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ONSOZ

Bu tezde, Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bolgesinden elde edilen ar1 polenin ekstrakti
degisik oranlarda beta siklodekstrin ile kapsiillendi. Elde edilen kapsiillerin
karakterizasyonu enkapsiilasyon verimi, zeta potansiyeli ve parcacik boyutu analizleri
ile belirlendi.En yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip kapsiil in vitro sindirime tabi
tutuldu. Sindirim 6ncesi enkapsiile polen ve in vitro sindirim ile mide ve bagirsak
sindirimine ugramis enkapsiile polen orneklerinin toplam fenolik igerigi, toplam
flavonoid igerigi ve toplam antioksidan kapasite degerleri belirlenerek
biyoerisilebilirlikleri incelenmistir. Ayni oOrneklerin  yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) teknigi kullanilarak, fenolik bilesen profilleri belirlenmistir.
Ayni zamanda en yiiksek enkapsiilasyon verimi gdsteren kapsiiliin, kapsiiliin elde
edilmesinde kullanilan polen ekstraktinin ve yalnizca kaplama maddesi igeren
kapsiillerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla , Bacillus cereus ATCC
11778, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Salmonella typhimurium ATCC 0402 suslar1 se¢ilmis, minimum inhibisyon
konsantrasyonu ve minimum bakteriyosidal konsantrasyonu belirlenmistir. Bu tez
MYL-2022-44188 proje numarast ve ‘“Polende Bulunan Biyoaktif Bilegenlerin
Enkapsiilasyonu ile Biyoerisilebilirligin Artirilmasi ve Antimikrobiyal Ozelliklerin
Degerlendirilmesi” baslikli BAP projesi kapsaminda desteklenmistir.

Tez g¢aligmam siirecince benden destegini esirgemeyen, degerli bilgi, birikim ve
tecriibeleri ile beni yonlendiren sevgili damigmanim Prof. Dr. H. FUNDA
KARBANCIOGLU GULER ve es danismanim Dr. Ogr. Uyesi Giilay OZKAN basta
olmak iizere, analiz asamam siirecinde ilgisini, Onerilerini ve yardimlarim
gostermekten kaginmayan, hocam Aras. Gér. DILARA DEVECIOGLU’NA
yardimlarindan dolay1 sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.
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ARI POLENINDE BULUNAN BiYOAKTIF BILESENLERIN
ENKAPSULASYONU iLE BiYOERISILEBILiRLiGIN ARTIRILMASI VE
ANTIMIKROBIiYAL OZELLIiKLERIN DEGERLENDIRILMESI

OZET

Ar irilinleri, yiiksek kaliteli biyoaktif bilesikler agisindan zengin olmalar1 ve giiglii
iyilestirici 6zellikleri nedeniyle halk sagliginda 6nemli bir yer tutmaktadir. Ar1 poleni,
arilar tarafindan koloninin biiylimesi ve bakimi i¢in hayati 6neme sahip bir besin
maddesidir. Art poleni, polifenoller, triterpenler, karotenoidler, fosfolipitler,
fitosteroller, biyoaktif peptitler, organik asitler, prebiyotikler ve probiyotikler gibi
bir¢ok biyoaktif bilesik igerir. Bu bilesiklerin ¢ogu, antibakteriyel, antiinflamatuar,
antioksidan, antikanser gibi terapétik 6zelliklere sahiptir.

Enkapstilasyon, aktif bir maddenin, kaplama malzemesi olarak adlandirilan bir diger
madde icine kapatilmasini saglayan bir prosediirdiir, bu siire¢ mikro veya
nanopartikiillerin olusmasina neden olur. Siklodekstrinler, aktif maddelerle birlikte
inkliizyon kompleksleri olusturabilirler. Ari1 poleninin kapsiillenmesi, biyoaktif
bilesenlerin kullanilabilirligini artirir ve bozulmasini onler, bu da etkin bir koruyucu
yontem olarak kabul edilir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bolgesinden alinan polen 6rnegi 1:1, 1:2 ve
1:3 (w:w, polen ekstrakti:beta siklodesktrin, PE:BSD) oranlarinda inkliizyon
kompleksi olusturmak amaciyla enkapsiile edilmistir. Ar1 poleni ekstrakti icermeyen
ve li¢ konsantrasyonda (1:1, 1:2 ve 1:3) ar1 poleni eksrakti igeren inkliizyon
komplekslerinin karakterizasyonu, enkapsiilasyon verimi, parcacik boyutu ve zeta
potansiyeli Olciilerek gergeklestirilmistir. Polen ekstrakti yiliklendiginde beta
siklodekstrin kaplama materyalinin yiizey yiikii pozitiften negatife donmiistiir. Polen
ekstraktinin yiiklenmesiyle beta siklodekstrinlerin zeta potansiyeli, 1:1, 1:2 ve 1:3
oranlari i¢in sirastyla +3,66 £ 0,4 mV'den 24 + 1,3, -22 + 2,8 ve -23,5 + 4,7 mV'ye
diismiistiir. Kapsiillerin parcacik boyutu, icerdikleri polen konsantrasyonuna bagli
olarak farklilik gostermistir. Polen ekstrakti icermeyen kapsiillerin pargacik boyutu
173,1 £ 1,5 nm iken, 1:1, 1:2 ve 1:3 konsantrasyonlartyla hazirlanan kapsiillerin
boyutlar sirasiyla 373,5 £ 3,4, 410,05 + 5 ve 640 + 2,1 nm olarak dl¢iilmiistiir.

Enkapsiilasyon verimi, %64'liik bir verimle 1:2 (w:w, PE:BSD) konsantrasyonunda,
%355°1ik bir verimle 1:3 (w:w, PE:BSD) konsantrasyonunda ve %48'lik bir verimle 1:1
(w:w, PE:BSD) konsantrasyonunda 6l¢iilmiistiir. En yiiksek enkapsiilasyon veriminin
elde edildigi 1:2 (w:w, PE:BSD) konsantrasyonlu kapsiil, in vitro sindirim ve
antimikrobiyal analizlerde kullanilmak iizere se¢ilmistir.

Polen ekstraktinin, sindirim dncesi Ve in vitro sindirim ile mide ve bagirsak sindirimine
ugramis enkapsiile polen 6rneklerinin toplam fenolik, flavonoid igerigi ve antioksidan
kapasitesi incelenmis ve biyoerisilebilirlikleri degerlendirilmistir. Polen ekstraktinin
toplam fenolik madde miktar1 (Folin Ciocalteu yontemiyle), toplam flavonoid madde
miktar1 ve toplam antioksidan kapasitesi (DPPH ve CUPRAC metodlariyla)
spektrofotometrik yontemler kullanilarak belirlenmistir. Polen ekstraktinin toplam
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fenolik madde miktar1 28174217 mg GAE/100 g, toplam flavonoid madde miktar
5255+ 317 mg QE/100 g ve CUPRAC antioksidan kapasitesi 3685 + 248 mg TE/100
g ve DPPH antioksidan kapasitesi 4305 + 495 mg TE/100 g bulunmustur. 1:2 (w:w,
PE:BSD) konsantrasyonundaki kapsiiliin gastrointestinal sindirim siireci boyunca,
toplam fenolik igerigi ve CUPRAC antioksidan kapasite degerleri azalmustir. Ilgili
kapstildeki spektrofotometrik analiz sonuglari, sindirilmemis, mide ve bagirsak
asamalari i¢in sirastyla 1832 + 30, 1122 + 25 ve 1420 + 23 mg GAE/100 g toplam
fenolik igerige sahip oldugunu gostermektedir. Mide asamasinda goriilen azalmanin
temel nedeni, diisiikk pH degerlerinde polifenollerin mide ortaminda yapisal olarak
degisime ugramasidir. Sindirim sonrasi kapsiillerde toplam fenolik igerigin, toplam
flavonoid igerigin, DPPH ve CUPRAC antioksidan aktivitenin biyoerisilebilirligi
sirastyla %81, %52, %48 ve %76 olarak belirlenmistir. Analiz sonuglar1 ve literatiir
arastirmasi, saf polenin enkapsiile polene gore daha diisiik biyoerisilebilirlige sahip
oldugunu gostermektedir. Bu durum, beta siklodekstrin kaplama maddesinin
biyoerisilebilirligi artirdigina isaret etmektedir.

Yiiksek performanslhi sivi kromatografisi (HPLC) teknigi kullanilarak, 1:2 (w:w,
PE:BSD) konsantrasyonundaki kapsiiliin fenolik bilesen profilleri arastirilmis ve in
vitro sindirim Oncesi ve sonrasi fenolik bilesiklerin miktar1 belirlenmistir. Polene
enkapsiilasyon islemi uygulandiginda trans-sinnamik asit, klorojenik asit, p-kumarik
asit, kafeik asit fenetil ester (KAFE), kuersetin-3-0-glukozit ve kuersetin olmak tizere
altt fenolik bilesik tespit edilmistir. Calisma sonuglar1 ve literatiir karsilagtirmasi,
enkapsiilasyon isleminin bazi fenolik bilesiklerin miktarin1 ve varligimi etkiledigini
ortaya koymustur. Sindirim siirecinde, klorojenik asit, kuersetin-3-0-glukozit ve
kuersetin gibi belirli fenolik bilesiklerin korundugu ancak digerlerinin kayboldugu
gozlemlenmistir.

Ayni zamanda en yiiksek enkapsiilasyon verimi gosteren kapsiiliin, kapsiiliin elde
edilmesinde kullanilan polen ekstraktinin ve yalnizca kaplama maddesi igeren
kapsiillerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla, Bacillus cereus ATCC
11778, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Salmonella typhimurium ATCC 0402 suslar1 se¢ilmis, minimum inhibisyon
konsantrasyonu ve minimum bakteriyosidal konsantrasyonu belirlenmistir. Kapsiil ve
ekstraktin  50-0,098 mg/mL araligindaki konsantrasyonlarda, polen ekstrakti
icermeyen bos kapsiil hari¢, tiim test edilen bakterilere karsi antimikrobiyal etki
gosterdigi bulunmustur. Polen ekstrakti, enkapsiile polene gore daha yiiksek
antimikrobiyal etki gostermis ve Bacillus cereus ATCC 11778 susuna kars1 en yiiksek
MIK degeri 6,25 mg/mL olarak belirlenmistir. Enkapsiile polen ise tiim bakteri suslari
tizerinde 50 mg/mL MBK degeri ile benzer antibakteriyal etki gdstermistir. Polenin
fenolik ekstrakt ile kaplanmasi ise antimikrobiyal etkisinde onemli bir degisiklik
gostermemistir. Bu durum, polen ekstraktinin enkapsiile polene gore daha yiiksek
TPM ve TAC degerleri igermesinden kaynaklanabilir.

Sonuglarimiz, beta siklodekstrin kullaniminin polen fenolikleriyle giiclii inkliizyon
kompleksleri olusturmak i¢in etkili bir yontem oldugunu gdstermistir. Bu kompleksler,
polenin enkapsiilasyonunda kullanilarak kinetik stabiliteyi artirabilir ve fenolik
bilesenlerin korunmasini saglayabilir. Arastirmamiz, molekiiler inkliizyon tekniginin
ar1 poleninin enkapsiilasyonunda potansiyel bir strateji olarak o©ne ¢iktigini
vurgulamaktadir. Molekiiler inkliizyon yontemi, saf polenle kiyaslandiginda biyoaktif
bilesenlerin daha etkin bir sekilde korunmasimi ve biyoyararliliklarinin artmasini
saglamistir. Bu calisma, polenin beta siklodekstrin i¢ginde molekiiler inkliizyon
yontemiyle enkapsiilasyonunun, fonksiyonel gidalar ve gida takviyeleri alaninda
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yenilik¢i bir yol olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar,
polenin beta siklodekstrin i¢inde molekiiler inkliizyon yontemiyle kapsiillenmesinin,
fonksiyonel gidalar ve besin takviyeleri tiriinleri gibi alanlarda umut verici bir gelisme
olarak kabul edilebilecegini gostermektedir.
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INCREASING THE BIOACCESSIBILITY OF BIOACTIVE COMPONENTS
IN BEE POLLEN BY ENCAPSULATION AND EVALUATION OF
ANTIMICROBIAL PROPERTIES

SUMMARY

Bee products hold a significant place in public health due to their richness in high-
quality bioactive compounds and strong healing properties. Bee pollen is a vital
nutrient collected by bees for the growth and maintenance of the colony. Bee pollen
contains numerous bioactive compounds, such as polyphenols, triterpenes,
carotenoids, phospholipids, phytosterols, bioactive peptides, organic acids, prebiotics,
and probiotics. Many of these compounds possess therapeutic properties such as
antibacterial, anti-inflammatory, antioxidant, and anticancer effects.

