Materyal ve Metod

2.1. Polen Orneklerinin Ahmisi: Bu ¢alismada polen ornekleri Bingdl’iin Gokdere, Adakli, Sirnan,
Kanires, Karliova mevkilerinden toplandi. Her bir bolgeden 3 polen 6rnegi olmak lizere toplam 15
farkli 6rnekle ¢alisildi. Ar1 kovanlarindan steril cam kavanozlara alinan polenler laboratuvara
getirilerek ekstraksiyon yapilana kadar serin ve kuru bir yerde ( 1-2 °C, % 25 nisbi rutubet)muhafaza
edildi [18]. ki farkli mevsimde polen orneklerinin MDA diizeyleri arastirildi; énce 2011 haziran
ayinda toplanan polenler analize tabi tutuldu. Daha sonra bu polenler oda kosularinda serin ve kapali
oda bir yerde muhafaza edilip tekrar 2012 subat ayinda analiz edildi.

2.1. Polen Ekstraktimn Hazirlanmasi: Polenden20 g tartilmis ve 200 ml % 95'lik etil alkol ilave
edilerek oda sicakliginda 3 guin streyle bekletildi [13]. Ornegin ara ara elle galkalanarak homojen
hale gelmesi saglandi. Etanolik ekstrakt Whatman # 1 numarali filtre kagidi ile siiziildd, altta kalan
s1vi kisim d6ner buharlastincida kuruyuncaya kadar buharlastirildi [19].

2.1.1. HPLC Metoduyla Malondialdehid (MDA) Analizi: Polen ektraktindan 1gr alinip tizerine 0.5
ml 0.5 M HCIQ, ilave edilip bu karisim vortekslendikten sonra iizerine 4.5 ml saf su eklendi. Karisim
4500 devir 5 dakika santrifiijlendikten sonra Orneklerin iizerindeki berrak kisimdan dikkatlice 20ul
alinarak MDA Karatepe'ye [20] gore HPLC ’de analiz edildi. Analizler hareketli faz olarak 30 mM
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KH2PO4 - metanol (% 82.5 — 17.5; pH: 4) karisiminda 250 nm'delnertsil Sp C-18 (15 cm x 4.6 mm)
kolonu kullanilarak akis hiz1 1 ml/dk yapildi.

2.1.2. TBA Methoduyla Malondialdehid (MDA) Analizi: Polen ekstraktindanalinan 0.5gr numune,
2.5 ml %10’luk TCA (Triklorik Asit) ile deney tiipiinde karistirilarak 95 °C’de 15 dk. kaynatildi. Daha
sonra hemen sogutularak 4 °C’de 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan siipernatandan 1 ml
alind1 ve iizerine % 67’lik TBA’dan (Tiyobarbitiirik Asit) 0.5 ml eklenerek 15 dakika kaynatilip
hemen sogutuldu. Pembe renkli kromojen ¢dzeltisi sogutmayi takiben en ge¢ 45 dakika icerisinde UV
spektrofotometresinde, 532 nm dalga boyunda distile suya karsi absorbans degeri okunarak, elde
edilen degerler dilusyon katsayisi ile ¢arpildi ve nanomol / ml biriminde MDA miktar1 Drapper ve
Hadley [21] tarafindan modifiye edilen metoda gore belirlendi.

2.1.3. istatistiksel Analiz: Incelenen parametrelerin istatistik farkliliklari SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) istatistik programiyla ortalama ve standart sapma kullanilarak bulunmustur. Farkli
gruplarin ortalamalarmin kargilagtiriimasinda Mann Whitney-U testi kullanilmistir. Sonuclar ortalama
* standart sapma olarak gosterildi ve p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bing6l’den toplanan ar1 polenlerinin iki farkli yontemle belirlenmis MDA diizeyleri Tablo I ve Tablo
II’de sunulmustur. Tablo I’de HPLC metoduyla belirlenmis polende MDA diizeyleri grup igi
kiyaslandiginda, hem haziran hem de subat aylarinda istatistiksel olarak anlamli artista (p>0,05)
Sirnan bolgesinin ilk sirada, Adakli bolgesinin ikinci sirada oldugu gortlurken, en anlamli azalisin
Gokdere bolgesinde oldugu goruldi. Haziran ve subat ay1 agisindan gruplar arasi kiyaslandiginda,
Karliova ve Kanires disinda diger bolgelerde anlamli istatistiksel farkin (p>0,05) olmadigi belirlendi.
Tablo 1I’"deTBA metoduyla belirlenmis polende MDA diizeyleri haziran ay1 agisindan grup igi
kontrole gore kiyaslandiginda, istatistiksel olarak (p>0,05) sadece Gokdere bolgesinin MDA dizeyinin
kontrole gore anlamli olarak arttigi, digerlerininse kontrole gore anlamli olarak azaldigi goriiliirken;
subat ayinda Kanires ve Karliova bolgesinin yer degistirerek istatistiksel olarak (p>0,05) anlamli
artista Kanires bolgesinin 1.sirada, Karliova bolgesinin 2.sirada oldugu gorildi. Haziran ve subat ay1
acisindan gruplar arasi kiyaslandiginda, Sirnan bolgesi disinda diger bolgelerde anlamli istatistiksel
farkin (p>0,05) olmadig1 belirlendi.