Encapsulation is a procedure that allows an active substance to be enclosed within
another material called a coating material, leading to the formation of micro or
nanoparticles. Cyclodextrins can form inclusion complexes with active substances.
The encapsulation of bee pollen increases the availability of bioactive components and
prevents their degradation, making it an effective preservation method.

In this study, pollen samples from Turkey's Eastern Anatolia region were encapsulated
in ratios of 1:1, 1:2, and 1: (w:w, pollen extract: beta cyclodextrin, PE:BSD) to form
inclusion complexes. The characterization, encapsulation efficiency, particle size, and
zeta potential of inclusion complexes containing pollen extract and those without
pollen extract were measured. When pollen extract was loaded, the surface charge of
the beta cyclodextrin coating material changed from positive to negative. The zeta
potential of beta cyclodextrins decreased from +3.66 + 0.4 mV to -24 + 1.3, -22 + 2.8,
and -23.5 £ 4.7 mV for the ratios 1:1, 1:2, and 1:3, respectively. The particle size of
the capsules varied depending on the pollen concentration. The particle size of
capsules without pollen extract was 173.1 £ 1.5 nm, while the sizes of capsules
prepared with 1:1, 1:2, and 1:3 concentrations were 373.5 + 3.4, 410.05 + 5, and 640
+ 2.1 nm, respectively. The increasing particle size indicates that polyphenolic
compounds can interact with the beta-cyclodextrin coating agent through irreversible
interactions such as hydrophobic bridging, hydrogen bonding, van der Waals forces,
and ionic interactions, or through covalent bonds.

The encapsulation efficiency was measured as 64% for the 1:2 (w/w; PE:BSD)
concentration, 55% for the 1:3 (w/w; PE:BSD) concentration, and 48% for the 1:1
(w/w; PE:BSD) concentration. The capsule with the highest encapsulation efficiency
(1:2 concentration) was selected for in vitro digestion and antimicrobial analyses.

Total phenolic, flavonoid content and antioxidant capacity of pollen extract,
undigested and in vitro digested and encapsulated pollen samples that were digested
in the stomach and intestines were examined and their bioaccessibility was evaluated.
Total phenolic substance amount (by Folin Ciocalteu method), total flavonoid
substance amount and total antioxidant capacity (by DPPH and CUPRAC methods) of
the pollen extract were determined using spectrophotometric methods. The total
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phenolic substance amount of the pollen extract is 2817+217 mg GAE/100 g, the total
flavonoid substance amount is 5255+ 317 mg QE/100 g, and the CUPRAC antioxidant
capacity is 3685 + 248 mg TE/100 g and the DPPH antioxidant capacity is 4305 &= 495
mg TE/100. g was found. During the gastrointestinal digestion process of the capsule
at 1:2 (w:w, PE:BSD) concentration, total phenolic content and CUPRAC antioxidant
capacity values decreased. Spectrophotometric analysis results on the corresponding
capsule show that it has a total phenolic content of 1832 £ 30, 1122 + 25 and 1420 +
23 mg GAE/100 g for the undigested, stomach and intestinal phases, respectively. The
main reason for the decrease seen in the stomach phase is the structural change of
polyphenols in the stomach environment at low pH values. The bioaccessibility of total
phenolic content, total flavonoid content, DPPH and CUPRAC antioxidant activity in
the capsules after digestion were determined as 81%, 52%, 48% and 76%, respectively.
Analysis results and literature research show that pure pollen has lower
bioaccessibility than encapsulated pollen. This indicates that the beta cyclodextrin
coating material increases bioaccessibility.

Using the high-performance liquid chromatography (HPLC) technique, the phenolic
component profiles of the capsule at a concentration of 1:2 (w:w, PE:BSD) were
investigated and the amount of phenolic compounds was determined before and after
in vitro digestion. The phenolic acid with the highest ratio in EP at a concentration of
1:2 (PE:BSC; w/w) before digestion was KAFE with a value of 355 + 2.5 mg/100 g.
Among the flavonoids, quercetin-3-o0-glucoside and quercetin come in second place
with values of 2355 + 4.9 and 100.8 = 6.4 mg/100g, respectively. During
gastrointestinal digestion, chlorogenic acid, quercetin-3-o-glucoside and quercetin
retained their presence, while other phenolic compounds were lost. No statistically
significant difference was observed in the amount of flavonoids during gastric
digestion. The amount of chlorogenic acid decreased significantly from 12 + 0.8
mg/100 g to 2.2 + 0.2 mg/100 g. The amount of chlorogenic acid decreased at the end
of gastric digestion and increased at the end of intestine digestion. On the other hand,
the amount of 3-o0-glucoside and quercetin showed a continuous decreasing trend in
gastric and intestine digestions. These results are directly proportional to the increasing
TPM and decreasing TFM values when passing from gastric phase to intestine phase.

At the same time, in order to determine the antimicrobial activity of the capsule with
the highest encapsulation efficiency, the pollen extract used to obtain the capsule, and
the capsules containing only the coating substance, Bacillus cereus ATCC 11778,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, and Salmonella
typhimurium ATCC 0402 strains were selected, and the minimum inhibition
concentration (MIK) and minimum bactericidal concentration (MBK) were
determined. The capsule and extract were found to have antimicrobial effects against
all tested bacteria at concentrations ranging from 50-0.098 mg/mL, except for the
empty capsule that did not contain pollen extract. Pollen extract showed a higher
antimicrobial effect than encapsulated pollen, with the highest MIK value against
Bacillus cereus ATCC 11778 strain determined as 6.25 mg/mL. Encapsulated pollen
showed a similar antibacterial effect on all bacterial strains with an MBC value of 50
mg/mL. Coating the pollen with phenolic extract did not show a significant change in
its antimicrobial effect. This may be due to the pollen extract containing higher TPM
and TAK values compared to encapsulated pollen. It has been shown that spore-
forming bacteria exhibit higher antibacterial activity than non-spore-forming bacteria.
As a result of antimicrobial analysis, B. cereus is a spore-forming bacteria and showed
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higher antibacterial activity against non-spore-forming E. coli, S. aureus and S.
typhimurium.

Our results have demonstrated that the use of beta cyclodextrin is an effective method
for forming strong inclusion complexes with pollen phenolics. These complexes, when
used in pollen encapsulation, can enhance kinetic stability and ensure the preservation
of phenolic components. Our research highlights molecular inclusion technique as a
potential strategy for encapsulating bee pollen. Compared to pure pollen, the molecular
inclusion method has ensured more effective preservation of bioactive compounds and
increased their bioavailability. This study suggests that encapsulation of pollen in beta
cyclodextrin via molecular inclusion method can be considered as an innovative
approach in the field of functional foods and dietary supplements. These findings
indicate that encapsulation of pollen in beta cyclodextrin via molecular inclusion
method represents a promising development in areas such as functional foods and
dietary supplement products.
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1. GIRIS

Arilar, Apidae familyasina mensup genis bir sosyal bocek toplulugunu olustururlar
(Giampieri vd., 2022). Ar triinleri, eski ¢aglardan bu yana hem besin degerleri hem
de ¢esitli tedavi amaglar i¢in kullanilmaktadir. Potansiyel bir dogal antioksidan
kaynag1 olarak kabul edilen ar1 tirlinleri, birgok hastaligin patogenezinde rol oynayan

oksidatif stresin etkilerini ortadan kaldirabilirler (Martinello & Mutinelli, 2021).

Farkl1 bitki tiirlerine ait ¢igek polenlerinin birlesimi, bal arilarinin nektar ve tiikiiriik
bezlerinden salgiladig1 enzimlerin (6rnegin, amilaz, katalaz) etkisiyle graniil formunda
bir araya gelerek ar1 poleni olarak bilinen yapilari olusturur (Denisow & Denisow-
Pietrzyk, 2016). Art poleni, proteinler, amino asitler, lipitler, karbonhidratlar,
mineraller, vitaminler ve polifenoller gibi ¢esitli biyoaktif bilesikler igermektedir
(Durazzo vd., 2021). Ar1 poleninde bulunan gesitli birincil ve ikincil metabolitler,
antioksidan, anti-enflamatuar, antikanser, antibakteriyel, antifungal, hepatoprotektif
ve anti-aterosklerotik gibi genis bir yelpazede 6zellikler ve biyoaktiviteler sergilerler
ve bagisiklik fonksiyonlarini degistirme veya diizenleme yetenegine sahiptirler

(Denisow & Denisow-Pietrzyk, 2016).

Kapsiilleme, polimerlerin bir veya bir karigsimi olan matris malzemeleri tarafindan
sartlan 1ilgilenilen bilesiklerin islemidir. Enkapsiilasyon fenolik bilesiklerin hizh
bozunmasina karst koruma saglar ve bu bilesiklerin salinimin1 kontrol etmeye
yardimer olur (Jia vd., 2016). Siklodekstrinler, aktif maddelerle bir araya gelerek
inkliizyon kompleksleri olustururlar (Kfoury vd., 2018). Giiniimiizde, ar1 triinleri,
istenmeyen koku ve tatlar1 gizleme, ¢evresel faktorlere karsi stabiliteyi saglama, ugucu
bilesenleri koruma, kontrollii salinimi ydnetme, reaksiyonlari engelleme ve gida
endiistrisinde tasima ile depolamay1 kolaylagtirma gibi amaglarla kapsiillenmektedir

(Dundar vd., 2022).

Ar1 poleni, flavonoidler, karotenoidler, fitosteroller ve terpenler gibi fenolik bilesiklere
zengindir (Dias vd., 2016). Polifenollerin islenme ve depolama kosullarindan

etkilenmesi, diisiik suda ¢oziiniirliigli, bagirsak kanalinda kolay bozulmalari, zayif



emilim ve gecirgenlik profili gibi faktorler, kullanimlarini giiclestirmektedir
(Valdivia-Olivares vd., 2023). Ar poleni, diinya ¢apinda besin degeri ve tibbi
Ozellikleriyle bilinmektedir; taze veya kurutulmus formda, kapsiillerde veya besin
takviyelerinde ticari olarak temin edilebilmektedir. Ancak, 1siya maruz kaldiginda
parcalanmalar1 nedeniyle, gidalarda kullanimi hala sinirhidir. Sonug olarak, ari
poleninin kapsiillenmesi, gida isleme alaninda daha ileri arastirmalara olanak
saglayabilir (Thakur vd., 2021). Bunun yani1 sira, polen igeren Kkapsiillerin
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi ve yiizey aktivitesine sahip

oldugu vurgulanmistir (Baysal vd., 2022).

Bu c¢aligmada, Tiirkiye'nin Dogu Anadolu bélgesinden elde edilen ar1 polen
ekstraktinin farkli oranlarda beta siklodekstrin ile kapsiillenmesi gerceklestirilmis ve
ardindan in vitro sindirime tabi tutularak fenolik bilesenlerin biyoerisilebilirligi
arastirllmistir. En yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip olan kapsiillenmis polen

ekstraktinin antimikrobiyal etkisi de degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgular, beta siklodekstrin kullaniminin polen fenolikleriyle giicli
inkliizyon kompleksleri olusturmak i¢in etkili bir strateji oldugunu gostermektedir. Bu
kompleksler, polenin enkapsiilasyonunda kullanilarak kinetik stabiliteyi artirabilir ve
fenolik bilesenlerin  korunmasini saglayabilir. Arastirmamiz, ar1 poleninin
enkapsiilasyonunda molekiiler inkliizyon tekniginin umut vadeden bir yontem

oldugunu vurgulamaktadir.

Molekiiler inkliizyon yontemi, saf polenle karsilastirildiginda biyoaktif bilesenlerin
korunmasinda ve biyoyararliliklarinin artmasinda daha etkili olmustur. Bu ¢alisma,
polenin beta siklodekstrin i¢inde molekiiler inkliizyon yontemiyle kapsiillenmesinin,
fonksiyonel gidalar ve gida takviyeleri alanlarinda yenilik¢i bir yaklagim

sunabilecegini ortaya koymaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Ar1 Uriinleri

Arilar, Apidae familyasina ait genis bir sosyal bocek grubudur. Modern aricilik
faaliyetlerimde en ¢ok bilinen Apis mellifera tiiriine ait bal arilar1 cogunlukla Avrupa,
Amerika, Afrika ve Asya'da bulunmaktadir (Giampieri vd., 2022). Bal arilar1 uzman
kimya miihendisleri ve kimyagerlerdir. Ar1 zehri, propolis, bal, balmumu, polen ve ar1
siiti gibi drlinleri hayvanlar alemindeki basarilarinin  6nemli bir kismini
olusturmaktadir (Schmidt, 1997). Bu durum polen, bal, ar1 ekmegi, propolis ve ar1 siitii
dahil olmak tizere bir dizi gida endiistrisindeki ar1 iiriinlerine olan ilginin artmasina yol

acmistir (Boyacioglu vd., 2022).

Arn iriinleri yaygin olarak yiiksek kaliteli biyoaktif bilesik kaynagi olarak kabul
edilmektedir, bu nedenle son yillarda popiilerlik kazanmalar1 beklenmedik bir durum
degildir (PerSuri¢ & Paveli¢, 2021). An iriinleri, gi¢li iyilestirici ozellikleri ve
biyoaktif molekiillerin yiiksek icerigi nedeniyle halk saglifinda en ¢ok kullanilan
dogal iirlinler arasinda yer almaktadir. Geleneksel tibbin bilimsel temelleri olan bu
dalina artik apiterapi adi verilmektedir (Martinello & Mutinelli, 2021). Apiterapi,
cesitli hastaliklar tedavi etmek ve dnlemek i¢in bal, ar1 siitii, propolis, polen ve ar1
zehiri (apitoksin) gibi arilardan elde edilen {iriinleri kullanan bir alternatif tip tiiriidiir

(Olas, 2022).

Ar triinleri uzun siiredir kanser ve mikrobiyal kaynakli hastaliklar da dahil olmak
tizere bircok bozuklugun tedavisinde kullanilmaktadir. Ar1 tiriinlerinde bulunan ¢esitli
kimyasal bilesiklerin anti-kanser, antibakteriyel, antiviral ve antiparaziter 6zelliklere

sahip oldugu gosterilmistir (Nainu vd., 2021).

2.2 Polen

Ar poleni, koloninin biiylimesi ve bakimi i¢in besin saglamak amaciyla arilar
tarafindan iretilen bir besindir (De-Melo & de Almeida-Muradian, 2017). Eski

Misirhilar tarafindan “hayat veren toz” olarak isimlendirilen ar1 poleni, bitki poleni, bal



arist salgilart ve nektarin birlesiminden olugmaktadir. Kovan giriglerinden tuzaklar
yardimiyla toplanabilmektedir (Khalifa vd., 2021). Ortaya ¢ikan besin agisindan
yogun polen, yiiksek nem igerigine sahiptir ve toplandiktan sonra niteliklerini
kaybetmeye baglar. Besin maddelerinin korunmasi igin ar1 poleninin taze olarak veya
hemen kurutularak tiiketilmesi gerekir (Thakur & Nanda, 2020). Ham ar1 poleni
malzemelerinin toplanmasi prosediirii, polenlerin arilarla toplanmasi, polen tanelerini
yakalamak i¢in polen tuzaklarinin kullanilmasi, yakalanan ari1 poleni tanelerinin
toplanmasi, ar1 poleninin kurutulmasi ve ar1 poleninin paketlenmesinden olusur (Sekil

2.1).

| Collected |
Bee
Pollen

Sekil 2.1 : Ar1 poleninin bal arilar1 tarafindan toplanma siireci (Thakur & Nanda,
2020).

Ar1 poleni igeriginde karbonhidrat, protein, lipit, ham lif, kiil, esansiyel amino ve yag
asitleri, serbest amino asitler, basta B kompleksi olan vitaminler, esansiyel mineraller,
karotenoidler ve flavonoidler yer almaktadir. Ana seker olarak fruktoz, glikoz ve
stikroz basta gelmektedir (Thakur & Nanda, 2020). Bununla birlikte, hava durumu,
toprak tipi, aric1 faaliyetleri ve ticari liretimde kullanilan gesitli prosediirler veya
depolama yontemleri gibi diger unsurlarin yan1 sira bitkinin mengei de ar1 poleninin
bilesimini biiyiik 6l¢iide etkilemektedir (Ares vd., 2018). Ari poleni, polifenoller,

triterpenler, karotenoidler, fosfolipitler, fitosteroller, biyoaktif peptitler, organik



asitler, prebiyotikler ve probiyotikler dahil olmak iizere ¢ok sayida biyoaktif bilesik
igerir (Didaras vd., 2021; Nainu vd., 2021). Bazi arastirmalar ar1 poleninin ar1 tirtinleri
arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bulmustur (Sawicki vd.,
2022). Polen tuzaklar1 kullanilarak toplanan polen yiikleri kurutulduktan sonra polen
gida, ilag veya kozmetik uygulamalarinda kullanilabilecek bir hammadde haline gelir.
Ar1 poleni kullanilarak hap, kapsiil ve graniil formundaki besin takviyeleri yapilir.
Ayrica sulu ekstraktlar ve alkol yapiminda da kullanilir (Rzepecka-Stojko vd., 2015).
Ar poleninde bulunan c¢ok sayida birincil ve ikincil metabolit, diger bedensel
stireclerin kontrol edilmesinin yani sira antibakteriyel, antiinflamatuar, antioksidan,
antikarsinojenik ve antialerjik etkileri (Sekil 2.2) nedeniyle terapotik ajanlar olma

potansiyeline sahiptir (Li vd., 2018).

Besinler Biyoaktiviteler
Karbonhidratlar Antioksidan
R

Proteinler Antimikrobiyal
Lipitler Antiinflamatuvar
Vitaminter ' Antikanserojenik

Mineraller ! > - Antialerjik

Karotenoidier =23 Kardlyoprotektif
Polifenoller Hepatoprotektif

Sekil 2.2 : Ticari polenin besin 6geleri ve metabolik yollar sonucu biyoaktivitesi
(Li vd., 2018).
A1 poleni, anti-inflamatuar, anti-osteoporoz, anti-nérodejeneratif ve anti-viral olma
gibi cesitli faydalar1 olan popiiler bir gida takviyesidir. Aym1 zamanda karaciger
koruyucu, radyasyon koruyucu ve kolesterol diisiiriiciidiir. Ar1 poleni ayrica saglikli
bir bagisiklik sisteminin korunmasina, kolesterol seviyelerinin diigiiriilmesine ve
yaralarin iyilesmesine yardimci olur (Sengiill & Vatansev, 2021). Bu faydalarin
bazilari, quercetin ve kaempferol gibi belirli kimyasallarin varhigiyla baglantilidir

(Nader vd., 2021).



2.3 Enkapsiilasyon

Enkapsiilleme teknolojisi, oksijen, 151k ve serbest radikaller gibi gevresel faktorlere
kars1 etkili bariyer gérevi goren s1vi ve katt maddeler olusturmak igin kullanilir (Eun
vd., 2020). Enkapsiilasyon bir maddeyi (aktif madde) baska bir maddenin (kaplama
malzemesi) i¢inde hapseden, mikro veya nanopartikiillerin olugsmasina neden olan bir
prosediirdiir (Irigoiti vd., 2021). Ayrica ilaglarin ¢oziiniirliigiinii, biyoerisilebilirligini
ve hedeflenmesini gelistirmeye yardimer olur, farmasoétikler ve ilag dagitimi i¢in de
kullanilir (Dundar vd., 2022; Ramli vd., 2021). Bir iiriinii koruyucu bir kaplamayla
kapsiillemek onu daha kararli hale getirebilir ve performansini artirabilir (Kandasamy
& Naveen, 2022). Kapsiillenmis malzemeler olusturmak i¢in duvar malzemeleri ya
tam hiicrelerle ya da antioksidanlar, enzimler, polifenoller ve mikro besinler gibi
biyoaktif bilesiklerle paketlenebilir (Reque & Brandelli, 2021). Kaplama malzemesi
kapsiilleme islemi i¢in ¢ok dnemlidir ¢iinkii hedef dagilimini, kontrollii salinim1 ve
sonugta aktif bilesenlerin biyolojik olarak erisilebilirligini etkiler (Grgi¢ vd., 2020).
Biyoaktif maddelerin biyoaktivitesini stabilize etmek ve gelistirmek igin lipitler, ylizey
aktif maddeler ve diger malzemeleri (karbonhidratlar, polimerler, kompleksler ve
protein) igeren nano/mikro tasiyici sistemler gelistirilmistir (Aditya vd., 2017).
Piiskiirtme ve dondurarak kurutma, mikrokapsiil olugturmanin iki yaygin yoludur

(Irigoiti vd., 2021).

Siklodekstrinler, nisastanin enzimatik olarak degistirilmesiyle olusturulan stabil
molekiillerdir. Bunlar, 1,4-0-glikozidik baglantilarla baglanan alti, yedi veya sekiz
glikoz tinitesine sahip siklik glikoz oligomerleridir. Bu molekiillere sirasiyla a-, - ve
y-siklodekstrin adi wverilir. Siklodekstrinler, kismen veya tamamen hidrofobik
bosluguna giren ve ayn1 anda birkag yiiksek enerjili su molekiiliinii igeriden disar1 atan
cok c¢esitli organik bilesiklerle inkliizyon kompleksleri olusturma yetenegine
sahiptirler. (Kalogeropoulos vd., 2009). Ayrica siklodekstrinler, hos olmayan koku
veya tatlar1 maskeleyerek veya azaltarak gida iirtinlerinin raf 6mriinii uzatir (Rocha
vd., 2011). B-siklodekstrin, o ve y muadillerinden daha uygun fiyatli oldugundan ve i¢
hidrojenlerinin diizeni nedeniyle polar olmayan bir merkeze sahip oldugundan, ticari
olarak biiyiik ilgi goren bir molekiildiir. Bu nedenle kapsiilleme bir¢ok aragtirmaci

tarafindan kullanilmistir (Fuenmayor vd., 2021).



Siklodekstrinler aktif maddeler ile birlikte inkliizyon kompleksleri olusturur (Kfoury
vd., 2018). Siklodekstrinler kullanilarak molekiiler inkliizyon komplekslerinin
olusturulmasi, ¢cok sayida amag i¢in genis capta arastirilan, ¢ok yaygin goriilen bir
mikrokapsiilleme yontemidir (Sekil 2.3) (Perinelli vd., 2020). Inkliizyon kompleksi,
bir makromolekiiliin bir veya daha fazla baska molekiil tipini yakalamak i¢in bir tiir
kafes olusturdugu kimyasal bir kendi kendine birlesme siirecinden olusur. Bu nedenle,
hidrofobik etkilesimler birincil itici giic olarak gorev yaptifinda, inkliizyon
kompleksleri etkili bir kapsiilleme teknigi olarak kabul edilir (Mufoz-Shuguli vd.,
2021).