Tablo.1. HPLC Metoduyla Polendeki MDA (nmol / ml) Diizeyleri

Polenler (n=3) Haziran Ay1 Subat Ay1
Gokdere 0,602+0,020° 0,839+0,072°
Adakli 1,309+0,173° 1,618+0,234°
Sirnan 1,589+0,209% 1,820+0,386™
Karliova 1,130+0,102" 1,415+0,127*
Kanires 2,000£0,150° 2,209+0,153%°
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Tablo.2. TBA Metoduyla Polenlerdeki MDA (nmol / ml) Duizeyleri

Polenler (n=3) Haziran Ay1 Subat Ay1
Kontrol 2,515+0,010 2,522+0,009
Gokdere 2,544%0,026 2,65420,025
Adakli 2,258+0,0241° 2,3140,200°
Sirnan 2,47620,043 2,696+0,041°
Karliova 2,189+0,023% 2,353+0,0209%
Kanires 2,325+0,046° 2,651+0,112%

a-e: Ayni satirda farkl harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamlidir. (P<0,05)

Istatistiksel farklilik Mann Whitney -U testi ile belirlenmistir

4. Sonug ve Oneriler

Oksijen molekdli lipidlere karsi yiiksek afiniteye sahiptir. Bu molekiill hemoglobinden ayrildiktan
sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarindaki lipidlerde ¢6ziinmekte ve daha sonra dokularda
kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda bulunan doymamus yag asitlerindeki ¢ift baglara oksijen
baglanmasi sonucu lipid peroksidasyonu kimyasal reaksiyonu meydana gelmektedir. Lipid
peroksidasyonunun zar yapi ve biitiinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre
bilesenleri iizerine zararli etkileri ve son iirlinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina
neden olduklart diisiiniilmektedir [22]. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonlarini
baskilayarak veya serbest radikalleri toplayarak lipit peroksidasyonunu ve hiicre zararim
engellerler[23].

Hasc¢ik ve arkadaglar yaptiklar1 bir arastirmada, 1. gruba 400 mg ve II. gruba 800 mg olmak
iizere iki ayr1 dozda polenle besledikleri tavuklarin gogiis ve uyluk kaslarindaki MDA diizeylerini
tespit etmiglerdir. Bu arastirmada kontrol, I. ve II. grubun gogiis kast MDA diizeylerinin sirasiyla ilk
glin 0.065- 0.061- 0.075 mg / kg iken 6 ay sonra 0.137- 0.111- 0.099 mg / kg olarak 6lculdigiinti,
uyluk kas1t MDA diizeyleriyse ilk giin 0.105 — 0.083 — 0.114 mg / kg iken 6 ay sonra 0.137 — 0.111 —
0.120 mg / kg olarak 6l¢ildigiinii bildirmislerdir[24]. Bir baska ¢alismadaysa Eraslan ve arkadaslart,
kontrol grubu ile 1 ml saf ve 1ml misirézii yaginda ¢ozdiikleri polenleri ratlara verdiklerinde kontrole
gbre uygulama grubunun plazmada ve Kkaraciger, bobrek, beyin ve kalp dokularindaki MDA
diizeylerinin azaldigini bildirmislerdir [25]. Basak ve Candan sican karaciger homojenatinda
Lallemantiacanescens’in metanol 6ztu ile kallus doku kilttri metanol ézdatintnin MDA duzeylerine
baktiklar1 bir ¢alismada, Lallemantiacanescens’in ve kallus doku kiltirinin metanol ozitleri ile
pozitif kontrollerin lipid peroksidasyonunu %350 inhibe eden derisimleri sirasiyla 682 — 1200 pg / mL
olarak bulmuslardir[26].

Sonug olarak takriben 8 ay kadar serin ve karanlik ortamda kalan polen ektraktlarinin 6nemli
miktarda antioksidan aktivite kaybina ugradigi, bu c¢evre sartlarininsa[27], serbest radikal koruyucu
aktiviteyi azaltip lipid peroksidasyon diizeyini arttirdigi diistiniilmektedir. Clnk{ serbest radikal
koruyucu aktivitesi oda sartlarinda kurutularak saklanan polende azalir ve polen lyil saklandiktan
sonra % 50 oraninda antioksidan aktivitesini kaybedebilir [28]. MDA diizeylerindeki artisin polenlerin
toplandiklari bitkiden bitkiye, iklim sartlarina, havadaki nispi nem miktarina, tuzaklandiklar1 kovanin
bulundugu yere, topraga yakinligina, mevsimine, toplanan polenlerin saklandiklar1 yere gore farklilik
gostermesinden kaynaklanabilecegi sOylenebilir.
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