—1

Kaplama maddesi Aktif madde Inklihzyon
kompleksi

Sekil 2.3 : Bir kaplama maddesi ve bir aktif madde arasinda bir katilim kompleksinin
olusumunun sematik gosterimi (Kfoury vd., 2018).

Son yillarda ari iriinleri, olumsuz c¢evre kosullarina kars: stabiliteyi korumak, hos
olmayan koku ve tatlar1 maskelemek, ucucu bilesenleri korumak, kontrollii salinimi
saglamak, diger bilesenlerle reaksiyonlar1 onlemek, gida endiistrisi i¢in tasima ve

depolamay1 kolaylastirmak amaciyla kapsiillenmektedir (Dundar vd., 2022)

2.4 Fenolik Bilesenlerin Biyoerisilebilirik ve Biyoaktivite Ozellikleri

Fenolik bilesikler, dogal kimyasallarin en genis siniflarindan biridir ve yapisal
cesitlilikleri nedeniyle antioksidatif, antiinflamatuar, antialerjenik, antiviral,
antikanser, antibakteriyel, antimutajenik ve kardiyoprotektif vb. ¢ok ¢esitli biyolojik
etkilere sahiptir (Grgi¢ vd., 2020). Diyetteki fenolik bilesikler, dogal antioksidan gibi
ajanlarin en Onemli tiirleri arasindadir. Diger seylerin yani sira fenolik asitler,
flavonoidler, stilbenler, kumarinler, lignanlar, ligninler ve oligomerik ve polimerik

proantosiyanidinler igerirler (Shahidi & Peng, 2018).

Fenolik bilesiklerinbiyoerisilebilirligi ve biyoaktivitesi su anda bilimsel arastirmalarin

odak noktasidir, ¢linkii bu alan oldukga belirsizdir. Bu {i¢ isim bazen karistirilsa da



farkli anlamlara sahiptir. Biyoyararlilik hem biyoerisilebilirligi hem de biyoaktiviteyi
kapsar. Gidalardan elde edilen aktif bilesiklerin biyoyararlilifi, aktif maddenin
gastrointestinal epitel hiicreleri tarafindan absorbe edilme hizi ve derecesi olarak
tamimlanir. Bir kimyasalin metabolitlerinin, birincil diyet molekiiliine kiyasla radikal
bigimde farkli biyoerisilebilirlige sahip olabilecegi tespit edilmistir (Grgi¢ vd., 2020).
Polifenollerin biyolojik olarak erisilebilir olma derecesi, bunlarin saglik iizerinde ne
kadar etkili oldugunu belirler. Polifenoliin biyoerisilebilirligi in vitro sindirim
modelleri kullanilarak incelenmistir. Bu modeller hiz, diisiik maliyet ve insan
calismalar1 ile ilgili etik kisitlamalarin bulunmamasi gibi avantajlar sunmaktadir

(Akpinar Bayizit vd., 2023)

Polen, antioksidan, antiradyasyon, antibakteriyel, antifungal, kemoprotektif ve
antiinflamatuar nitelikleri nedeniyle besin takviyesi, terapotik ajan ve ilag olarak
kullanilabilir. Bu tibbi ve koruyucu 6zellikler, radikal temizleme etkisinden sorumlu
olan polifenolik igerigiyle baglantilidir. Polenin fenolik yapist dncelikle flavonol
glikozitlerden ve hidroksisinnamik asitlerden olusur. Flavonoidler polende bulunan en
yaygin fenolik simiftir (Ozkan vd., 2018).

Kapsiiller, biyoaktif kimyasallarin kullanimlarini korurken bozunmasini 6nlemek igin
gelistirilen en son yontemlerden biridir. Kapsiilleme sirasinda ¢ok gesitli biyoaktif
bilesikleri korumak i¢in koruyucu bir tasiyict matris kullanilir. Nanoteknolojideki
gelismeler viicutta daha hizli temizlenmeye karsi koruma saglamanin yani sira,
nanopartikiillerin boyutunu kiigiilterek biyoaktif bilesiklerin biyoerisilebilirligini da
artiracaktir. Bu nedenle enkapsiilasyon, biyoaktif flavonoidler ve fenolik bilesiklerle
ilgili endiseleri ¢cozmek igin pratik bir kapsiilleme yontemi olabilmektedir (Ramli vd.,
2021)

Polifenollerin isleme ve depolama kosullarindan etkilenmesi, suda ¢oziiniirliigiiniin
diisiik olmasi, bagirsak kanalinda bozulmaya yatkinliklari, zayif emilim ve gegirgenlik
profili kullanimlarini zorlastirmaktadir (Valdivia-Olivares vd., 2023). Besin degeri ve
tibbi 6zellikleriyle bilinen ar1 poleni tiim diinyada taze veya kurutulmus formda, ayrica
kapsiillerde veya besin takviyelerinde ticari olarak temin edilebilmektedir; ancak 1s1ya
maruz kaldiginda parcalanmasi nedeniyle gidalarda kullanimi halen zordur. Sonug
olarak ar1 poleni kapsiilleme, gida isleme alaninda daha ileri arastirmalara kap1 acabilir

(Thakur vd., 2021).



Soares de Arruda vd. (2021) tarafindan ar1 poleninin, Escherichia coli ESA37,
Staphylococcus  epidermides ESA7, ve Candida albicans ESA109
mikrorganizmalarinin biiylimesini etkili bir sekilde engelledigi gosterilmistir. Baysal
vd. (2022), ar1 poleni ve elma sirkesi ile kapsiillenmis kitosanin Listeria
monocytogenes bakterisine karsi yiiksek inhibisyon boélgeleri olusturdugunu
bildirmistir. Ayn1 zamanda polen igeren kapsiiliin Staphylococcus aureus, Escherichia
coli ve Salmonella'ya tizerinde de antimikrobiyal etki ve ylizey aktivitesi gosterdigi

vurgulanmistir.






3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Polen Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bélgesinden temin edilmistir. Beta siklodesktrin
(Sigma-C4767; beta cyclodextrin >=97%; CAS No.: 7585-39-9) Merck’den temin
edilmistir. Reaktif olarak gallik asit, (+)-katesin, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), neokuproin, etanol (%96), sodyum karbonat
(Na2COgz), sodyumhidroksit  (NaOH), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit (Trolox) ve aliiminyum kloriir hekzahidrat (AlCl3.6H20), bakir (II)
Klorit (CuCly) ve amonyum asetat (NHsAc), tikirik (potasyum kloriir (KCI),
monopotasyum fosfat(KH2POa), sodyum bikarbonat (NaHCO3), magnezyum kloriir
heksahidrat (MgCl2(H20)s), amonyum karbonat ((NH4)2C03), hidroklorik asit (HCI),
kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2(H20)2)), mide (KCI, KH2PO4, NaHCOgz, NaCl,
MgCl2(H20)6, (NH4)2.COs, HCI, CaClz(H20)z2)), bagirsak ((KCl, KH2PO4, NaHCOs,
NaCl, MgCl2(H20)s, HCI, CaCl2(H20).))), pepsin (541 U/mg, EC 3.4.23.1),
pankreatin (8x USP, EC 232.468.9), ve safra tuzu Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany)’den temin edilmistir. Antimikrobiyal analiz i¢in Bacillus cereus ATCC
11778, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Salmonella typhimurium ATCC 0402 suslar1 kullanildi.

3.2 Polen Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Polen numunesi spektrofotometrik analizlerde kullanilmak tizere Yesiltas vd. (2014)
tarafindan belirtilen yonteme gore ekstrakte edildi. Numune analiz Oncesinde bir
ogiitiicii yardimiyla (Sinbo, SCM 2934) toz haline getirildi. 2 g polen numunesi 15 ml
metanol i¢inde 3 giin boyunca karanlikta ve oda sicakliginda birakildi. Ekstraksiyon
etkinligini arttirmak i¢in numune her giin vorteksle karistirildi. Ardindan 15 dakika
ultrasonik su banyosunda tutulduktan sonra 2700g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij

edildi. Ust faz yapilacak analizler i¢in +4°C’de muhafaza edildi.
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3.3 Spektrofotometrik Analizler

3.3.1 Toplam fenolik madde miktarmin belirlenmesi (TPM)

Toplam fenolik madde miktarinin igerigin belirlenmesi Folin-Ciocalteau yontemine
gore belirlendi (Singleton & Rossi, 1965). Seyreltilmis numunenin 15 pL’sine 112,5
uL 0.2N Folin-Ciocalteu reaktifi (1:10 MQ su ile) ve 112,5 pL 6% Na>COg3 ¢ozeltisi
ilave edildi. Oda sicakliginda (25°C) karanlik ortamda 1 saat bekledikten sonra
absorbans degerleri spektrofotometre (BioTek Instruments; Synergy HT) kullanilarak
765 nm'de oOl¢iildii. Standart olarak gallik asit ve kor numune olarak su kullanildi.
Sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g olarak ifade edildi. Tiim numuneler ii¢
tekrar olacak sekilde analiz edildi.

3.3.2 Toplam flavanoid madde miktarmin belirlenmesi (TFM)

Toplam flavonoid igerigin belirlenmesi igin Dewanto vd. (2002) tarafindan belirtilen
yontem kullanildi. Yontemin Al'in halkali yapiya yapismast ve NaOH'in etkisiyle
karisimda renk degisimine neden olmasi esasina dayanmaktadir. 250 pL 6rnege 75 uLb
%35 NaNO2 eklendi ve oda sicakligimda 6 dakika inkiibe edildi. Ardindan 150 pL %10
AICI3-6H20 ilave edilerek 5 dakika daha bekletildi. Siire sonunda 500 uL 1 M NaOH
ilave edilerek karigtmin son hacmi distile su ile 2,5 mL'ye ayarlandi. Orneklerin
absorbanslart 510 nm'de spektrofotometre (BioTek Instruments; Synergy HT) ile
oOlgiildii. Analizler ti¢ tekrar olacak sekilde ve ortalama sonuglar, mg katesin esdegeri
(CE)/100g olarak ifade edildi. Standart olarak katesin ve kor numune olarak su
kullanildi.

3.3.3 Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi (TAK)

Caligmada orneklerin antioksidan kapasitesi CUPRAC (bakir (II) iyon indirgeyici
antioksidan kapasite) (Apak vd., 2004) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Hara
vd., 2018) olmak tizere iki farkli yontem kullanilarak belirlendi.

CUPRAC metodu ile antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in 7 ul. 6rnek iizerine
strastyla 70 pL Cu (IT) kloriir ¢6zeltisi (102 mM), 70 pL neocuproine ¢ozeltisi (7,5x10°
3 M), 70 uL amonyum asetat (NHsAc) tamponu (pH:7) ve 70 uL saf su eklendi.
Ornekler karanlikta ve oda sicakliginda (25°C) 30 dakika bekletildi. Absorbans
degerleri spektrofotometre (BioTek Instruments; Synergy HT) ile 450 nm'de 6l¢iildii.
Sonuglar mg Trolox esdegeri (TE)/100 g olarak ifade edildi.
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DPPH metodu ile antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in 150 pL 6rnege, 150 pL 0,1
mM DPPH ilave edilir. Ornekler 10 saniye calkalanarak 30 dakika oda sicaklginda
(25°C) ve karanlikta bekletildi. Absorbans degerleri spektrofotometre (BioTek
Instruments; Synergy HT) ile 517 nm'de Ol¢iildii. Sonuglar mg Trolox esdegeri
(TE)/100 g olarak ifade edildi.

3.4 Enkapsiilasyon icin Toz Polen Ekstraktlarinin Hazirlanmasi (PE)

Polendeki fenoliklerin ekstraksiyonu i¢in Almeida vd. (2017) yontemi kullanild1. ilk
olarak o6rnek kahve ogiitiiciisii (Sinbo, SCM 2934) kullanilarak 1 dakika boyunca
ogitildi. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in %80 etanol/su (v/v) ile 1:10 (w/v)
oraninda 30°C'deki ultrasonik su banyosunda ekstrakte edildi. Ardindan 9000 rpm’de
20 dakika santrifiij edilerek iist faz toplandi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Son olarak
40°C'deki doner buharlastiric1 ile etanol uzaklastirildi ve geriye kalan ekstrakt

dondurularak kurutuldu ve -18°C'de saklandi.

3.5 Inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi (EP)

Inkliizyon kompleksleri, birlikte ¢okeltme ve dondurarak kurutma yontemiyle bazi
degisiklikler ile dos Santos Ferreira vd. (2022) yonetimine gore hazirlandi. Islem igin
1:1, 1:2 ve 1:3 polen ekstrakti:beta siklodekstrin (PE:BSD; w/w) konsantrasyonlari
kullanildi. 50 mL saf suda belirli oranlarda beta siklodesktrin (BSD) kompleksleri
hazirlandi ve 50°C’deki manyetik karistiricida tamamen ¢oziinene kadar karistirildi.
Enkapsiile poleni elde etmek igin kuru etanolik polen ekstraktlar1 (PE), BSD sulu
¢ozeltisi igerisine eklendi. Cozelti 50°C'de 3 saat ve oda sicakliginda (25°C) 24 saat
boyunca sabit bir hizda karistirildi. Daha sonra elde edilen ¢ozeltiler komplekslerin
cokelmesini saglamak amaciyla gece boyunca buzdolabinda 4°C'de saklandi.
Ardindan stispansiyonlar filtre edildi (0,45 pm, PTFE). Filtratlar, 48 saat boyunca
dondurularak kurutuldu. Kurutma sonucunda elde edilen toz kapsiiller (EP) daha

sonraki analizlerde kullanilmak tizere -18°C'de muhafaza edildi.
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3.6 Elde Edilen Kapsiillerin Karakterizasyonu

3.6.1 Zeta potansiyeli ve parcacik boyutu dagilim 6l¢iimii

Kapsiillerin (EP) karakterizasyonu i¢in zate potansiyeli ve parcacik boyutu dagilimi
analizleri Catchpole vd. (2018) tarafinda tarif edilen yonteme gore yapilmistir.
Kapsiillerin ortalama boyutu, statik bir 151k sagan aletle dl¢tildii (Mastersizer, 2000;
Malvern Instruments, Birlesik Krallik). Kapsiillerin zeta potansiyeli 6lgtimii bir zeta
boyutlandiric1  (Zetasizer 2000, Malvern Instruments, Birlesik Krallik) ile
gerceklestirildi. Pargacik boyutunun ve zeta potansiyelinin 6l¢iilmesinden Once,
PE:BSD kompleksleri ve tek basmna BSD numuneleri, %0.1 konsantrasyonda
damitilmis su i¢inde ¢ozeltiler hazirlanarak analiz edildi. Ttiim 6l¢iimler en az ii¢ kez

tekrarlandi.

3.6.2 Kapsiilleme veriminin belirlenmesi

Kapsiilleme verimini belirlemek i¢in 50 mg beta siklodesktrin:polen kapstilleri 10 mL
%80 etanol icerisinde ¢ozdiiriildii. Ardindan filtre edildi (0,45 um filtre). Elde edilen
¢ozelti ve daha Oncesinde hazirlanan polen fenolik ekstrakti ¢ozeltisinde fenolik
bilesiklerin spektrofotometrik 6l¢iimii Singleton & Rossi (1965) tarafindan bildirilen
Folin-Ciocalteau yontemine dayanilarak belirlendi. Karisimlarin absorbans degerleri
spektrofotometre (BioTek Instruments; Synergy HT) kullanilarak 765 nm'de 6l¢iildii.

Standart olarak gallik asit ve kér numune olarak su kullanildi.
Kapsiilleme verimi denklem 3.1° e gore hesaplama yapildi:
Enkapsiilasyon verimi (%) = (a1—az)/az x 100 (3.1)

a1, kapstildeki toplam fenolik miktari, az, kor numunedeki fenolik miktar1 ve az polen

fenolik ekstraktindaki fenolik miktari

Karakterizasyon ¢aligmasi sonrasi en uygun aktif madde (PE:BSD) orani igeren kapsiil
belirlenerek in vitro gastrointestinal sindirim ve antimikrobiyal analizlerine tabi
tutuldu.
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3.7 In Vitro Gastrointestinal Sindirim

In vitro gastrointestinal sindirim asamasi (Minekus vd., 2014) ufak degisikler
yapilarak gerceklestirildi. Bu yontem sirasiyla simiile edilmis agiz, mide ve bagirsak

sindirim adimlarini igermektedir.

Agiz sindirim ortamini simiile etmek i¢in 0,3 g EP, 4 mL tiikiiriikk suyu, 25 pL 0,3
mol/L CaCl2 ve 975 uL distile su birlestirilerek 10 mL’lik son hacim elde edildi. Bu
karisim, 37°C sicaklikta bir su banyosu calkalayicisinda (Memmert SV 1422,
Memmert GmbH &Co.) 2 dakika boyunca inkiibe edildi. Her bir 10 mL’lik sividan 2

mL numune toplandz. Islem ayni1 sekilde enkapsiile edilmeyen PE i¢inde uygulandi.

Mide ortamini simiile etmek i¢in kalan 8 mL’lik siviya 7,5 mL mide suyu, 1,6 mL
pepsin ¢ozeltisi (417 pkat/mL) ve 5 pL 0,3 mol/L CaCl2 eklendi ve 0,2 mL 1 mol/L
HCI 1 kullanilarak pH 3,0'a ayarlandi. Ardindan toplam hacim 20 mL olacak sekilde
damitilmig su eklendi. Elde edilen karisim galkalamali su banyosunda 37°C'de 2 saat
stireyle inkiibe edildi. Son olarak mide sindiriminin analizi i¢in her numuneden 5

mL'lik s1v1 ayrildi.

Bagirsak ortamini simiile etmek i¢in, kalan 6rneklerin tizerine 8,25 mL bagirsak suyu,
3,75 mL pankreatin (13 pkat/mL), 1,875 mL 160 mmol/L safra ve 30 pL 0,3
mol/LCaCl2 ile eklendi. Elde edilen karigimin pH'1 1 mol/L NaOH ile 7,0'ye ayarlandi.
Distile su kullanilarak toplam hacim 30 mL’ye tamamlandi. Elde edilen karisim

37°C’deki galkalamali su banyosunda 2 saat siireyle inkiibe edildi.

Simiile edilen sindirim sivilarindan kaynaklanan herhangi bir girisimi diizeltmek i¢in
ayn1 kosullar altinda bir bos da (numuneler yerine ayni1 miktarda suyun kullanilmasi)
inkiibe edildi. Simiile edilmis agiz, mide ve bagirsak sindirim sivilarindan elde edilen
tiim numuneler, 23000 g'de ve 4 °C'de 30 dakika boyunca santrifiijlendi (Hettich,
Tuttlen, Almanya). Siipernatanlar bir sonraki analizde kullanilmak tizere -20°C'de

muhafaza edildi.

3.8 HPLC Kullanilarak PE:BSD inkliizyon Kompleksinin Fenolik Madde

Kompozisyonunun Belirlenmesi

HPLC ile kapsiildeki fenolik profilin analizi (Capanoglu vd., 2008) tarafindan
belirtilen yonteme gore gergeklestirildi. Numuneler bir PDA (Waters 2996) detektorlii
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Waters 2695 HPLC sistemine enjekte edilmeden 6nce 0,45 pm membran filtrelerden
gecirildi. Kromatografik ayirmalar sabit faz bir Supelcosil LC-18 kolonu (25 cm x 4,60
mm, 5 mkolonlu Sigma-Aldrich) iizerinde gergeklestirildi. TFA (trifloroasetik
asit)/MQ(Milli-Q), su (1 mL/L; eluent A) ve TFA/asetonitril (1 mL/L; eluent B), 1
ml/dakika akis hizi ve 10 mL enjeksiyon hacmiyle 280, 312 ve 360 nm'de spektral
Ol¢iimler i¢in kullanilan mobil fazlardi. Dogrusal gradyan profili su sekilde kullanildi:
0 dakikada, %95 solvent A ve %5 solvent B; 45 dakikada %65 solvent A ve %35
solvent B; 47 dakikada %25 solvent A ve %75 solvent B; ve 54 dakikada baslangi¢
kosullarina doniildii. Fenolik asitlerin miktari, kendi orijinal standartlar1 kullanilarak
belirlendi. Polifenollerin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi, UV spektrumu ve
ekstraktlardaki piklerin alan1 35 standart bilesiginkiyle (galik asit, 3,4
dihidroksibenzoik asit, katesin, 4 p-hidroksibenzoik asit, kafein, klorojenik asit,
vanilik asit, epigallokatesingallat, kafeik asit, epikatesin, siringik asit, vanilin, p-
kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, etil 3,4dihidroksibenzoat, biberiyenik asit,
resveratrol, rutin, floridzin, mirisetin, trans-sinnamik asit, naringenin, pinobanksin,
kersetin, hesperetin, luteolin, kaempferol, apigenin, isorhamnetin, rhamnetin,
ladanein, krisin, pektolinaringenin, pinocembrin ve pinostrobin) karsilastirilarak
yapildi. Tiim analizler {i¢ tekrar halinde gergeklestirildi ve sonuglar, numunenin

mg/100 g kuru agirligi (dw) olarak ifade edildi.

3.9 Antimikrobiyal Analiz

PE, EP ve polen ekstrakti icermeyen kapsiiliin antimikrobiyal aktivitesi 4 farkli
mikroorganizmaya karsi incelendi. Bu amagla, antibakteriyal etkisi Gram (+)
Stapylococcus aureus ATCC 25923 ve Bacillus cereus ATCC 11778, Gram (-)
Escherichia coli ATCC 25922 ve Salmonella typhimurium ATCC 0402 suslarina kars1
incelendi. Bu amagla Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum
Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) mikro seyreltim yontemi ile belirlendi. Mueller-
Hinton Agar (MHA) bilesiminde et infiizyonu 2,0 g/L; kazein hidrolizat1 17,5 g/L;
nisasta 1,5 g/L; agar-agar 13,0 g/L yer almaktaydi. Ayni formiilasyonda yalnizca agar
icermeyen bielsenlerin bir ataya getirilmesi ile Mueller Hinton Broth (MHB)
olusturuldu. Ekipman listesi arasinda otoklav (Hirayama HV50-L, Tokyo, Japonya),
McFarland cihazi (Den-1B McFarland BioSan Densitometer, Letonya), inkiibator (N-
Biotek, Giiney Kore), tiip karistirict (ThermoFisher Scientific, Amerika Birlesik
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Devletleri), spektrofotometre (BioTek Technologies, Winooski, VT, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanilda.

Mueller Hinton Broth (MHB, Merck No: 1.10293, Darmstadt, Almanya) besiyerinde
37°C’de 24 saat gelistirilmis bakteri kiiltlirlerinin konsantrasyonu, Cizelge 3.1°‘de
gosterildigi gibi hazirlanan izotonik tuz ¢ozeltisi ile yaklasik 1x105 kob/mL’ye
ayarlanarak kullanildi. Etkisi test edilecek maddelerin stok ¢ozeltileri (100 mg/mL)
hazirlandi ve MHB besiyerinde ¢ift kat seri diliisyon yontemiyle 50-0,098 mg/mL

araligindaki konsantrasyonlarda seyreltilerek analiz yuriitiildi.

Cizelge 3.1 : Izotonik tuz ¢dzeltisi kimyasal bilesimi.

Izotonik tuz cozeltisi Miktar
Sodyum kloriir 8549
Distile su 1 Litre

MIK degeri, mikroplaka kullanilarak spektrofotometrik yontemle belirlendi. Kuyulara
180 pL ornek ve 20 pL mikroorganizma siispansiyonu konularak mikroplakalar
37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon oncesi ve sonrasinda 600
nm’de mikroplaka okuyucu ile optik yogunluk Olciildii. Negatif kontrol igin
mikroorganizma siispansiyonu yerine 20 pL izotonik tuz ¢6zeltisi, pozitif kontrol i¢in
ise ornek yerine 180 uL MHB besiyeri kuyulara ilave edildi. Mikrobiyal gelismenin
goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri, kuyulardan alinarak (20-30 pL)
Mueller Hinton Agar (MHA, Merck No: 1.03872, Darmstadt, Almanya) besiyerine
ekilen ve 37°C’de 18-24 saat sonunda gelisme goriilmeyen en diisiik konsantrasyon

ise MBK degeri olarak belirlendi (Alizadeh Behbahani vd., 2019).

Bu degerler ayn1 zamanda resazurin testi ile de dogrulanmistir. Kuyulardan MBK
analizi i¢in 6rnek alindiktan sonra kuyulara 10 pLL 1 mg/mL resazurin (R7017, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) soliisyonu ilave edilerek 37°C’de 3-4 saat inkiibasyona
birakilmigtir.  Mavi-pembe renk degisimine gore mikroorganizma varligi
belirlenmistir. Pembe renk mikroorganizma gelisimini isaret ederken, mavi renk

mikroorganizma gelisiminin olmadigini géstermektedir.
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3.10 istatistiksel Analiz

Tiim analizler, 3 paralel 6l¢iim yapilarak ve her 6rnekten 3 replikasyon hazirlanarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir ve veriler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile SPSS (28.00)
programinda degerlendirilmistir. Ornekler arasindaki farkliliklar, Tukey sonrasi test
ile belirlenmistir (p<<0.05). Spektrofotometrik analizlerin korelasyon katsayilari (R?),

Excel (Microsoft, ABD) yazilim1 kullanilarak elde edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Polen Ekstraktlarimin Toplam Fenolik i¢erik, Toplam Flavonoid I¢erik ve

Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Giliniimiizde ar1 triinleri, 6zellikle polen, cesitli vitaminler, mineraller ve proteinler
acisindan iyi bir dogal kaynak saglamanin yani sira sentetik antioksidanlara ve
antimikrobiyallere gére milkemmel alternatifler saglayan ¢ok islevli tirlinler olarak
kabul edilmektedir. Ar iiriinleri, fenolik asitler ve flavonoidler i¢eren aktif bilesenleri
nedeniyle antioksidan, antibakteriyel, antiinflamatuar ve antikanser aktivitelere
sahiptir (Kahraman vd., 2022).

Bu ¢aligmada Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bolgesinden temin edilen polen 6rneginin

biyoaktif bilesenleri, antioksidan incelenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 : Polenin fenolik igerigi ve antioksidan potansiyeli.

Antioksidan Kapasite (TAK))

Polen TPM TFM CUPRAC DPPH
ornegi (mg GAE/100 g) (mg QE/100 g) (mg TE/100 g) (mg TE/100 g)
DA 2817 £217 5255+ 317 3685 + 248 4305 + 495

Dogu Anadolu Bolgesinden temin edilen polen 6rneginin toplam fenolik madde
miktar1 2817 + 217 mg GAE/100 g, toplam flavonoid madde miktar1 5255 + 317 mg
QE/100 g olarak bulunmustur.

Mutlu & Erbas (2023) Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden elde ettikleri polenlerin
toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde miktarini incelemis, ayn1 zamanda
antioksidan kapasitelerini degerlendirmistir. Ar1 poleni 6rneklerinin toplam fenolik
igeriginin 338,15 ile 2857,77 mg GAE/100 g arasinda degistigi ortaya konmustur. Bu
calismada Dogu Karadeniz bolgesinden polenin mevcut toplam fenolik madde miktari
2857.77 + 125.48 mg GAE/100 g degeriyle yaptigimiz arastirmadaki 6rnege en yakin

sonucu vermistir.

Ar1 poleninin kimyasal yapisinda 200'den fazla bilesen bulunur; bunlardan bazilar

polifenoller ve yagda ¢oOzlinen vitaminler gibi poleni taze tutmaya yarayan
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metabolitlerdir. Botanik kdkenin yani sira kalite ve miktar1 etkileyebilecek diger
faktorler arasinda iklim, toprak tipi, aric1 faaliyeti ve koruma teknikleri yer alir. Bu
faktorler ayn1 zamanda makro besinlerin (proteinler, lipitler ve karbonhidratlar gibi)
yiizdesini ve mindr bilesiklerin (fenolik bilesikler gibi) profilini de etkileyebilir
(Barbieri vd., 2020). Farkli botanik ve cografi kaynaklardan elde edilen ar1 poleninin
fenolik bilesimini belirlemek amaciyla yapilan caligmalar, fenolik bilesiklerin
miktarinin ve tliriinlin, botanik kdkene, cografi bolgeye ve toplanma zamanina gore
degisiklik gosterebildigini ortaya koymustur (Kalaycioglu vd., 2017; Ozkan vd., 2018;
Mutlu & Erbas, 2023; Nisbet & Tabatabaei, 2021). Ayni zamanda literatiirde ve
mevcut ¢calismada incelenen polen 6rnekleri arasindaki veriler polenlerin olusturulma
ve toplanma zamaninin farkli olmasindan da kaynaklaniyor olabilir. Ayni bolgede dahi
yillar igerisinde arilarin topladigi polen tiirleri, bitkinin yetistigi toprak, cografi
kosullarin degismesi gibi bir¢cok faktdr polenlerin bilesiminde etkili olabilmektedir

(Mutlu & Erbas, 2023).

Yapilan literatiir karsilastirmasina gore calismada analiz edilen ar1 poleni ekstraktinin
cesitli fenolik ve flavonoid bilesiklerin yani sira 6nemli antioksidan aktiviteye sahip

oldugu sonucuna varilabilir.

Polen numunesinin toplam antioksidan kapasiteleri, DPPH ve CUPRAC yo6ntemlerine
gore degerlendirilmistir. Iki yontem sonucunda elde edilen degerler arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Antioksidan kapasite CUPRAC metodu sonucunda 3685 +
248 mg TE/100 g olarak hesaplanirken, DPPH metodu sonucunda ise 4305 + 495 mg
TE/100 g olarak bulunmustur. Farkli analizlerden elde edilen farkli sonuglar, radikalin
tiiri, farkli solvent sistemlerindeki ¢oziiniirliigii, dalga boyu ve reaksiyon siiresi ile
iligkili yontem parametreleriyle agiklanabilmektedir (Ozkan vd., 2018). Elde edilen
sonuglardan ar1 poleninin gii¢lii bir antioksidan kaynagi oldugu sonucuna varilabilir.
Birgok c¢alisma, polen orneklerinde gozlemlenen antioksidan aktivitenin, basta
flavonoidler ve fenolik asitler olmak iizere yiiksek konsantrasyonda polifenollerle

iligkili oldugunu gostermistir (Hemmami vd., 2020).
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4.2 Polen Ekstrakth ve Polensiz Kapsiillerin Karakterizasyonu

4.2.1 Polen ekstrakth ve polensiz Kkapsiillerin parcacik boyutu ve zeta

potansiyelinin belirlenmesi

Polen ckstrakti igeren ve igermeyen PE:BSD inkliizyon komplekslerinin
karakterizasyonu amaciyla ortalama pargacik c¢apt ve zeta potansiyeli Olglimii

yapilmistir. Sonugclar ¢izelge 4.2' de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 : Polen ekstrakti iceren ve icermeyen PE:BSD kapsiillerinin pargacik
boyutu ve zeta potansiyeli.

Kapsiil (w:w, PE:BSD)

Polen ekstrakti

. . 1:1 1:2 1:3
icermeyen kapsiil
Zeta potansiyeli (mV) 3,66 +£0,4* 24 +1,3° 22+£2,8°  -235+4,7°
Parcacik boyutu (nm) 173,1 + 1,54 373,5+3,4° 410,05+5" 640+2,12

*Veriler, ortalama degerler + standart sapma (n=3) olarak sunulmustur. Satirdaki farkli kiigiik harfler, her grup
arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklari ifade etmektedir (p<0,05).

Yeni bir biyoaktif nanomateryalin zeta potansiyeli degeri, yiizey yiik yogunlugunu ve
dolayisiyla fizikokimyasal stabilitesini ve biyoerisilebilirligini tahmin etmede kritik
bir 6neme sahiptir (Alshehri & Abdella, 2023). Beta siklodekstrin kaplama maddesi
polen ekstrakti ile yiiklendiginde yiizey yiikii pozitiften negatife dogru degisim
gostermistir. Beta siklodekstrinlerin zeta potansiyeli, polen ekstrakti ile yiiklenmesi
sonucunda +3,66 £ 0,4 mV'den 1:1, 1:2 ve 1:3 oranlar1 i¢in sirastyla 24 + 1,3, -22 +
2,8 ve-23,5+4,7 mV'ye diismiistiir. Elde edilen sonuglar, polifenolik bilesiklerin BSD
kisimlarina entegre edildiginde yiizey yiiklerini degistirebildigini ve bu durumun
nanoparcacik elektrostatik itmesi araciligiyla saglanan giiclii fiziksel stabiliteyi
gosterdigini vurgulamaktadir. Ayni zamanda bu bulgular Hanafy vd. (2023) tarafindan
yapilan sigir serum alblimini ile kaplamis ar1 poleni ekstraktinin zeta potansiyel
degerleri analizleriyle tutarlidir. Yapilan ¢aligmada iginde polen ekstrakti bulunan ve
bulunmayan kapsiillerin zeta potansiyeli sirasiyla -17,6 £ 2 mV ve -8,8 + 1,5 mV
olarak olglilmistiir. Negatif zeta potansiyel degeri flavonoidler, taninler, saponinler ve
fenolik asitler gibi bilesenlerin etkili kaplama ajanlar1 olarak islev gordiigiini
gostermektedir. Bu bilesenler, genellikle negatif yiik tasiyarak pargaciklar arasinda

itici kuvvetler olusturur ve bdylece olusan pargaciklarin ¢ozeltideki stabilitesine katki
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saglar (Khoshnamvand vd., 2019). Ayn1 zamanda yiizeydeki negatif yiik, amfifilik
gosteren BSD’lerin molekiiler diizenlenmesi sonucunda, siibstitiie olmamis —OH
gruplarinin sulu ortama dogru hizalandigim1 gosterir. Bu 6zellik, ylizeyin potansiyel
olarak hidrofilik oldugunu ifade eder. Sonug olarak yiizeyin suyla etkilesim kabiliyeti

ve hidrofilik 6zelligi artirmaktadir.

Kapsiillerin pargacik boyutu igerdikleri polen konsantrasyonuna goére degisiklik
gostermistir. Polen ekstrakti icermeyen kapsiiliin parcacik boyutu 173,1 £+ 1,5 olarak
bulunurken, 1:1, 1:2 ve 1:3 konsantrasyonunda hazirlanan kapsiillerin par¢agik boyutu
sirastyla 373,5 + 3,4, 410,05 £ 5 ve 640 £+ 2,1 nm olarak olgiildii. Artan parcacik
boyutu, polifenolik bilesiklerin beta siklodesktrin kaplama maddesi ile hidrofobik
kopriileme, hidrojen bagi, van der Waals kuvveti ve iyon etkilesimi gibi geri
dontisiimlii olmayan etkilesimler veya kovalent baglar aracilifiyla reaksiyona
girebildigini gostermektedir (Hanafy, Eltonouby, vd., 2023). Kapsiillerdeki beta
siklodekstrin konsantrasyonu arttikga parcacik boyutunun arttigi goriilmektedir.
Parcacik boyutunu etkileyen faktorler arasinda kaplama maddesi ile aktif madde
arasindaki oran Onemlidir. Yiiksek kaplama malzemesi konsantrasyonu, biiyilik
parcaciklarin atomizerden ¢ikmasina ve nihai mikrokapsiil boyutunun artmasina neden
olur. Sonug olarak bu durum, enkapstilasyon siirecinde aktif maddenin birikme ve
agregasyondan etkili bir sekilde korunmasimi saglar (Magsoudlou vd., 2020).
Enkapsiilasyon islemi sirasinda uygulanan basing ve sicakliginda parcacik boyutunu
etkilemektedir. Distik sicaklik ve basingta iglem goren partikiiller genellikle biiytlik ve
aglomere olma egilimindedir. Ancak sicaklik ve basing arttikca, elde edilen partikiiller

daha kiigiik ve daha kiiresel hale gelmektedir (Nerome vd., 2013).

4.2.2 Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi

EP ve PE ¢ozeltilerinin toplam fenolik igerik degerlerine gore enkapsiilasyon verimi

hesaplanmistir (Sekil 4.1).
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* Veriler, ortalama degerler + standart sapma (n=3) olarak sunulmustur. Grafiklerdeki farkli kiigiik
harfler, her grup arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 ifade etmektedir (p<0,05).

Sekil 4.1 : PE:BSD igeren kapsiillerin kapsiilleme verimi (%) tizerindeki etkisi.

En ytiksek enkapsiilasyon verimi 1:2 (w:w, PE:BSD) konsantrasyonunda %64 olarak
bulunurken, 1:1 (w:w, PE:BSD) konsantrasyonundaki kapsiilden %48 verim ve 1:3
(w:w, PE:BSD) konsantrasyonunda %55 elde edilmistir. Enkapsiilasyon veriminin en
yiiksek bulundugu 1:2 (w:w, PE:BSD) konsantrasyonlu kapsiil in vitro sindirim ve

antimikrobiyal analizlerde kullanilmak iizere se¢ilmistir.

Kullanilan polimerin 6zellikleri ve polifenol bilesenlerinin fizikokimyasal 6zellikleri
enkapsiilasyon verimi ile yakindan iliskilidir (Baysal vd., 2022). Aktif bir molekiiliin,
kaplama maddesinin bosluguna girebilmesi igin ilk temel ihtiyag molekiiliin
boyutunun uygunlugudur. Diger kriterler arasinda hidrojen bagi, van der Waals
etkilesimleri ve kaplama maddesi ile aktif mokeliiliin siki uyumu gibi Kriterler
gelmektedir. Ayrica, karakteristik gruplarin polaritesi, aktif molekiiliin hangi ucunun
hidrofobik bosluga yerlestirilecegini belirlemektedir; tercih, polar olmayan ucun
boslugun icine dahil edilmesidir (Kalogeropoulos vd., 2009). (Magsoudlou vd., 2020)
farkli kaplama maddeleri (maltodekstrin, peynir alti suyu protein konsantresi ve her
iki bilesigin bir karigimi) ile 3:1 oraninda enkapsiile edilen polen oOrneklerinde
enkapsiilasyon veriminin farkli duvar malzemesine sahip kapsiillar igin farkliliklar
gosterebildigini belirtmistir. Kaplama maddesi olarak maltodekstrin, peynir alti suyu
protein konsantresi ve her iki bilesigin bir karisimi ile sirastyla %82.51 + 1.9, %78.2

+ 2.3 ve %67.84 + 3.35 degerlerinde enkapsiilasyon verimi elde edildigi bildirilmistir.
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Calisma sonucunda elde edilen verim degerleri nispeten diisiik bulunmustur. Bunun
sebebi uygulanan enkapsiilasyon tekniginin ve/veya kaplama maddesinin polen
fenoliklerinin kapsiilleme verimi etkiledigi ¢ikariminda bulunulabilir. Yapilan
caligmalar, kullanilan kapsiilleme yoOnteminin ve kaplama malzemeleri
kombinasyonundaki farkliliklarin kapsiilleme verimi etkileyebilecegini gostermistir

(Ballesteros vd., 2017; Baysan vd., 2021).

4.3 In Vitro Gastrointestinal Sindirim

Enkapsiilasyon veriminin en yiiksek bulundugu 1:2 (w:w, PE:BSD) konsantrasyonlu
kapsiil in vitro sindirim igin i¢in se¢ilmistir. Se¢ilen EP’mn toplam fenolik igerik ve
CUPRAC antioksidan kapasitesi lizerine simiile edilmig in vitro sindirimin etkisi

Cizelye 4.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.3 : In vitro gastrointestinal sindirimin EP’deki fenolik igerik ve
antioksidan aktivite tizerine etkisi.

Enlapsiile edilmis polen érnegi (EP)
In vitro gastrointestinal sindirim

Sindirilmemi Mide Bagirsak Biyoerisilebilirlik
v sindirimi sindirimi (%)
1PM 1832 + 302 1122 £ 25°¢ 1420 + 23b 81
(mg GAE/100 g)

TFM . X .

(mg QE/100 g) 2146 £ 56 1219 + 60 1116 + 28 52
DPPH . \ .

(meTE/N00 g — J600%257  I8ITE246" 1719488 48
CUPRAC . . A

(mgTEN00g ~ JS00% 1210 2560+82° 2650120 76

*Veriler, ortalama degerler + standart sapma (n=3) olarak sunulmustur. Satirdaki farkli kii¢iik harfler, her grup
arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklar1 ifade etmektedir (p<0,05).

1:2 (PE:BSC; w/w) oranindaki kapsiiliin gastrointestinal sindirim boyunca toplam
fenolik igerik, toplam flavonoid icerik, DPPH ve CUPRAC antioksidan kapasite
degerlerinin azaldig1 ve istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goériilmektedir (p<
0.05). 1:2 (PE:BSC; w/w) oranindak toplam fenolik igerigi sindirilmemis, mide ve
bagirsak fazlari igin sirastyla 1832 = 30, 1122 + 25 ve 1420 + 23 mg GAE/100 g olarak

bulunmustur.
Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi kapsiilin TPM degeri in vitro simiile edilmis mide
fazinda azalmis, bagirsak fazi sonucunda ise artmistir. Mide fazinda goriilen

azalmanin temel nedeni polifenollerin diisik pH degerlerinde yapisinin

bozulmasindan kaynaklanmiyor olabilir. Genel olarak c¢evresel pH kosullar,
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polifenollerin yapisal bilesimi ve konsantrasyonu iizerinde dnemli bir etkiye sahip
olabilir. Yiiksek asidik pH kosullarinin fenolik molekiillerde bozulmaya ve iskelet

yapisinin kaybina neden olabilecegini bildirilmistir (Qin vd., 2022)

Elde edilen sonuglarin literatiir ile benzerligi Aylanc vd. (2021) tarafindan yapilan ii¢
farklt polen 6rneginin fenolik igeriginin in vitro sindirim sirasinda analiz edildigi
calisma ile de ortaya konmustur. Yapilan ¢aligmada bazi polen orneklerinin fenolik
igeriginin mide sindirimi sirasinda azaldigi ve bagirsak asamasinda hafif bir artis
gosterdigi rapor edilmistir. In vitro simiile edilmis bagirsak fazi sonucunda mide fazina
gore goriilen daha yliksek toplam fenolik icerigin sindirim enzimlerinin etkisine bagl
olarak ekstrakte edilebilirligin artmasi ve fenolik asitlerin salinimiyla baglantili

olabilecegi belirtilmistir (Yesiltas vd., 2014).

Kapsiillerdeki TFM degeri gastrointestinal sindirim boyunca belirgin sekilde
azalmistir. Bu diisiis, sindirim enzimlerinin etkisi veya farkli pH ortamlarinda serbest
birakilan ve daha kolay erisilebilir hale gelen flavonoidlerin pargalanmasiyla

iligkilendirilebilir (Aylanc, Tomas, vd., 2021).

Kapsiiliin CUPRAC ve DPPH antioksidan kapasite degeri mide ve bagirsak sindirimi
adimlarinda azalmis, ancak anlamli bir fark géstermemistir (p > 0.05). Antioksidan
aktivite fenolik bilesiklere baglidir ve antioksidan 6zellikler gastrointestinal sindirim
sirasinda  farkli  mekanizmalardan  kaynaklanan  kimyasal degisikliklerle
degisebilmektedir (Bridi vd., 2022)

TPM ve TFM arasindaki farkliliklar sindirim sonrasi tiim bilesiklerin emiliminde
degisen biyoerisilebilirlik skorlarina yol agmistir. Sindirim sonrasi kapsiillerde toplam
fenolik igerigin, toplam flavonoid igerigin, DPPH ve CUPRAC antioksidan aktivitenin
biyoerisilebilirligi sirastyla %81, %52, %48 ve %76 olarak belirlenmistir. Literatiir
arastirmasi sonucunda, Aylanc, Tomas, vd. (2021) saf polen 6rneklerinde TPM’nin
ortalama biyoerisilebilirlik seviyesini %31, ve Dulger Altiner vd. (2020) ise %36,91
— 77,87 araliginda tespit ederken Aylanc, Tomas, vd. (2021) ar1 poleni 6rnekleri igin
TFM biyoerisilebilirlik seviyesi ortalama %25 olarak belirlemistir. Analiz sonuglari
ve literatlir aragtirmasi saf polenin enkapsiile polene gore diisiik biyoerisilebilirlige
sahip oldugunu gostermistir. Bu durum beta siklodekstrin kaplama maddesinin

biyoerisilebilirligi arttirmasiyla aciklanabilir.
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4.4 HPLC Kullanilarak Polen Kapsiillerindeki Fenolik Bilesiklerin Miktarinin

Belirlenmesi ve Tanimlanmasi

Simiile edImis in vitro sindirim 6ncesi ve sonrasinda inkliizyon kompleksi yontemiyle
enkapsiilasyon isleminin polen ekstraktindaki (EP) fenolik bilesiklere etkisi analiz
edilmistir. 1:2 konsantrasyonundaki EP’den elde edilen fenolik bilesiklerin kimyasal
profili ve bu bilesiklerin inkliizyon kompleks sistemleri igindeki biyoerisilebilirligi,
yiiksek hassasiyetli sivi kromatografi (HPLC) kullanilarak belirlenmistir. Cizelge
4.4°de de ifade edildigi gibi enkapsiilasyon islemine tabi tutulmus PE’de trans-
sinnamik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, kafeik asit fenetil ester (KAFE),
kuersetin-3-0-glukozit ve kuersetin olmak ftizere alti fenolik bilesik saptanmustir.
Literatiirde ar1 poleni ekstraktinda yapilan analiz sonucunda en yiiksek diizeyde
kuersetin (6,43+0,18 ug/mL), daha diisiik diizeyde ise vanilin 0,082 + 0,001 pg/mL
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda sirasiyla sinamik asit (3,89 + 0,16), sirinjik asit (3,84
+ 0,5), katesin (1,42 + 0,01), gallik asit (1,38 £ 0,06), taksifolin (0,7 = 0,07), ferulik
asit (0,39 = 0,01), Piro katekol (0,32 + 0,02), naringenin (0,31 + 0,005), kumarik asit
(0,27 +0,01), rutin (0,26 + 0,01), Klorojenik asit (0,24 + 0,02), metil galat (0,12 +0,01)
ve kafeik asit (0,09 £ 0,001) fenolik bilesikleri saptanmistir (Hanafy, Salim, vd., 2023).
Yapilan bagka bir c¢alismada bunlara ek olarak ar1 poleninin metil-3,4,5-
trihidroksibenzoat, trans sinnamik asit, p-kumarik asit, rutin, kuersetin, luteolin,
kaempferol, kafeik asit, hesperidin, ferulik acit, pinocembrin gibi ¢ok sayida fenolik
bilesik icerdigini ortaya koymaktadir (Mutlu & Erbas, 2023). Calisma bulgular1 ve
literatiir karsilagtirmasi sonucunda enkapsiilasyon isleminin bazi fenoliklerin miktari

ve varliginda degisiklige sebep oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.4 : In vitro sindirimin kapsiillenmis EP’deki biyoaktif bilesiklerin
tizerindeki etkisi.

o ey e Sindirim Mide Bagirsak
Fenolik Bilesik dncesi sindirimi sindirimi
Trans-sinnamik asit 43.3+0,72 — —
Klorojenik asit 12 + 0,82 2,2+0,2° 6,2 +0,9°
p-kumarik ssit 13,3+ 1,62 - -
Kafeik asit fenetil ester
(KAFE) 355 +2,5% - -
Kuersetin-3-o0-glukozit 2355+ 4,92 93 +0,5° 65,5+ 0,4¢
Kuersetin 100,8 + 6,42 72,5+ 7,8 50,7 + 1°

*Veriler, ortalama degerler + standart sapma (n=3) olarak sunulmustur. Satirdaki farkl: kii¢iik harfler,
her grup arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklar: ifade etmektedir (p<0,05). Birim: mg/100 g
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Sindirim 6ncesi 1:2 (PE:BSC; w/w) konsantrasyonunda EP’deki en yiiksek orana
sahip fenolik asit 355 + 2,5 mg/100g degeri ile KAFE’dir. Ardindan 235,5 + 4,9 ve
100,8 + 6,4 mg/100g degerleriyle sirasiyla flavonoidlerden kuersetin-3-o-glukozit ve
kuersetin yer almaktadir. Gastrointestinal sindirim boyunca klorojenik asit, kuersetin-
3-0-glukozit ve kuersetin varligint korurken, diger fenolik bilesiklerin kaybi
yasanmigtir. Mide sindirimi sirasinda flavonoidlerin miktarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goériilmemistir. Klorojenik asit miktar1 ise 12 + 0,8 mg/100 ¢
degerinden belirgin bir azalis gostererek 2,2 + 0,2 mg/100 g olarak Slmiistiir. Mide
sindirimi sonunda klorojenik asit miktart azalmis ve bagirsak sindirimi sonunda
artmistir. Diger yandan iger 3-0-glukozit ve kuersetin miktar1 ise mide ve bagirsak
sindirimlerinde siirekli bir azalis egilimi gostermistir. Bu sonucglar mide fazindan

bagirsak fazina gecildiginde artan TPM ve azalan TFM degerleri ile dogru orantilidir.

Fenolik asitler ve flavonoidler sindirim siirecindeki kimyasal yapilarina bagli olarak
farkli sekilde etkilenebilmektedir. Fenolik bilesiklerin sindirilebilirligi ve emilimi,
fizikokimyasal Ozelliklerinin yanmi1 sira konjugasyon, glikozilasyon durumlar1 ve
sindirim sirasinda enzimatik oksidatif etkilenme dereceleri gibi faktorlere bagl olarak

degisebilir (Aylanc, Falcao, vd., 2021).

4.5 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite analizi i¢in, elde edilen enkapsiile polen, polen ekstrakti ve
icerigi olmayan kapsiilin Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Salmonella typhimurium ATCC 0402

suslarina kars1 antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmistir.

Cift kat seri diliisyon yontemi, polen ekstrakti icermeyen bos kapsiil disinda, kapsiil
ve ekstraktin 50-0,098 mg/mL araligindaki konsantrasyonlarda tiim test edilen
bakterilere karsi antimikrobiyal ve antibakteriyal etki sergiledigini gostermistir

(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 : Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) and minimum bakterisidal
konsantrasyonu (MBK) (mg/mL).

Enkapsiile polen Polen ekstrakti ~ Bos kapsiil

Mikroorganizma

MIK MBK MIK MBK MIK MBK
Bacillus cereus ATCC 11778 50 50 6,25 12,5 >50 >50
Escherichia coli ATCC 25922 25 50 12,5 50 >50 >50
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 50 12,5 50 >50 >50
Salmonella typhimurium ATCC 0402 50 50 25 50 >50 >50

PE, EP’e gore yiiksek antimikrobiyal etki gdstermis ve en yiiksek MIK degeri 6,25
mg/mL ile Bacillus cereus ATCC 11778 susuna karsi belirlenmistir. Enkapsiile
polenin MIK degerleri E. Coli ve S. aureus'a kars1 25 mg/mL olarak bulunurken, B.
cereus ve S. typhimurium‘a karsi 50 mg/mL MIK degeri gostermistir. Ar1 poleni
fenolik ekstrakti S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 ayn1 degerde MIK ve MBK
sonuglart vermistir (Kahraman vd., 2022). Diger yandan Kahraman vd. (2022)
tarafindan ortaya konulan bu sonuglar mevcut ¢alismadaki PE’a kars1 daha giiclii

antimikrobiyal ve antibakteriyal etki gostermistir.

En yiliksek antibakteriyal etki 12,5 mg/mL MBK degeriyle polen ekstaktinda B.
cereus’a kars1 goriilmiistiir. Polen ekstrakti gram pozitif bir bakteri olan B. cereus’a
kars1 en yiiksek MIK ve MBK degerleri sergilerken, gram negatif E. Coli ve S.
typhimurium ‘a kars1 diisiik sonuglar vermistir. Polenin gram-negatif bakterilere karsi
smirl etkinligi, gram-negatif bakterilerin, lipopolisakkaritlerden ve proteinlerden
olusan cift hiicre duvarlariyla korunmast ve bu yapinin ar1 poleninin antibakteriyel

etkisine kars1 direng gelistirmesinden kaynaklaniyor olabilir (Velasquez vd., 2017).

Ote yandan spor olusturan bakterilen, spor olusturmayan bakterilere gore daha yiiksek
antibakteriyel etkinlik sergiledigi gosterilmistir (Tan vd., 2011). B. cereus spor
olusturan bir bakteridir ve spor olusturmayan E. coli, S. aureus ve S. typhimurium‘a

kars1 daha yiiksek antibakteriyel aktivite gdstermistir.

Enkapsiile polen tiim bakteri suslar1 iizerinde 50 mg/mL MBK degeri ile benzer
antibakteriyal etkiye sebep olmustur. Polen fenolik ekstraktinin BSD ile kaplanmasi
antimikrobiyal etkisinde 6nemli bir degisime sebep olmamistir. Bunun sebebi PE’ nin
EP’ye gore daha yiiksek TPM ve TAC degerleri icermesi olarak yorumlanabilir.
Birden ¢ok calisma, polen etanolik ekstraktlarinin S. aureus ve E. coli ‘ye karsi
antibakteriyel ve antimikrobiyal aktivite gosterdigini rapor etmistir (AbdElsalam vd.,
2018; Kaskonien¢ vd., 2020; Petka vd., 2021; Soares de Arruda vd., 2021).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Binlerce yildir insanlar, ar1 {iriinlerini besin degerleri ve ¢esitli tedavi amaglari igin
kullanmiglardir. Oksidatif stresin altinda yatan pek ¢ok hastaligin etkilerini azaltabilen
dogal antioksidan kaynaklar1 olarak kabul edilirler. Ar1 poleni, polifenoller,
triterpenler, karotenoidler, fosfolipitler, fitosteroller, biyoaktif peptitler, organik
asitler, prebiyotikler ve probiyotikler gibi cesitli biyoaktif bilesikleri igerirler. Bu
bilesiklerin cogu, antibakteriyel, antiinflamatuar, antioksidan, ve hatta antikanser gibi

terapotik ozelliklere sahiptirler.

Fenolik bilesiklerin hizli bozunmasini énlemek ve salinimini kontrol altinda tutmak
icin enkapsiilasyon onemli bir koruma saglar. Siklodekstrinler, aktif maddelerle
birleserek inkliizyon kompleksleri olusturur, bdylece ari iiriinlerinde istenmeyen koku
ve tatlar1 gizler, cevresel faktorlere karsi stabiliteyi artirir, ucucu bilesenleri korur,
kontrollii salinim1 yonetir, reaksiyonlar1 engeller ve gida endiistrisinde tasima ve
depolamayi kolaylastirir. Ayrica, polen igeren kapsiillerin mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyal etki gosterdigi ve yiizey aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir.

Bu arastirmada, fenolik bakimindan zengin polen ekstraktinin beta siklodekstrin ile
kapsiillenmesi ve bu sekilde in vitro biyoyararliliginin artirilmast hedeflenmistir.
Ornegin, polen ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1 28174217 mg GAE/100 g,
toplam flavonoid madde miktar1 5255 + 317 mg QE/100 g ve CUPRAC antioksidan
kapasitesi 3685 + 248 mg TE/100 g ve DPPH antioksidan kapasitesi 4305 + 495 mg
TE/100 g olarak tespit edilmistir.

Inkliizyon kompleksi olusturmak igin, polen ekstrakt: ile beta siklodekstrin arasinda
farkli oranlarda (1:1, 1:2 ve 1:3 w:w, polen ekstrakti:beta siklodekstrin) kapsiiller
hazirlanmistir. En yiiksek enkapsiilasyon verimi %64 ile 1:2 (w:w, polen ekstrakti:beta
siklodekstrin) konsantrasyonlu kapsiilden elde edilmis ve bu kapsiil, in vitro sindirim

ve antimikrobiyal analizler i¢in tercih edilmistir.

Ar1 poleni ekstrakti iceren ve igermeyen inkliizyon komplekslerinin karakterizasyonu,

parcacik boyutu ve zeta potansiyeli ile incelenmistir. Ar1 poleni ekstrakti iceren ve
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icermeyen inkliizyon komplekslerinin karakterizasyonu, parcacik boyutu ve zeta

potansiyeli ile incelenmistir.

Gastrointestinal sindirim stirecinde, kapsiiliin icerigi tizerinde 6nemli degisiklikler
gozlemlenmistir. Spektrofotometrik analizler, sindirilmemis, mide ve bagirsak
asamalarinda toplam fenolik icerigin azaldigini ortaya koymustur. Ornegin, sindirim
sonrast kapsiillerde, toplam fenolik igerigin, toplam flavonoid icerigin, DPPH ve
CUPRAC antioksidan aktivitenin biyoerisilebilirligi sirasiyla sirasiyla %81, %52,
%48 ve %76 olarak belirlenmistir. Bu degisikliklerin mide asamasinda daha belirgin
olmasmin nedeni, polifenollerin diisik pH ortaminda yapisal degisikliklere
ugramasidir. Ancak, molekiiler inkliizyon yontemi ile kapsiilleme, fenolik bilesiklerin

sindirim siirecinde korunmasina yardimei olmustur.

Beta siklodekstrin ile kaplanmis polen ekstraktlarinda, HPLC kullanilarak in vitro
sindirim Oncesi ve sonrasi degerlendirme yapilmistir. Polen enkapsiilasyonu islemi
sonrasinda trans-sinnamik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, kafeik asit fenetil ester
(KAFE), kuersetin-3-0-glukozit ve kuersetin olmak iizere alti fenolik bilesik
belirlenmistir. Sindirim sonrasinda ise klorojenik asit, kuersetin-3-0-glukozit ve
kuersetin gibi bazi fenolik bilesiklerin korundugu, digerlerinin ise kayboldugu

gozlemlenmistir.

Polen ekstrakti, enkapsiile polenin aksine Bacillus cereus ATCC 11778 susuna kars1
daha gii¢lii antimikrobiyal etki gostermistir. Enkapsiile polen ise tiim test edilen bakteri
suglar1 lizerinde 50 mg/mL MBK degeri ile benzer antibakteriyal etki gostermistir.
Polenin fenolik ekstrakt ile kaplanmasi ise antimikrobiyal etkisinde onemli bir
degisiklige neden olmamistir. Bu durum, polen ekstraktinin enkapsiile polene gore

daha yiiksek TPM ve TAC degerlerine sahip olmasindan kaynaklanabilir.

Bu sonuglar, beta siklodekstrin kaplama maddesinin biyoerisilebilirlii artirdigin
gostermektedir. Ayrica, literatiir arastirmalari, saf polenin enkapsiile polene gore daha
diisiik biyoerisilebilirlige sahip oldugunu desteklemektedir. Sonug olarak, bu ¢alisma,
ar1 poleninin enkapsiilasyonunun biyoyararlilik agisindan umut verici bir yontem
oldugunu vurgulamaktadir, 6zellikle fonksiyonel gida ve besin takviyeleri alanlarinda

potansiyel olma 6zelligi tasimaktadir.
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